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RESUMO

Patdgenos virais humanos tém sido associados a muitos episédios de
gastrenterites, bem como a doencas relacionadas ao consumo de
moluscos contaminados. O risco pode ser reduzido por um tratamento
destes moluscos visando sua auto-limpeza previamente a sua
comercializacdo. A depuracdo de moluscos reduz os niveis de
microrganismos presentes na carne, diminuindo a chance de uma
potencial infeccdo associada ao seu consumo in natura. Em um sistema
de depuracdo, a agua do mar pode ser recirculada pelo menos por 24
horas e, durante este ciclo, a 4gua é tratada quimica ou fisicamente para
eliminar a contaminacdo por microrganismos. Neste trabalho, um
sistema fechado de depuracdo de moluscos foi testado para eliminar os
patdgenos virais em ostras. Além disso, a capacidade do cloro livre em
inativar esses virus, bem como a estabilidade viral em agua do mar, com
e sem radiacdo U.V. foram investigadas. Para os ensaios de depuracao,
ostras (Crassostrea gigas) foram artificialmente contaminadas em
aquarios, contendo agua do mar semeada com Virus da Hepatite A
(HAV) e Adenovirus Humano (HAdV5). Em seguida, as ostras foram
colocadas no tanque de depuracdo, e foram analisadas apo6s 48h, 72h e
96h. Em cada amostragem, o trato gastrointestinal das ostras foi
homogeneizado e processado visando a eluicdo das particulas virais.
Para os estudos de desinfeccdo pelo uso do cloro, &gua do mar natural e
artificial foram semeadas com Norovirus Murino 1 (MNV-1), HAdV2 e
Poliomavirus JC (JCPyV) e tratadas com uma concentracdo inicial de
cloro livre de 2,5 mg/l, por 60min. Para os ensaios de estabilidade viral
em agua do mar e desinfecgdo viral por luz U.V., 300L de agua do mar
foram semeadas com o HAV, MNV-1 e HAdV2 e tratados com U.V.
(36W), em um mini-tanque de depuracdo, com recirculagdo por 120h.
Um litro de agua do mar foi coletado a cada 24h em até 120h e as
amostras de agua foram tratadas pelo método de floculacdo com leite
acidificado para adsorcdo e concentracdo das particulas virais. O
monitoramento viral nos tecidos das ostras e dgua do mar foi avaliado
por métodos moleculares (PCR e q(RT)-PCR), e por métodos de cultura
celular associados a métodos moleculares ou imunoldgicos (ICC-PCR,
RT-PCR ICC, IFA, Citometria de Fluxo e Ensaio de Placas de Lise). A
deteccdo por PCR, em amostras de ostras, mostrou que o genoma de
HAdV5 foi detectado em todos os periodos de amostragem, e 0 genoma
do HAV foi detectado até 72 h. Os testes envolvendo viabilidade viral
por ICC-PCR, demonstraram uma inativacdo viral progressiva, nas
ostras, ao longo das 96h de recirculacdo de agua do mar tratada com luz



U.V. Nos ensaios de desinfeccdo por cloro, apdés 30 minutos de
tratamento de dgua do mar, foi observada uma reducdo de ~2log, e
~3logyy para MNV-1 e HAdV2, respectivamente, com base nos
resultados q(RT) PCR. Quando a infecciosidade viral foi analisada, uma
reducdo de mais de 4log;, foi observada para MNV-1, enquanto HAdV2
apresentou uma reducdo de ~ 2.3log;e, mantendo-se infeccioso apos 60
minutos. JCPyV apresentou em média uma reducao de 1,6 logio, quando
avaliado por gPCR. N&o houve diferengas na cinética de desinfecgdo
viral observadas em agua do mar natural e artificial. Para os ensaios de
estabilidade viral em agua do mar tratada ou ndo com luz U.V., com
base nos resultados q(RT)-PCR, foram observadas cinéticas diferentes
para cada virus em 120 horas de contato. Reducdes de ~ 5log;o e 3log;o,
em 120h, para HAdV2 e HAV, respectivamente; para MNV-1, foi
observada uma redugdo de ~4,5 logip em 72h sob tratamento com luz
U.V. Apesar da deteccdo do genoma, HAdV2 foi capaz de permanecer
infeccioso até 72h, de acordo com resultados de ICC-RT-PCR. Ensaios
envolvendo estabilidade viral sem radiacdo U.V. demonstraram uma
reducdo progressiva da carga viral ao longo das 120h de recirculacéo de
agua do mar para os trés virus (~ 2logyo para HAdV2; ~ 2,5 logy para
HAV e ~ 3logyy para MNV-1). Esta cinética diferente provavelmente
esta associada as espécies de cloro presentes, ao tempo de contato com a
radiacdo U.V. e a caracteristicas estruturais peculiares de cada um dos
virus. A diminuicdo natural da carga viral pode ser devido a existéncia
de fatores ambientais, tais como forca i6nica e compostos encontrados
naturalmente na dgua do mar. Este trabalho confirmou que HAdV é um
patdgeno viral particularmente resistente e exige mais tempo para
inativacdo. Estes dados serdo Uteis para a otimizacdo de desinfeccdo da
agua nos tanques de depuragdo de moluscos.

Palavras-chave: depuracdo, moluscos bivalves, virus entéricos, agua do
mar, cloro livre, U.V.
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ABSTRACT

Viruses have been linked to nearly all episodes of gastroenteritis as well
as outbreaks of illnesses related to consumption of contaminated
shellfish. The risk may be reduced by appropriate treatment following
harvesting as well as by depuration, which is a method that reduces the
levels of microorganisms present in mollusk meat, decreasing the
potential for infections associated with mollusk consumption in natura.
In a depuration system, seawater may be recirculated for at least 24h,
and during this cycle, the water must be chemically or physically treated
to eliminate microbial contamination. In this work, a shellfish
depuration closed system was tested to eliminate viral pathogens from
oysters. Moreover, the chlorine capability to inactivate these viruses, as
well as the viral stability and disinfection in seawater with and without
U.V. irradiation were investigated. For depuration assays, oysters
(Crassostrea gigas) were first artificially contaminated in aquariums
containing seawater seeded with Hepatitis A virus (HAV) and Human
Adenovirus (HAdV5). Then, the oysters were placed into the depuration
tank, and were harvested after 48h, 72h and 96h. After each sampling,
the gastrointestinal tracts were homogenized and the viral particles were
eluted. To chorine disinfection assays, natural and artificial seawater
were seeded with selected viruses (Murine Norovirus 1, MNV-1;
HAdV2; JC Polyomavirus, JCPyV) and treated by adding initial free
chlorine concentration of 2.5mg/l for up to 60min. For the stability
assays, 300L of natural seawater were seeded with HAV, MNV-1 and
HAdV2, and treated by 36W U.V. lamp, into the mini depuration tank,
with recirculation, for up to 120h. One liter of viral seeded seawater was
harvested every 24h and viral particles were concentrated by
flocculation method using skimmed milk. The kinetics of viral decay in
oysters and seawater was evaluated by molecular techniques (PCR and
g(RT)-PCR), and by cell culture associated with molecular and
immunological methods to access the viral infectivity (ICC-PCR, ICC
RT-PCR, IFA, Flow Cytometry and Plague Assay). The molecular
detection by PCR for both viruses showed that the presence of HAdV5
genome was positive in all of the sampling periods, and the HAV
genome was detected until 72 h. The tests involving viral viability by
ICC-PCR, demonstrated a progressive viral inactivation along the 96h
of seawater recirculation under U.V. light irradiation. After 30 minutes
of treatment of natural seawater a ~2log,g and ~3logyo reduction where
observed for MNV-1 and HAdV2, respectively, based on q(RT)PCR
results. When viral infectivity was analyzed, a reduction of more than
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4logyo was observed for infectious MNV-1, while HAdV2 presented
~2.3logyg reduction, remaining infective viruses present after 60
minutes. JCPyV presented a average reduction of 1,6 logyo, analysed by
gPCR. No differences in the disinfection kinetics have been observed
between natural and artificial seawater. Based on qPCR results, the
kinetics observed were different for each virus, reaching, at 120h of
contact time, ~5logi;o and ~3logye reduction for HAdAV2 and HAV,
respectively; for MNV-1, was observed a ~4,5log;o reduction at 72h
under U.V. treatment. Despite the genome detection, HAdV2 was able to
remain infectious only up to 72h, according ICC-RT-PCR results.
Assays involving viral stability without U.V. irradiation, demonstrated a
progressive reduction of viral load along the 120h of seawater
recirculation for three viruses (~2log,, for HAdV2; ~2,5log;, for HAV
and ~3logy for MNV). This different kinetics is probably associated to
the chlorine species present, the contact time with the U.V. radiation and
structural characteristic of each virus. The natural decreasing of viral
load can be due to the existence of environmental factors, such as ionic
strength and compounds naturally found in seawater. This work
confirmed that HAdV is a particularly a resistant viral pathogen and
requires longer periods for inactivation. These data will be subsequently
useful to plan water disinfection in shellfish depuration tanks.

Key-words: depuration, shellfish, enteric viruses, seawater, free
chlorine, U.V. radiation



viii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura de Adenovirus HUMANOS............cccuverennereecnenienienes 8
Figura 2: Estrutura do Virus da Hepatite A..........ccccoeinienineicniennes 10
Figura 3: Eletromicrografia de Norovirus e Reconstrugéo gréfica de
HUNOWV. ..o 12
Figura 4: Representacdo de uma particula de Poliomavirus umanos...14
Figura 5. Estrutura de ROtAVIFUS........ccccoreiiinineneise e 15
Figura 1.1: Fluxograma das etapas experimentais seguidas para os
experimentos de depurago Viral..........cccoeeeveneiinenninneneeeee e 39

Figura 1.2: Sistema de Depuracdo Comercial de Moluscos Bivalves ...49
Figura 1.3: Eletroforese em Gel de Agarose 1,5% de produtos de PCR e
nested-PCR referentes aos limites de deteccdo de Rotavirus (A),
Adenovirus (B) e Virus da Hepatite A (C) em tecido digestivo de ostras
experimentalmente iNOCUIATaS. ...........ceriiveierriiire e 53
Figura 1.4: Bioacumulacéo de RV SA11 por ostras em diferentes

tempos de exposicao a agua do mar semeada com 3 x103 FFU/mI sem

emprego de microalgas para adsor¢ao viral..........ccccoeevveieneivicninnine 54
Figura 1.5: Eletroforese em gel de agarose 1,5 % de produtos de nested
PCR referentes a depuragdo em sistema fechado............ccoceevvccriiniinnns 55

Figura 1.6: Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produtos de nested
PCR referentes a avaliacdo da viabilidade viral por ICC-PCR de duas
repeticdbes dos diferentes periodos de depuracdo em sistema

Figura 1.7: Imunofluorescéncia Indireta para HAdV5, em células A549,
em extratos de ostras submetidas ao processo de depuragdo em sistema
TECNAO. ... s 58
Figura 1.8: Redugdo do nimero de cépias do genoma de HAdV5 nos
diferentes tecidos de ostras ap6s o processo de depuracdo em diferentes
tempos (Oh, 48h, 720 € 96N)........cccciiiiereere e 59
Figura 2.1: Fluxograma das etapas experimentais seguidas para 0s
experimentos de desinfeccdo viral por cloro em agua do mar natural e

AFTITICIAL ... s 77
Figura 2.2: Imagens de microscopio de luz invertido de células RAW
264.7 obtidas em aumento de 400X.........ccovvrereireienene e 81
Figura 2.3. Imagens de microscopio de luz invertido de células A549
obtidas em aumento de 400X..........cooeirriiineneiee e 82
Figura 2.4. Imagens de microscopio de luz invertido de células SVG-A
ndo infectadas obtidas em aumento de 400X..........cccoovvriiencincnenienn 83

Figura 2.5: Curva de decaimento do Cloro Livre em agua BDF com
diferentes concentracfes de substancias organicas e inorganicas.......... 95



Figura 2.6: Curva de Decaimento de Cloro Livre em &gua do mar

NALUFAL.....eeiicc e nre s 95
Figura 2.7: Curva de Decaimento de Cloro Livre em &gua do mar
AITIFICIAL ... 96
Figura 2.8: Formacg&o de Placas de Lise por ap6s a infeccdo de células
RAW 264.7 POr MNV-L.. ..ottt 97
Figura 2.9: Formacdo de Placas de Lise em células A549 infectadas por
HAdV2, em garrafas de cultivo celular de 25cmA.........oovveveveveeereenennn. 98

Figura 2.10: Curva Padrdo de DNA obtida com dilui¢cdes seriadas na
base 10 de plamideos contendo a regido alvo de HAdV2 (A) e JCPyV

(=) TN 101
Figura 2.11: Curva de decaimento de cloro livre durante os ensaios de
desinfeccdo com agua do mar natural e artificial...........cc.ccoceevivinnnnnn, 102

Figura 2.12: Curvas de decaimento viral para HAdV2 ap6s desinfeccao
em 4gua do mar natural tratada inicialmente com 2.5mg/l de cloro

Figura 2.15: Curvas de decaimento viral para MNV-1 apés desinfecgdo
em agua do mar artificial tratada inicialmente com 2.5mg/l de cloro

Figura 2.16: Curvas de decaimento viral para JCPyV viral apds
desinfeccdo em &gua do mar natural tratada inicialmente com 2.5mg/I de
ClOPO TV b 113
Figura 2.17: Curvas de decaimento viral para JCPyV ap6s desinfeccdo

FIVTE. e 114
Figura 3.1: Fluxograma representativo das etapas experimentais
seguidas para os experimentos de depuragdo viral..........c.cccocveverirnenn. 130
Figura 3.2: Sistema de Depuragao...........ccvevvevvreeerieneseerneseeseeseneees 131
Figura 3.3: Formacdo do precipitado pelo método da floculacdo
(0] 70 - o o TSRS 133

Figura 3.4: Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produtos de nested-
PCR referentes a avaliacdo da viabilidade viral de HAdV2 por ICC- RT-

Figura 3.5: Comparacdo do numero de placas de lise de MNV-1
quantificadas em distintas dilui¢bes seriadas de base 10, utilizando dois



diferentes diUENLES..........coeii e e 140
Figura 3.6 Comparagdo da porcentagem de células positivas por
citometria de fluxo para quantificacdo de HAdV2, em distintas dilui¢des

seriadas de base 10, utilizando dois diferentes diluentes..................... 141
Figura 3.7: Analise do decaimento de genomas de HAdV2 em &gua do
mar tratada e ndo tratada com radia¢do U.V. (36W).......cceeevevrvrnnns 143

Figura 3.8 Citometria de Fluxo para analise da infecciosidade de
HAdV2 em amostras de agua do mar tratadas e ndo tratadas com

radiacdo U.V., por um periodo de 72N.........cccovvveneiviinnieneenseneseas 145
Figura 3.9: Analise do decaimento de genomas de MNV em agua do
mar tratada e ndo tratada com radia¢do U.V. (36W)......ccceevvrvrvrnnns 146

Figura 3.10 Ensaio de Placas de Lise para andlise da infecciosidade de
MNV-1 em amostras de agua do mar tratadas e ndo tratadas com

radiacdo U.V., por um periodo de 72h).........cccervernenneneniennicnienes 146
Figura 3.11 Analise do decaimento de genomas de HAV em agua do
mar tratada e ndo tratada com radia¢do U.V. (36W).........cccervvrrnennn 147
Figura 3.12 Anélise da estabilidade de genomas de HAdV2 em &gua do
mar, por um periodo de 120h, por gPCR.......cccceoeeviivviiierieeece e 150
Figura 3.13 Anélise da estabilidade de HAdV2 em amostras de dgua do
mar por um periodo de 120h por citometria de fluxo........c...c.cccevrveneen. 150

Figura 3.14: Analise da estabilidade de genomas de MNV-1 em agua do
mar, por um periodo de 120h, por qRT-PCR........ccccevvvivrivrerviinninnine 151



Xi

LISTADE TABELAS

Tabela 1: Microrganismos causadores de doencas veiculadas pelo
consumo de MOIUSCOS DIVAIVES..........ceiieiriiiee e 2
Tabela 1.1: Deteccdo de HAdV5 e HAV em hepatopancreas de ostras e
em amostras de &gua do mar apds processo de depura¢do em sistema
fechado, com desinfecCao Por U.V........cocccviiniiiieinnccc e 60
Tabela 2.1: Parametros fisico-quimicos e qualidade microbioldgica das
amostras de 4gua do mar natural e artificial utilizadas nos experimentos
dE ESINTECGAD. .. ..e. vttt e 79
Tabela 2.2: Iniciadores e Sondas utilizados para a detecgdo de HAdV2 e
JCPYV POF QPCR..... e 89
Tabela 2.3: Iniciadores e Sondas avaliados para a deteccdo de MNV-1
POr GRT-PCR.....oiiiie e 89
Tabela 2.4: Valores de Ct obtidos na avaliacdo de trés kits comerciais
para a amplificagdo de concentragdes conhecidas de copias gendmicas

B MINV-Lo. oot 99
Tabela 2.5: Valores de Ct e parametros obtidos na analise de trés
diferentes curvas-padrdo geradas para quantificar
IMINV bbb b 100

Tabela 2.6: Sumario dos valores de reducéo logaritmica (Log:o(Nt/No)
para HAdV2 apés desinfecgdo por cloro livre em dgua do mar natural e
AFTITICIAL ... 104
Tabela 2.7: Sumario dos valores de reducdo logaritmica (Logio(Nt/No)
para MNV-1 ap6s desinfec¢do por cloro livre em dgua do mar natural e
AFTITICIAL ..o 108
Tabela 2.8: Sumario dos valores de reducdo logaritmica (Log:o(Nt/No)
para JCPyV apo6s desinfeccdo por cloro livre em dgua do mar natural e

AFTITICIAL ..o 112
Tabela 3.1: Valores de Temperatura e pH da agua do mar durante os
ensaios de desinfec¢do viral por radiacdo U.V........ccccoevevevvvineveninne. 142

Tabela 3.2: Resultados obtidos por ICC-RT PCR para HAdV2 em
amostras de dgua do mar tratadas e ndo tratadas com radiacdo U.V., por
UM PEriodo de 120N.......ccceiiiieiiiiiiieese e 144
Tabela 3.3: Sumario dos valores de reducdo logaritmica (Log:o(Nt/No)
para HAdV2, HAV e MNV-1 em agua do mar natural com e sem
tratamento com radiacdo U.V., por um periodo de 120h. ................... 148
Tabela 3.4: Sumario dos valores de reducédo logaritmica (Logio(Nt/No)
para HAdV2 e MNV-1 nos ensaios de estabilidade em agua do mar
natural, por um periodo de 120h. ......cccovvieiiiiieescr e 151



xii

SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt 1

11 ASPECTOS GERAIS SOBRE OS IMPACTOS DA
CONTAMINACAO AMBIENTAL NAAQUICULTURA................... 1
1.2 DEPURAGCAO DE MOLUSCOSBIVALVES .........ccccoeenene 3
1.3 VIRUS HUMANOS TRANSMITIDOS PELO MEIO HIDRICO.5
1.3.1 ADENOVIRUS HUMANOS (HADV) .....cooiiiiiiiiieiieeenie s 6
1.3.2 Virus da Hepatite A (HAV) .....coooeiiiiiiiiec e 8
1.3.3 Norovirus Humano (HuNoV) e Murino (MNV) ..........c......... 10
1.3.5 ROtAVITUS (RV) c.veiiiiciieieee e 14

1.4 ESTABILIDADE DE PARTICULAS VIRAISNO MEIO
AMBIENTE ...t 16
REFERENCIAS INTRODUGCAO .........ccooeveeeieeeeeeeeeeeeeee e, 19
2. OBJIETIVOS ..ottt et 34

DINAMICA DE DEPURACAO DE OSTRAS (CRASSOSTREA
GIGAS) ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS COM VIRUS DA

HEPATITE AE ADENOVIRUS........ccoooviiiieiceee e, 35
LLJUSTIFICATIVA ..o 36
1.2.1 Objetivo Geral........ccccvvveiiieiiie e 38
1.2.2 Objetivos ESPecCifiCOS........cccviiveiiiiiiie e 38
1.3 MATERIAISE METODOS .......cooviveiiieiiieiieiesesiesiensis 39
1.3.1 Delineamento Experimental............ccccooveevieeviee e, 39
1.3.2Virus € CAIUIAS........cooviiiriiiee e 40
1.3.3 EStOQUES VIFAIS.......uveeiieeiiie ettt 40
1.3.4 Titulagio dos EStoques VIFaIS...........cocvvvvereiieeiinsiesienienees 41
1.3.5 OStIaS. .. eeiveeieeieeeeree e 42
1.3.6 DiSSECACAO0 AAS OStIAS ... .ccivverveeriieriieiieesieesieesiee e siee e seee s 43
1.3.7 Preparacao de extratos teCiduais...........ccovvvvveriviienninnnnnnnn, 43
1.3.8 Extragao dos acidos nucléicos totais a partir dos extratos
TECIAUAIS ... 44
1.3.9 AMPIificag8o GENICA .......ccvviviirieiieiie e 45
1.3.10 Avaliagdo da citotoxicidade do extrato de ostras.......... 46
1.3.11 PCR integrado ao Cultivo Celular (ICC-PCR)...........ccce..... 47
1.3.12 Imunofluorescencia Indireta para HAAV5S .........cccoocveviienee, 48
1.3.13 Sistema de depuragdo comercial..........c.cccevvveriiiirninninnnnn, 48
1.3 15 Depuracdo viral pelas ostras C. gigas........ccccevvvvvvververvnnnnn. 50
1.3.16 Anélise da agua do mar utilizada nos ensaios de depuragdo51
LARESULTADOS .....oooiiititiiieie ittt 51

1.4.1 Otimizacao do método de concentragdo viral a partir de



AMOSErAS 0B OSLIAS........vveiiiiiiee e e 51

1.4.2 Estabelecimento das condig¢des de bioacumulagéo viral ....... 54

1.4.3 Ensaios de depuragdo viral por ostras C. gigas..........c.c.e..... 54
L.5DISCUSSAO ...ttt 61
1.6 CONCLUSODES.......cooieieeiieceeeeeeeeeeeeese st 65
REFERENCIAS CAPITULO L...oiiviiieceieceeeeeeeeeee s 67

ESTUDO DA DESINFECGAO DE NOROVIRUS MURINO,
ADENOVIRUS HUMANO E POLIOMAVIRUS HUMANO EM AGUA
DO MAR NATURAL E ARTIFICIAL TRATADAS COM CLORO

LIVRE ... 73
2.20BJETIVOS ...t 75
2.2.1 ObJetivo Geral ........c.coceviiiiiiiiiiie e 75
2.2.2 Objetivos ESPECIfiCOS.......cccveieriiiereeie e 75
2.3MATERIALE METODOS.......cocoviiiiieeeeieieeeeeeeereeeee e 76
2.3.1 Delineamento Experimental ..........c.coccovivininiiiccicie 76
2.3.2 Reagentes € VIArariasS........ccvvevverienienie e 78
2.3.3AgUAAO M ....c.ooieieiciceeeeeee e 78
2.3.4 Estudo Preliminar do Decaimento de Cloro livre em contato
COM AQUA 0O MAT .......cooeieieieieieeieeeeee e en s 79
2.3.5 Armazenamento das AMOSIFaS.......c.ccocvvvverveniesiesieeieeieene 80
2.3.6 Extrac&o dos Acidos NUCIEICOS.............cccceveeevevevieieirererennnns 80
2.3.7 Células RAW 264.7 e producdo de MNV-1........cccccvevveennnen. 81
2.3.8 Células A549 e producao de HAAVZ.........cccovevviiiienieiien, 81
2.3.9 Células SVG-A e producdo de JCPYV......cccvvvvivnieniecien 82
2.3.10 Ensaios de Citotoxicidade............ccovvverviniiniiiieieeeeiene 83
2.3.12 Ensaio de Placa de Lise para MNV-1 .......c..ccccevvvveeiveennnen. 85
2.3.13 Ensaio de Placas de Lise para HAAV2..........ccccevveevneennnen, 86
2.3.14 gPCR para HAAV2 € JCPYV ...ooiiiiiiec e 86
2.3.15gPCR para MNV-1 ..o 87
24 RESULTADOS. ...ttt 94
2.4.1 Estudos Preliminares de Decaimento de Cloro Livre em Agua
do Mar Natural € Artificial ..........ccccovvviiiiiii 94

2.4.2 Métodos de Cultivo Celular para Quantificagdo de HAdV?2,
MNV-1 e JCPyV infecciosos apos os ensaios de desinfeccao por

ClOFO. e 96
2.4.3 Estabelecimento de um Protocolo para Detec¢do Molecular de
IMINIV=L bbb bbb e 98
2.4.4 Deteccao Molecular de HAAV2 e JCPYV.......cccccvevveieeiennn, 100
2.4.5 Ensaios de Desinfecg@o por Cloro Livre ........cccccevveieenenne, 101
2.6 CONCLUSOES........c.oiiiieiiiereetee e 119

REFERENCIAS CAPITULO 2.ttt 121



Xiv

ESTUDO DA ESTABILIDADE DE ADENOVIRUS HUMANO TIPO
2, NOROVIRUS MURINO TIPO 1 E VIRUS DA HEPATITE AEM
AGUA DO MAR NATURAL COM E SEM TRATAMENTO POR

RADIACAO ULTRA-VIOLETA ....cooiiiieieceeeeeeeee e 126
BLIUSTIFICATIVA oot 127
3.2.1 ODJetiVo Geral.......ccovveiiiiiieecee e 129

3.2.2 Objetivos ESPECifiCOS. .......cccuuieriiiiiieiee e 129
3.3MATERIAISE METODOS .....coiviieieeieieeeeeeeeeveveneeenenennans 130
3.3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ....cvvvieiiiiiieeiiiie et e e sieeee e 130
3.3.2 Depuradoras e Agua do Mar...........c.ccccocoeeveveecueerenennenennns 131

3.3.4 Concentragéo Viral em Amostras de Agua do Mar pelo Método

da Floculagao OrganiCa .........cccoeeivieiiieiiiiie e 133
3.3.5Virus € CAIUIAS.........coveiieeieeie e 134

3.3.6 ICC- RT-PCR para HAdV2 ..........ccoeeiiiieeiee e 134

3.3.7 Citometria de Fluxo para HAAV2 .........cccocviiiiiiiiiiicis 135
3.3.9gPCR Para HAV .......oiiiii e 137
3.3.10 qPCR para HAdV2 e gRT-PCR para MNV-1................c..... 138
3ARESULTADOS ...ttt e 138
3.4.1 Padronizacdo do ICC RT-PCR para HAdV2 ..........ccccccvee 138

3.4.2 Sensibilidade do Ensaio de Placa de Lise para MNV-1 ....... 139

3.4.3 Padronizacdo da Citometria de Fluxo para HAdV2 ............ 140

3.4.3 Ensaios de Desinfeccao de agua do mar por Radiacdo U.V. 141

3.4.4 Ensaios de Estabilidade............ccccovveviieiiiiiiiiie e 149

3.6 CONCLUSOES ..ot 157

4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS........cccoeveveee. 159

REFERENCIAS CAPITULO 3..eeeeeeeee et 160



1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE OS IMPACTOS DA

CONTAMINACAO AMBIENTAL NAAQUICULTURA

As aguas oceanicas sdo fontes importantes de proteina animal e
parte integrante de muitas atividades econdmicas. No entanto, os efeitos
cumulativos destas atividades, bem como as alteracGes climaticas,
podem alterar a composicao da &gua do mar (FLEMING et al., 2006). A
contamina¢do microbioldgica, por bactérias, virus e protozoarios
relacionada direta e indiretamente & atividade humana e animal, esta
afetando cada vez mais a qualidade sanitaria dos alimentos produzidos
nestas aguas, bem como o uso comercial e recreativo de dguas costeiras.
De forma geral, mais de um bilho de pessoas tem os alimentos de
origem marinha como sua principal fonte de proteina animal, como por
exemplo, moluscos bivalves, provenientes das atividades de aquicultura
(LETSON, 2008).

Os moluscos bivalves habitam ecossistemas aquaticos, sejam eles
marinhos ou de agua doce e devido a contaminacdo de seu héabitat, estes
organismos atuam como bioindicadores de contaminagdo fecal
provenientes de seres humanos e de outros animais (LEAL; FRANCO,
2008). Estes moluscos, devido ao aumento da polui¢do destas aguas, sdo
causas de doengas veiculadas pelo meio hidrico, incluindo a
contaminagdo por patdégenos humanos e a contaminagdo quimica
(FLEMING et al., 2006).

Tradicionalmente, bactérias coliformes, Escherichia coli e
Enterococcus tém sido usados como indicadores da qualidade
microbioldgica dos moluscos e das aguas de cultivo (MENA; GERBA,
2009). No entanto, tem sido claramente demonstrado que um controle
sanitario baseado em parametros bacterianos nem sempre indicam a
presenca de virus em moluscos (SOBSEY; DAVIS; RULLMAN, 1987;
KINGSLEY; RICHARDS, 2001; MCLEOD et al., 2009;). Problemas de
salde humana associados ao consumo de moluscos bivalves sdo bem
descritos e contaminantes virais tém sido associados a quase todos 0s
episddios de gastroenterites (LE GUYADER et al., 2000; LEE et al.,
2003; LE GUYADER et al., 2008), considerando que estes moluscos sdo
na maioria das vezes consumidos crus, ou relativamente cozidos. A Tabela
1 descreve os principais patégenos humanos implicados em doencas
veiculadas pelo consumo destes produtos.









Microrganismo Periodo Duracéo Principais Sintomas Principais fontes de
de contaminagao em
Incubacéo moluscos bivalves
Bactérias
Salmonella typhi 3semanas  Até4semanas  Mal-estar, cefaléia, febre, tosse, nduseas, Fezes Humanas e Esgoto
vOmitos, constipagdo, dor abdominal,
manchas vermelhas, sangue nas fezes
Campylobacter sp. 2 a7 dias 3-6 dias Diarréia, dor abdominal intensa, febre, mal-  Fezes de Animais/lodo
estar, cefaléia, vomitos
Shigella sp. 24a72 5-7 dias Dor abdominal, diarréia, sangue e fezes Fezes Humanas e Esgoto
horas mucosas, febre
Vibrio 2a48 2-14 dias Dor abdominal, diarreia, nduseas, vomitos, = Ambiente Marinho
parahaemolyticus  horas febre, calafrios,
dor de cabega
Vibrio vulnificus <24 horas  2-3dias Mal-estar, calafrios, febre, Ambiente Marinho
lesBes cutaneas
Vibrio cholerae 1-5 dias 2-5dias Diarréia aquosa, vomitos, desidratacdo Fezes Humanas e Esgoto
Virus
Norovirus 1-3 dias 20 a 72 horas Diarréia, nauseas, vomitos, dor abdominal,  Fezes Humanas e Esgoto
Hepatite A 10a50 10 a 30 dias Febre, mal estar, nduseas, dor abdominal, Fezes Humanas e Esgoto
dias ictericia
Astrovirus 1a2dias 48 a 72 horas Diarreia, acompanhada por sinais ou Fezes Humanas e Esgoto

sintomas entéricos

Tabela 1: Microrganismos causadores de doencas veiculadas pelo consumo de moluscos bivalves.

(Fonte: FAO, 2008)



Patogenos virais humanos chegam ao ambiente marinho através
de diferentes rotas, as quais incluem o descarte direto de efluentes
tratados e ndo tratados, descarte de residuos rurais e industriais e
residuos descartados por embarca¢es (BOSCH; LE GUYADER, 2010).
As préaticas atuais de tratamento de agua sdo incapazes de prover
efluentes tratados livres de virus, como conseqiiéncia, patdgenos virais
humanos sdo rotineiramente introduzidos em aguas marinhas e de
estuarios. Durante o processo de alimentagdo e sob condigBes
hidrogréficas favoraveis, os moluscos bivalves filtram contaminantes de
aguas poluidas e os acumulam em seus tecidos (RODRICK;
SCHNEIDER, 2003).

1.2 DEPURACAO DE MOLUSCOS BIVALVES

Muitos procedimentos de producdo, como a depuracdo, podem
reduzir microrganismos contaminantes em moluscos (RICHARDS,
1988, RODRICK; SCHNEIDER, 2003). A depuracdo permite a
eliminacdo de contaminantes dos tecidos das ostras pelas atividades
naturais de filtracdo, digestdo e excrecdo em agua do mar de bhoa
qualidade microbiolégica (CORREA et al., 2007). A depuracdo de
moluscos bivalves é um processo no qual estes organismos sdo mantidos
em um tanque de dgua do mar limpa, sob condi¢des que maximizam a
atividade natural de filtragdo destes, resultando na expulsdo do contelido
intestinal, diminuindo ou eliminando contaminantes de seus tecidos
(FAO, 2008). Este processo foi originalmente desenvolvido como um
dos métodos para resolver o problema de inimeros surtos de febre
tiféide (causada pela bactéria Salmonella typhi), associados ao consumo
de moluscos, em muitos paises europeus e nos Estados Unidos, no final
do século XIX e principio do século XX (RODRICK; SCHNEIDER,
2003).

Embora existam diferentes tipos de virus humanos transmitidos
entericamente, estudos epidemiolégicos tém mostrado que 0s moluscos
sdo responsaveis somente por alguns destes (LE GUYADER et al.,
2008). Surtos de doencas causadas por Norovirus Humanos (HuNoV) e
Virus da Hepatite A (HAV) tém sido frequentemente associados ao
consumo destes animais, enquanto que surtos relacionados com Virus da
Hepatite E (HEV), Astrovirus, Poliovirus, Adenovirus e Rotavirus sdo
menos reportados, apesar de que estes virus serem comumente
detectados em moluscos (FORMIGA-CRUZ et al., 2002, 2003;
KOIZUMI et al., 2004; MYRMEL et al., 2004).

A contaminacdo de moluscos bivalves com HuNoV (causador
de gastrenterites) e HAV é reconhecida como um dos maiores riscos



para a salde humana associados com o consumo de moluscos
contaminados por matéria fecal (LEES, 2010). Muitos surtos destas
doencas relacionados ao consumo de moluscos tém sido reportados nos
altimos 10 anos (BOSCH et al., 2001; DOYLE et al., 2004; SIMMONS
et al., 2007; LE GUYADER et al., 2008; LOWTHER et al., 2010;
WESTRELL et al., 2010). A maioria das notificacGes apresenta natureza
gastro-entéricas e sao causados por HuNoV; ja surtos causados por HAV
sdo reportados com menos freqiiéncia, mas a doenca causada por este
virus é mais severa (PINTO et al., 2010). Provavelmente, os surtos
reconhecidos sdo somente uma pequena parte do total de doencas em
muitos paises, devido aos altos indices de subnotifica¢do (LEES, 2010).

Pesquisas sobre depuracdo de ostras e mexilhes indicaram que
ocorre uma eliminagdo diferencial e preferencial de patdgenos
bacterianos, como E. coli, em relacéo a patdgenos virais (MURPHREE,
TAMPLIN, 1991; CROCI et al.,, 2002; MARINO et al., 2005). De
acordo com Doré e Lees (1995), em uma depuragdo, visando a
eliminagdo de E. coli e bacteriéfago F+ de ostras (Crassostrea gigas) e
mexilhGes (Mytilus edulis), foram necessérias 6,5h para eliminar 90%
das bactérias e cerca de 45h para a eliminagdo de 90% dos
bacteriéfagos. Em outro estudo, Abad et al., (1997) observou redugdes
na infectividade viral de 99,82% para Adenovirus (HAdV), 98,71% para
HAV e 96,99% para Rotavirus (RV) apds 96 h de depuracao.

Esses resultados demonstram que um controle de qualidade
sanitaria baseado somente na eliminagdo de patégenos bacterianos, ndo
garante a auséncia de patogenos virais. De acordo com Kingsley e
Richards (2003), sistemas de depuragdo comercial, com agua
esterilizada com radiacdo Ultra Violeta (U.V.), diminui rapida e
significantemente, os niveis de E. coli (bactéria utilizada como
indicadora de poluicdo fecal) em moluscos contaminados; no entanto,
contaminag@es residuais de patdgenos virais ainda podem permanecer
na carne destes moluscos.

Estudos sobre a depuracdo simultanea de diferentes patdégenos
tém sido publicados com o uso de outras espécies de moluscos
(ENRIQUEZ et al., 1992; SCHWAB et al., 1998; NAPPIER et al.,
2008), e confirmam a eliminacdo diferencial de distintos tipos de virus.
H& muitas razbes possiveis para que estes organismos sejam
considerados como transmissores preferenciais de alguns virus do que
de outros: uma delas é que moluscos podem inativar e eliminar virus em
diferentes taxas (MCLEOD et al.,, 2009). No entanto, esta bem
estabelecido que fatores como temperatura, salinidade e o tipo de
sistema de depuracdo utilizado podem afetar as taxas de eliminacdo de



microrganismos pelos moluscos, necessitando maiores estudos sobre a
depuracdo simultanea de diferentes patdgenos virais (MARINO et al.,
2005).

Considerando-se que a dose infecciosa de patdgenos virais
tende a ser baixa, isto significa que a depuracdo ndo deve ser
considerada como o principal método para eliminar este tipo de
contamina¢do. No entanto, mesmo ndo eliminando totalmente os
contaminantes virais, a depuracdo obviamente reduz o risco de doengas,
e, desta forma, é necessério aperfeigoar os sistemas utilizados para que
estes sejam efetivos para outros microrganismos além de bactérias
indicadoras de contaminacéo fecal, como a E. coli (FAO, 2008).

1.3 VIRUS HUMANOS TRANSMITIDOS PELO MEIO HIDRICO

As doencas virais veiculadas pelo meio hidrico podem ser
adquiridas principalmente ap6s o consumo de agua de beber ou de
alimentos contaminados, incluindo moluscos bivalves comestiveis de
ambientes marinhos e os frutos e vegetais cultivados em solos irrigados
com &guas provenientes de esgoto tratado. Os patégenos virais também
podem ser transmitidos através de &guas de recreagdo poluidas, apos
contato direto por meio da pele ou por inalagdo (TAVARES et al., 2005).

De acordo com informagdes da Organizagdo Mundial da Salde
(WHO, 2007), considerando unicamente as doencas diarréicas
frequentemente associadas ao consumo de 4gua e alimentos
contaminados, aproximadamente dois milhGes de pessoas morrem a
cada ano, na sua maioria, criangas menores de cinco anos. Exemplos de
surtos associados a contaminacdo fecal no ambiente foram os de
Shangai, em 1988, no qual ocorreram 300.000 casos de hepatite A e
25.000 casos de gastrenterites virais devido ao consumo de moluscos
cultivados em wuma regido estuarina com contaminagdo fecal
(HALLIDAY et al.,, 1991); um surto de gastrenterite por HuNoV
associado provavelmente a contaminacdo fecal em uma clinica
geriatrica, em Albacete (Espanha) que afetou, em 1999, 341 pessoas
(MAYORAL CORTES et al., 2000) e, em 2004, no Suddo, que afetou
7.000 pessoas, causando 87 mortes devido ao virus da Hepatite E
(WHO, 2004).

Entre os virus que infectam humanos, existem muitos tipos
diferentes que sdo excretados em grandes concentracdes nas fezes de
pessoas com gastrenterites ou hepatites (virus entéricos), e em menores
concentracBes na urina de individuos saudaveis, sendo considerados
contaminantes ambientais (BOFFIL-MAS et al., 2005). Estes virus
podem causar inimeras doencas, como meningite, paralisias,



miocardites, anomalias cardiacas congénitas, doencas respiratorias,
hepatites, infec¢Bes oculares (MENA; GERBA, 2009) e, segundo Ennan
et al. (2002), poderiam estar relacionados com alguns tipos de cancer.
Sabe-se que virus entéricos como Poliovirus (PV), Rotavirus (RV),
HuNoV, alguns HAdV e HAV, presentes no trato gastrintestinal de
individuos infectados, sdo eliminados através das fezes em grandes
quantidades (10°-10%g de fezes) e sdo capazes de contaminar direta ou
indiretamente &4guas destinadas ao consumo humano. A presenca destes
patégenos em aguas ou alimentos contaminados por residuos fecais,
provenientes de descargas de esgotos, tem contribuido para a ocorréncia
de doencas em individuos susceptiveis. A dose infectante destes agentes
¢ extremamente baixa, podendo variar de uma a dez unidades
infecciosas (ABBASZADEGAN, 2001, WYN-JONES; SELLWOOD,
2001).

Existe também um nUmero elevado de diferentes virus que
infectam o homem de forma persistente e assintomatica, constituindo
uma parte do que se poderia definir como microbiota humana, sendo
excretados em fezes ou urina de pessoas saudaveis durante anos
(AGOSTINI et al., 1997). Apesar disso, é importante levar em
consideragdo que estes virus podem causar doengas importantes em
pessoas imunossuprimidas. Este é o caso do Poliomavirus JC (JCPyV),
que causa Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LMP), uma
doenca letal em aproximadamente 4% das pessoas com AIDS (BOFFIL-
MAS et al., 2005).

1.3.1 ADENOVIRUS HUMANOS (HADV)

Adenovirus humanos, foram primeiramente isolados ha mais de
cingienta anos e, atualmente, ja foram identificados 52 diferentes
sorotipos de HAdV, divididos em seis espécies (A-F), identificados com
base na similaridade de sequéncias génicas, padrdes de hemaglutinacéo,
e perfis soroldgicos (NEMEROW et al., 2009). De acordo com o Comité
Internacional sobre Taxonomia de Virus (ICTVdB, 2009), os HAdV
pertencem a familia Adenoviridae e esta familia estd subdividida nos
géneros Mastadenovirus (infectam homens, simios, bovinos, equinos,
caninos, suinos, ovinos e roedores), Aviadenovirus (infectam aves em
geral), Atadenovirus (infectam cervos, cobras e patos) e Siadenovirus
(infectam anfibios e perus) .

A disponibilidade atual de diferentes sequéncias génicas permitiu
uma andlise filogenética mais detalhada a ser empregada na
classificacdo; por exemplo, a espécie B é subdividida em Bl e B2
(SEGERMAN et al., 2003). Existe uma correlacdo entre as espécies, seu



tropismo tecidual e propriedades clinicas. Assim, espécies B1, C e E,
podem causar principalmente doencas respiratorias, enquanto as
espécies B, D e E podem induzir uma doenca ocular. A espécie F é
responsavel por gastroenterites e virus da espécie B2 infectam os rins e
o trato urindrio (RUSSELL, 2009).

HAdV sdo virus ndo envelopados, de simetria icosaédrica, e
apresentam genoma de DNA fita dupla linear de 26 a 45 Kb
(ENRIQUEZ, 2002), com aproximadamente 70-100nm de didmetro
(Figura 1). O capsideo é composto de 252 capsdmeros, 240 dos quais
sdo denominados hexons e 12 sdo pentons. Cada penton projeta uma
fibra protéica que varia para cada sorotipo de HAdV, com excecdo de
HAdV entéricos (sorotipos 40 e 41) que projetam duas fibras protéicas
(SHENK, 1996) .

Doengas associadas a HAdV tém sido documentadas desde 1926
(MENA; GERBA, 2009). As rotas de infeccdo incluem o trato
respiratdrio, trato gastrointestinal e a conjuntiva ocular, sendo estes virus
responsaveis por inimeros surtos em escolas, orfanatos e hospitais
(HORWITZ, 2001).

Todos os sorotipos de adenovirus sdo excretados em fezes sendo
que aguas contaminadas por polui¢do fecal sdo uma fonte direta para a
ingestdo, inalacdo ou contato direto com os olhos. Nenhum surto foi
notificado associado a HAdV transmitido por alimentos, e somente dois
surtos foram identificados como sendo veiculados pela ingestdo de agua
contaminada por HAdV (KUKKULA et al., 1997; DIVIZIA et al.,
2004), mas ndo por HAdV entéricos.

HAdV tém sido isolados em esgotos e em &gua de rios,
frequentemente em concentragdes maiores que as encontradas para
enterovirus (PINA et al., 1998). Além disso, estes virus também tém
sido encontrados em moluscos bivalves e dguas oceéanicas (RIGOTTO et
al., 2005; 2010).
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Figura 1: Estrutura de Adenovirus Humano. A: diagrama esquematico
mostrando as proteinas estruturais da particula viral; as principais proteinas do
capsideo (Hexon, Penton e fibras), formam a superficie do capsideo icosaédrico;
As proteinas essenciais, proteina terminal, Mu, V e VII, estdo associados com 0
genoma do DNA fita dupla linear. (Fonte: NEMEROW et al., 2009). B:
Eletromicrografia de HAdV em um aumento de 36000 X, evidenciando a
simetria do capsideo.

1.3.2 Virus da Hepatite A (HAV)

O virus da hepatite A, pertencente ao género Hepatovirus e a
familia Picornaviridae, apresenta-se estruturalmente com um capsideo
icosaédrico nao envelopado, medindo de 27-32 nm de diametro (Figura
2). O genoma que compde a particula é uma molécula de RNA linear
com 7,5 Kb, de fita simples e polaridade positiva (FAUQUET et al.,
2005). Esse genoma ¢ dividido em trés regides: regidao 5’ ndo
codificadora; uma longa ORF codificadora de 11 proteinas, algumas
estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, 2A, 3B) e outras ndo estruturais (2B,
2C, 3A, 3C, 3D) e regido 3’ nao codificadora (HOLLINGER;
EMERSON, 2007). O HAV ¢ extremamente estavel no ambiente,
especialmente quando esta associado a matéria organica (KOOPMANS;



DUIZER, 2004).

A distribuicdo mundial da hepatite A mostra diferentes niveis de
endemicidade e estd diretamente relacionada com as condigdes
sanitarias e socioecondmicas das populagdes (PINTO et al., 2010). A
transmissdao do HAV ocorre por via fecal-oral, principalmente através da
ingestdo de &gua e alimentos contaminados, podendo manifestar-se
como hepatite ictérica ou anictérica, ou desenvolver-se de forma
inaparente ou subclinica, o que acontece em 80% dos casos de infec¢do
(TAVARES et al., 2005).

Embora em aproximadamente 40% dos casos de hepatite A
notificados, a fonte de infeccdo ndo pode ser identificada, surtos da
doenca relacionados com ingestdo de alimentos contaminados tém sido
observados, e muitos deles sdo causados pelo consumo de moluscos
bivalves que sdo produzidos em &guas impactadas (PINTO et al., 2010).
O primeiro surto documentado, relacionado com moluscos
contaminados, ocorreu na Suécia em 1955, quando 629 casos foram
associados com o consumo de ostras cruas (ROQOS, 1956). No entanto, o
mais significante, foi o surto ocorrido em Shangai, China, em 1988, com
mais de 300.000 casos devido ao consumo de berbigbes coletados de
areas poluidas (HALLIDAY et al., 1991).

Outros pequenos surtos de hepatite A associados ao consumo de
aguas, alimentos e a utilizagdo de aguas de recreacdo contaminadas tém
sido evidenciados no mundo todo (FROST et al., 2002; SANCHEZ et
al., 2002; PINTO et al., 2009). HAV também tem sido detectado em
aguas de pogos (BORCHARDT et al., 2003), sistemas de tratamento de
esgoto, rios e corregos (SCHVOERER et al., 2000; CLEMENTE-
CASARES et al., 2003).
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RNA
capsid

Figura 2: Representacdo de uma particula de HAV (A); eletromicrografia de
HAV em um aumento de 36000x, evidenciando a simetria do capsideo (B).
Fonte: http://pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-virus.htm

1.3.3 Norovirus Humano (HuNoV) e Murino (MNV)

Os Norovirus, pertencentes a familia Caliciviridae, séo
reconhecidos como 0s principais causadores de surtos de gastroenterites
no mundo todo (CANNON et al., 2006). Previamente denominados
virus do grupo Norwalk, causam gastroenterites agudas autolimitadas
em humanos, e, apesar de as infec¢fes assintomaticas serem comuns,
estudos recentes tém demonstrado que 0s norovirus sdo a causa
principal de gastroenterites em pessoas de todas as idades
(KOOPSMAN; DUIZER, 2004). A incidéncia maior ocorre em criangas,
mas a doenca também ocorre regularmente em adultos (BOFFIL-MAS
et al., 2005). Esta seria a diferenca em relacéo a outros grupos de virus
entéricos, como RV e HAdV, que sdo mais prevalentes em criangas.

De acordo com dados recentes do Centro de Controle de
Doencas (Center of Diseases Control, CDC) dos Estados Unidos,
estima-se que cerca de 23 milhdes de casos de gastrenterites agudas sao
causados, anualmente, pelo HuNoV nos EUA, e que pelo menos 50%
dos surtos de origem alimentar seriam noroviroses. Surtos nos EUA sdo
mais freqlientemente associados ao consumo de frutos do mar crus,
atingindo mais de 50% da populagdo maior de 18 anos de idade. Os
locais de ocorréncia desses surtos incluem restaurantes, refeicdes de
avido, navios de cruzeiros, escolas, hospitais, assim como grupos de
pessoas em férias, em locais como praias, estancias turisticas, parques
aquaticos e outros com grandes aglomeracfes humanas (LOPMAN et
al., 2004).
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O género Norovirus, pode ser dividido em cinco genogrupos
(GI, GlI, GllI, GIV e GV), sendo que GI, Gll e GIV sédo infecciosos
para seres humanos; no entanto, apenas um pequeno nimero de surtos
devido ao genogrupo IV foi relatado (KOOPMANS et al., 2002). O
Genogrupo Il agrupa os NoVs bovinos e genogrupo V contém
norovirus de origem murina (WOBUS et al., 2006).

Norovirus Humanos e Animais sdo virus ndo envelopados com
aproximadamente 27-35 nm de diametro (Figura 3). HuNoV
apresentam um capsideo formado por 180 copias de uma Gnica proteina
e sua arquitetura é baseada numa simetria icosaédrica com 90 dimeros.
Sua superficie mostra 32 depressdes em forma de célice e arcos salientes
(SCIPIONI et al., 2008). Essas propriedades sdo conservadas dentro da
familia Caliciviridae, mas variagGes estruturais entre diferentes
membros desta familia tém sido observadas e suas implicagdes
funcionais estdo em estudos (CHEN et al., 2004).

Pouco é conhecido sobre a biologia de HuNoVs, o que €
principalmente devido a auséncia de um sistema de cultivo celular ou
modelo animal. Até os dias de hoje, todas as tentativas de propagar
HuNoVs em cultura celular de rotina ou em culturas primarias néo
apresentaram resultados satisfatérios (DUIZER et al., 2004).
Atualmente, a deteccdo molecular é considerada o método de escolha
para HUNoVs em amostras clinicas, alimentos e ambiente (CANNON et
al., 2006).

Devido a essas limitagdes, alguns outros virus animais tem sido
utilizados para predizer o comportamento HuNoV, além de estudos de
estabilidade e inativagdo. Atualmente, Calicivirus Felino, Bacteri6fago
MS2 e Poliovirus (BAE; SCHWAB, 2008), Calicivirus Canino
(DUIZER et al., 2004) e Virus da Hepatite A (HAV) (HEWITT;
GREENING 2004) tém sido usados como modelo para estudos de
HuNoV. Alguns destes virus tém demonstrado uma inadequacdo como
modelo para HUNoV. Por exemplo, Calicivirus Felino tem sido utilizado
mais frequentemente para estudos de estabilidade e inativacdo de
HuNoVs, mas tem sido criticado por ndo pertencer ao género Norovirus,
por ser um virus respiratério e por ndo sobreviver a baixo pH, uma
caracteristica de virus entéricos, 0s quais devem sobreviver a passagem
pelo trato gastrintestinal do hospedeiro (CANNON et al., 2006).

Em 2003, Norovirus Murino (MNV), pertencentes ao
genogrupo V (ICTVdB, 2009) e que infectam camundongos, foram
reportados e caracterizados (KARST et al., 2003). Este virus atualmente
¢ 0 Unico Norovirus capaz de se replicar tanto em cultura celular como
em pequenos animais, e por isso tem sido bem aceito como o melhor
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virus modelo para HuNoVs (WOBUS et al., 2004). MNV pode ser
produzido rotineiramente por infeccdo de macréfagos de origem murina,
da linhagem celular RAW 264.7 e ¢é facilmente quantificado utilizando
ensaios de placa de lise (WOBUS et al., 2006).

Do ponto de vista molecular, MNV compartilha muitas
caracteristicas genéticas com HuNoVs. A analise do genoma de MNV
(RNA fita-simples com aproximadamente 7.5 kb) identificou 3 fases
abertas de leitura (ORF) caracteristicas de Norovirus e Versivirus, dois
géneros da familia Caliciviridae (KARST et al., 2003). Em relagdo a
patogenia, MNV também compartilna com HuNoVs a capacidade de se
dispersar pela via fecal-oral e altas concentra¢des de particulas virais s&o
encontradas nas fezes do animal infectado (WOBUS et al., 2004).

Por ser um virus descrito recentemente, hd poucos trabalhos
publicados relacionados a estabilidade e desinfeccdo de MNV. Este virus
foi utilizado como modelo para estudos de inativacdo de HuNoV por
calor (HEWITT et al., 2009) e desinfeccdo por cloro e U.V. (CANNON
et al., 2006; LEE et al., 2008; BELLIOT et al., 2008; BAERT et al.,
2008). No entanto ha a necessidade de realizacdo de maiores estudos
nesta area.

Figura 3: Eletromicrografia de Norovirus (direita e esquerda, barra=100nm).
Reconstrugédo grafica de HuNoV (Centro) Fonte:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/fr-index.htm)

1.3.4 Poliomavirus Humano (PyV)

O género Polyomavirus pertence a familia Polyomaviridae. So
virus de simetria icosaédrica (40-45nm), ndo envelopados e com
genoma DNA circular de aproximadamente 5,2 Kb (Figura 4).
Polyomavirus é o (nico género desta familia e contém 14 diferentes
virus que infectam até 8 distintas espécies de mamiferos (NEU et al.,
2009). Além das espécies BK e JC, recentemente, outros trés novos
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poliomavirus humanos (WUPyV, KIPyV e MCPyV) foram descritos
(ALLANDER et al., 2007; GAYNOR et al., 2007; FENG et al., 2008).

O virus JC foi isolado primeiramente em 1971, como agente
causador de uma doenca letal do sistema nervoso central (SNC),
denominada Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (PML), em
individuos imunossuprimidos. O virus BK é um poliomavirus humano
que é considerado a principal causa de Nefropatia e de Cistite
Hemorragica (KITAMURA et al., 1994).

Ambos os virus sdo excretados na urina, pois desenvolvem
infeccdes persistentes nos rins, o qual é o local de infecgdo priméria.
Cerca de 20-80% da populacdo excreta estes virus na urina, dependendo
do grupo étnico e da faixa etaria a qual pertencem (ENNAM et al.,
2002). A infecco primaria por JC e BK ocorre na infancia e na
adolescéncia e normalmente é assintomatica. No entanto, a transmissao
de poliomavirus humanos ainda néo é bem esclarecida (FENG et al.,
2008).

Um estudo realizado em amostras de esgoto urbano de
diferentes areas geograficas detectou altos niveis de poliomavirus,
sugerindo uma transmissdo pela rota urina-oral (BOFILL-MAS et al.,
2005). Sumarizando estes resultados, de um total de 52 amostras, 98%
resultaram positivas para poliomavirus JC, com concentragdes médias
aproximadas de 10%-10° cépias gendmicas/ml de esgoto; e, 90% foram
positivas para poliomavirus BK com concentragdes médias aproximadas
de 10-107 cépias gendmicas/ml de 4gua. Cerca de 98% destas amostras
também foram positivas para HAdV, virus considerado como possivel
indicador de contaminagdo fecal humana.

No Brasil, um estudo recente (FUMIAN et al., 2010) descreveu
a prevaléncia de subtipos de JCPyV atualmente presentes na populagéo
do Rio de Janeiro. Em amostras de esgotos tratados e ndo tratados, a
presenca de JCPyV foi detectada em 43% e 96% das amostras,
respectivamente.  Estes virus foram caracterizados e a sequéncia
nucleotidica obtida indicou que as cepas de JCPyV detectadas no Brasil
s&o relacionadas com subtipos encontrados na Africa e na Europa.

Com base nestes dados, pode-se concluir que os poliomavirus
humanos estdo presentes em elevadas concentrages em amostras
ambientas, e estudos de estabilidade demostraram que sdo estaveis
nestas matrizes e a pH acido (BOFFIL-MAS et al., 2003). Isto leva a
sugerir o trato gastrintestinal humano como uma possivel porta de
entrada destes virus e o virus JC como um potencial indicador de
contaminacdo de excretas de origem humana (BOFFIL-MAS et al.,
2005; FUMIAN et al., 2010).
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Figura 4: Representacdo de uma particula de Poliomavirus Humano (A) com
suas respectivas proteinas: VP1, VP2 e VP3; eletromicrografia de PyV em um
aumento de 36000x, evidenciando a simetria do capsideo (B). Fonte:
http://expasy.org/viralzone/all_by species/58.html

1.3.5 Rotavirus (RV)

O género Rotavirus, pertencente a familia Reoviridae, apresenta
particula viral ndo envelopada, de aproximadamente 75nm de didmetro,
com capsideo de simetria icosaédrica (Figura 5) constituido por trés
capsideos protéicos distintos (BORCHARDT et al., 2003) A camada
mais interna, denominada nucleocapsideo, que envolve o genoma viral,
¢ formada pela proteina VP2. A camada intermediaria, o capsideo
interno, é composta pela proteina VP6. A camada mais externa, o
capsideo externo, é constituida pelas proteinas VP4 e VP7. O genoma
dos rotavirus compreende 11 segmentos de RNA dupla fita, de 16,5-
21kb de tamanho, com metilacdo na extremidade 5’ de cada segmento, o
que confere maior resisténcia contra a degradacdo por ribonucleases
(ESTES, 2001).

Os rotavirus sdo classificados em sete sorogrupos de A a G,
reconhecidos com base na especificidade antigénica da proteina VP6. O
grupo A é o mais comum dos rotavirus humanos e é ainda classificado
em sorotipos e/ou genotipos. Os sorotipos G ou P sdo determinados pela
reatividade do virus em ensaios de neutralizagdo com base nas proteinas
VP7 ou VP4 do capsideo externo, respectivamente. Os genotipos P ou G
sdo determinados por seqiienciamento, amplificacdo ou hibridizacéo dos
genes 4 ou 9 que codificam as proteinas VP4 ou VP7 (KAPIKIAN;
CHANOCK, 1996). Os rotavirus do grupo A sdo os agentes mais
comuns de gastrenterite aguda em criancas, causando grande nimero de
hospitalizagdes.

O RV tem sido considerado o principal agente etiologico de
diarréia infantil em todo o mundo. A doenca diarréica é geralmente
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branda e autolimitada, caracterizada por diarréia, vomito, febre,
desidratacdo e dor abdominal (RAMIG, 2004). A transmissdo € feita
principalmente por via fecal-oral. A veiculacéo através da agua tem sido
evidenciada durante todas as estagdes, porém com uma maior frequéncia
durante o inverno (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996; MEHNERT et al.,
1999; BORCHARDT et al.,, 2003). Os rotavirus causam diarréia
principalmente em criangas menores de cinco anos, mas também podem
infectar e causar diarréia em criangcas mais velhas e em adultos néo
imunes, estando envolvidos nestes U(ltimos casos rotavirus ndo
pertencentes ao grupo A (ESTES, 2001; SANTOS, HOSHINO, 2005).

Numeros limitados de casos de rotaviroses relacionados com o
consumo de aguas contaminadas tém sido publicados; a maioria €
resultante da ingestdo de aguas de beber contaminadas por descargas de
esgoto (GOFTI-LAROCHE et al., 2001; FROST et al., 2002; LOPMAN
et al., 2003). Estudos demonstram que a persisténcia da particula viral
do rotavirus, e de sua infectividade, varia de acordo com o tipo de agua
que é analisada (ESPINOSA et al., 2008), apresentando, por exemplo,
diferencas entre aguas de superficie (maior contelldo de matéria
organica permite maior agregacao viral) e dguas subterraneas.

VPI/VP3

VP2

Nature Reviews | Microbiology

Figura 5. Representacdo de uma particula de rotavirus (A), com suas respectivas
proteinas: VP1, VP2, VP3, VP4, VVP6 e VVP7; eletromicrografia de RV em um
aumento de 36000x, evidenciando a simetria do capsideo (B). Fonte:
http://www.nature.com/nrmicro/journal/v5/n7/fig_tab/nrmicro1692_F1.html.);
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1.4 ESTABILIDADE DE PARTICULAS VIRAIS NO MEIO
AMBIENTE

Os virus excretados pela via fecal sdo, em geral, ndo
envelopados, o que lhes confere elevada resisténcia a condi¢Bes
ambientais adversas. Podem permanecer viaveis por longos periodos na
agua, até mesmo em ambiente marinho e em d&guas subterraneas,
resistindo a condigdes ambientais desfavordveis ou letais para outros
microrganismos, tais como extremos de pH, elevadas temperaturas e
elevada salinidade (LEY et al., 2002; GRIFFIN et al., 2008).

Embora ndo se multipliquem quando estédo dispersos no ambiente
por serem parasitos intracelulares obrigatorios, os virus ndo envelopados
sdo geralmente mais resistentes as intempéries do que outros
microrganismos, bem como aos métodos quimicos e fisicos utilizados
no tratamento de agua e esgoto. Assim, 0s virus apresentam vantagens
em relagdo as bactérias como marcadores de eficiéncia do processo de
descontaminacdo da &gua, ja que os procariotos sdo mais susceptiveis
aos processos de tratamento quimico-fisico e a degradacdo ambiental
(JIANG et al., 2007). Muitos virus entéricos sdo mais resistentes do que
bactérias aos processos de desinfeccdo por tratamento de cloracéo e
radiacdo ultravioleta; as bactérias, por sua vez, sdo mais facilmente
removidas pelos processos de filtracdo (GRIFFIN et al., 2008). Desse
modo, a auséncia ou baixa concentragdo de bactérias de presumida
origem fecal na agua ndo significa auséncia de virus entéricos (JIANG
et al., 2007).

Os Adenovirus podem sobreviver fora das células hospedeiras por
um tempo prolongado, como resultado de suas propriedades fisico-
quimicas e estruturais. Estes virus sdo estaveis na presenca de muitos
agentes fisicos e quimicos, assim como condicdes adversas de pH e
temperatura (MENA; GERBA, 2009). Também apresentam maior
estabilidade térmica que enterovirus, ja que sdo capazes de sobreviver
por meses em ambiente aquatico, especialmente em baixas temperaturas
(SAUERBREI; WUTZLER, 2009). De acordo com Thurston-Enriquez
et al. (2003), por estes virus apresentarem um genoma de DNA dupla-
fita, sdo capazes de utilizar o sistema de reparo de DNA de células
hospedeiras, o que pode prolongar a sua sobrevivéncia no ambiente e
aumentar a sua resisténcia a inativacdo por U.V.

Tem sido demonstrada uma grande resisténcia dos Rotavirus aos
fatores ambientais e aos diversos tratamentos fisico-quimicos
empregados para o tratamento de aguas (MEHNERT et al., 1999, 2003).
Os Rotavirus de origem humana sao resistentes a variacdes de pH sendo
inativados em pH 11 (MENG et al, 1987), concentracfes de cloro entre
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1,5 e 1,7 mg/L, e a radiagdo U.V., sendo esta ultima devido ao seu
genoma de RNA dupla fita.

Entre os virus entéricos, os norovirus sdo mais resistentes a
inativacdo por cloro, uma vez que tém permanecido viaveis em aguas
tratadas com cloro em concentra¢cdes de 3,75 mg/L a 6,26 mg/L,
normalmente usadas no tratamento de agua potavel e eficiente na
inativacdo de poliovirus e rotavirus. Esses virus mostram-se sensiveis
em &guas cloradas com concentragdo de 10 mg/L, geralmente aplicada
no tratamento dos sistemas de abastecimento de dgua ap6s deteccdo de
contaminacdo (KESWICK, 1985; APPLETON, 2000).

O HAV ¢ também mais resistente a cloracdo do que outros virus
entéricos, pois ndo é inativado em aguas consideradas potaveis que
apresentam niveis de cloro livre variando de 0,5 mg/L a 1,5 mg/L.
Contudo, este virus perde sua infecciosidade ap6s tratamento com cloro
em concentracdo de 5 mg/L durante um minuto, ou ainda, tem sua
infecciosidade reduzida apds exposicdo a hipoclorito de sédio,
glutaraldeido a 2% e compostos amdnios quartenarios (APPLETON,
2000).

A sobrevivéncia dos virus entéricos em &guas estuarinas e
marinhas tem sido examinada em alguns estudos (GERBA,;
SCHAIBERGER, 1975; WARD et al., 1986; WETZ et al., 2004,
WALTERS et al., 2009), os resultados sdo heterogéneos e as vezes
refletem a natureza complexa dos processos de inativagdo dos mesmos.
Os virus tém diferentes sensibilidades a fatores de inativacdo, como
temperaturas desfavoraveis, compostos quimicos, radiacdes solares,
s6lidos suspensos e atividade biologica de microrganismos (FUJIOKA
et al., 1980). Os efeitos reconhecidos de parametros ambientais sobre a
reducdo do titulo viral sdo muito variados e dependentes do tipo de virus
avaliado. Temperatura e radiacdo U.V. sdo os fatores mais prejudiciais
para a estabilidade das particulas virais (LE GUYADER et al., 1994). A
reducdo de titulo viral em agua do mar provavelmente esta relacionada a
salinidade (WETZ et al., 2004). A presenca de cations é reconhecida por
estar envolvida na adsorcdo do virus nos sélidos em suspenséo,
permitindo a formacdo de ligacdes entre as particulas virais e uma
variedade de materiais organicos (WARD et al., 1986).

Embora os parametros fisicos sejam geralmente aceitos como
fatores importantes no declinio viral no ambiente, a inativacao bioldgica
também desempenha um papel importante (KAPUSCINSKI;
MITCHELL, 1980). Por exemplo, Gordon e Toze (2003) constataram
que a presenca/auséncia de outros microrganismos é um fator mais
importante do que a temperatura na sobrevivéncia do virus em
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ambientes aquaticos. Além disso, a presenca de proteases extracelulares,
nucleases e outras enzimas podem contribuir para a reducéo do titulo de
patdgenos virais entéricos no ambiente marinho (NOBLE; FUHRMAN,
1997; 1999).
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a cinética de
desinfeccdo viral em ostras de cultivo e em 4gua do mar, para a
aplicacdo em sistemas de depuragdo de moluscos bivalves, a partir do
desenvolvimento de trés tdpicos de estudo:

e Avaliacdo da eficiéncia de um sistema fechado de depuracéo
comercial na eliminacdo de Adenovirus Humano 5, Virus da
Hepatite A e Rotavirus em ostras Crassostrea gigas cultivadas
em Santa Catarina;

e Andlise da cinética de desinfeccdo de Adenovirus Humano tipo
2, Norovirus Murino tipo 1 e Poliomavirus JC em &gua do mar
natural e artificial submetida a tratamento com cloro livre;

e Andlise da estabilidade e cinética de desinfeccdo de Adenovirus
Humano tipo 2, Norovirus Murino tipo 1 e Virus da Hepatite A
em &gua do mar natural submetida a tratamento com radiagéo
Ultravioleta.



CAPITULO 1
Dindmica de Depuracéo de Ostras (Crassostrea gigas)
artificialmente contaminadas com Virus da Hepatite A e
Adenovirus
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1.1 JUSTIFICATIVA

A producdo mundial de moluscos bivalves tem aumentado
substancialmente nos Gltimos cingiienta anos, passando de cerca de um
milhdo de toneladas em 1950 para cerca de 13,6 milhdes de toneladas
em 2005. A China é atualmente o principal produtor destes moluscos,
com 9,5 milhdes de toneladas em 2005, o que representa 70% da
producdo total de bivalves e 80,2% da produ¢do mundial de produtos da
aquicultura (FAO, 2008).

De acordo com estatisticas da FAO (2008), em 2005, outros
grandes produtores de bivalves cultivados foram o Japdo (794.940 t),
Estados Unidos (707.200 t), Coréia (389.800 t), Tailandia (386.540 t) e
Franca (253.333 t), seguida pela Espanha (174.166 t), Italia (158.314
ton) e Chile (140.808 ton). A producdo de aquicultura de bivalves na
América Latina e no Caribe atingiu 128.418 t, representando 1,07% do
total global para a producédo de aquicultura.

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

O controle sanitario da qualidade de moluscos e &guas de
cultivo, na maioria dos paises produtores, inclusive o Brasil, é baseado
somente em parametros bacterianos (coliformes e E. coli). De acordo
com a atual legislagdo nacional, a resolucdo n. 12, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ndo é realizada a avaliagdo de
coliformes termotolerantes para moluscos “in natura”, exigindo
unicamente a deteccdo para Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase
positiva (ANVISA, 2001). Os niveis de coliformes termotolerantes ou
E. coli é exigéncia somente para a qualidade das aguas de cultivo,
conforme resolugdo n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2005). Entretanto, como tais microrganismos sao
facilmente inativados pelos procedimentos de tratamento de agua ou
efluentes, um ndmero aceitavel destas bactérias ndo assegura a
inexisténcia de outros patégenos resistentes a inativacdo, tais como 0s
virus entéricos (LEES, 2000).

A presenca de virus entéricos nas dguas de esgoto representa
um grande risco a populacdo, pois estas aguas sdo lancadas em rios,
clrregos e até mesmo no mar, contaminando as aguas de recreacéo,
consumo humano e de cultivo de moluscos. Considerando que nos
Gltimos anos foi detectado um aumento da poluicdo dos locais de cultivo
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de moluscos no Estado de Santa Catarina, com a detecgdo de patégenos
virais e bacterianos nos moluscos e nas aguas de cultivo (SINCERO et
al., 2006; VICTORIA et al., 2010; RIGOTTO et al., 2010), um controle
sanitario dos produtos de maricultura torna-se urgente, para que estas
dreas e a producdo de moluscos apresentem uma qualidade
microbiologica de acordo com a regulamentacdo vigente no Pais
(ANVISA, 2001). No meio ambiente, os virus sdo capazes de se agregar
rapidamente as particulas s6lidas, protegendo-se desta forma dos fatores
inativantes, o que favorece sua sobrevivéncia (MARINO et al., 2005).

Visando o controle desta contaminagdo, métodos de limpeza
dos moluscos como a transposicdo para areas de dgua mais limpas e a
depuracdo sdo amplamente utilizados em outros paises. Ambos 0s
processos baseiam-se na capacidade de filtragdo dos moluscos,
considerando que naturalmente serdo eliminados os microrganismos
adsorvidos a seus tecidos (LEE; PANICKER; BEJ, 2003). O principio
deste processo € a manutencdo dos moluscos, por um determinado
tempo, em contato com &gua limpa sob condi¢6es controladas, a fim de
que, através do processo de filtragdo, os patégenos presentes no tecido
digestivo sejam excretados nas fezes e pseudofezes (RICHARDS, 1988;
CROCI et al., 2002; RODRICK; SCHNEIDER, 2003; MARINO et al.,
2005).

Existem dois tipos principais de sistemas de depuracdo de
moluscos bivalves: de fluxo continuo e de recirculacdo (fechado).
Ambos os processos de depuracdo sdo eficazes; o sistema de fluxo
continuo requer uma fonte proxima de agua do mar, de boa qualidade
microbioldgica. Nos sistemas fechados de depuracéo, a 4gua do mar é
recirculada por pelo menos 24 horas, e durante este ciclo, a agua é
tratada quimica (cloro ou 0z6nio) ou fisicamente (radiacdo U.V.) para
eliminar contaminagdo por microrganismos.

A comercializacdo de moluscos bivalves para fora de fronteiras
estaduais necessita de um certificado de inspecéo sanitaria do Servigo de
Inspecdo Federal (SIF), cujo 6rgdo emissor é o Servigo de Inspecdo de
Produto Animal, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). A falta desta certificagdo e do conhecimento das origens do
produto limita o comércio dos moluscos. Este registro, exigido para
comercializagdo, funciona como um certificado de qualidade,
informando a procedéncia dos produtos vendidos. Para consegui-lo o
produtor necessita seguir uma série de determinacGes do MAPA, que
vao desde medidas para construcdo das instalacGes, roupas utilizadas por
funcionarios e uma certificacdo da qualidade microbioldgica da origem
dos moluscos (RIGOTTO et al., 2005). Em 2005, através do decreto n°
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5.564, de 19 de outubro (BRASIL, 2005), foi instituido o Comité
Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves,
formado pelos Ministério de Aquicultura e Pesca (MPA), MAPA e
ANVISA, com a finalidade de estabelecer e avaliar os requisitos
necessarios para garantia da qualidade higiénico-sanitaria dos moluscos
bivalves, visando & protecdo da salde da populagdo e & criacdo de
mecanismos seguros para 0 comércio nacional e internacional.

A legislacdo brasileira ndo prevé qualquer tratamento prévio de
purificagdo dos moluscos. Estudos brasileiros sobre depuragdo de
moluscos sdo raros, porém tornam-se necessarios considerando-se a
necessidade de maior conhecimento nesta area com a finalidade de
melhorar a qualidade dos moluscos comercializados.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar a eficiéncia de um sistema fechado de depuragdo
comercial na eliminagdo de patdgenos entéricos virais em ostras
cultivadas em Santa Catarina, empregando técnicas moleculares e de
cultura celular.

1.2.2 Objetivos Especificos

. Produzir e titular suspensdes-estoque dos virus da hepatite A
(cepa HM 175), Adenovirus Humano (cepa HAdV5) e Rotavirus
Simio (cepa SAll) em células FrHk-4, Hep-2 e MAL04,
respectivamente;

. Padronizar ensaios de biocumulagdo, para contaminar
experimentalmente ostras de cultivo, a serem depuradas, com
concentrac@es conhecidas dos virus selecionados;

. Extrair os acidos nucléicos totais dos tratos gastrointestinais das
ostras artificialmente contaminadas para a deteccdo da presenca e
viabilidade viral através de PCR, RT-PCR e ICC-PCR;

. Determinar a eficiéncia do processo de depuragdo idealizado pela
empresa Blue Water Aquaculture em relagcdo a purificacdo de
ostras contaminadas com patdgenos virais, através do
desenvolvimento de ensaios de depuracdo com o uso de agua
tratada com radiacdo ultravioleta;

. Quantificar a contaminagdo viral presente nas amostras de ostras
submetidas ao processo de bioacumulacédo e de depuracéo, através
da técnica de qPCR.
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1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1 Delineamento Experimental

Os experimentos e resultados apresentados neste capitulo foram
realizados no periodo compreendido entre 0os meses de novembro de
2006 a novembro de 2008. Estes trabalhos foram divididos em duas
etapas: estabelecimento de condigdes experimentais (padronizacdo de
técnicas) e aplicacdo destas condicbes em ensaios de depuracdo de
moluscos em um sistema comercial. A Figura 1.1 apresenta um
fluxograma das atividades realizadas neste periodo.
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Figura 1.1: Fluxograma das etapas experimentais seguidas para 0s experimentos
de depuracéo viral. Linha tracejada: etapas de padronizacdo dos métodos; Linha
inteira: etapas de aplicacdo dos métodos.
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METODOLOGIAS PARA PRODUCAO DE SUSPENSOES
VIRAIS

1.3.2 Virus e Células

Foram utilizadas as cepas HAdV5, de Adenovirus Humano; HM
175, do Virus da Hepatite A e SA11, de Rotavirus Simio, as quais foram
propagadas e quantificadas nas seguintes linhagens celulares:

e FRHK-4 (células de rim de macaco Rhesus): virus da hepatite A
(HAV), cepa HM175

e HEP-2 e A549 (células de carcinoma de orofaringe humana e de
pulmdo humano, respectivamente): Adenovirus, cepa HAdV5
(HAdV)

e MAL04 (células de rim de macaco Rhesus): Rotavirus cepa
SA11 (RV SA11)

As células FRHK-4, HEP-2 e A549 foram mantidas em garrafas
de 75cm? contendo Meio Minimo Essencial com sais de Eagle’s (MEM,
Sigma) adicionado de bicarbonato de sddio, antibiéticos/antiflngico:
penicilina G e sulfato de estreptomicina/anfotericina B (Gibco-BRL) nas
concentragbes finais de 100U/ml, 100ug/ml e 0,25 pg/ml,
respectivamente e soro fetal bovino a 10% (SFB, Gibco-BRL).

Para a propagacdo e manutencao das células MA104 foi utilizado
meio MEM, suplementado com L-glutamina 2mM, aminoacidos néo-
essenciais 1X, HEPES [&cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etano-
sulfénico] 15mM, soro fetal bovino (SFB) 10%, e antibidticos e
antifingico a 1% (penicilina G 100U/ml; estreptomicina 100ug/ml;
anfotericina B 0,25ug/ml). As células foram mantidas a 37°C, sob
atmosfera com 5% de CO..

1.3.3 Estoques Virais

Para a producdo dos estoques virais de HAdV5 e HAV,
monocamadas  confluentes de células HEP-2 e FRhK-4,
respectivamente, foram lavadas 3X com PBS e infectadas com 1ml de
estoque viral previamente produzido. Ap6s um periodo de adsorcédo
viral, por 1h a 37°C/5% CO,, o inéculo viral foi removido e meio de
manutencdo (MEM suplementado com 2% de SFB e 1% antibidticos)
foi adicionado. As células foram mantidas a 37°C, sob atmosfera com
5% de CO,, por até 2 (para infeccdo por HAdV5) e 7 dias (para infeccdo
por HAV).
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Para a producédo de RV SA11, células MA104 em monocamada
confluente, inoculadas com 1ml do estoque viral, pré-tratado com
tripsina 10pug/ml, por 30 min a 37°C. Apds a adsor¢do viral, por 1h a
37°C, o inéculo viral foi removido e meio MEM suplementado com
tripsina 5ug/ml e livre de SFB foi adicionado a cultura de células
infectadas. As células, entdo, foram mantidas a 37°C, sob atmosfera com
5% de CO,, até a destrui¢do total da monocamada celular, entre 12h e
24h.

Apbs o periodo de infec¢do de cada um dos virus, as células
foram congeladas a —80°C e descongeladas a 37°C por trés vezes, a fim
de ocasionar a lise celular, e esta suspensdo foi transferida para um tubo
e centrifugada a 3.000xg, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante livre de
restos celulares foi transferido para um novo tubo, distribuido em
aliquotas de 1 ml e estocado a -80°C para uso nos ensaios posteriores.

1.3.4 Titulagao dos Estoques Virais

O titulo infeccioso de cada um dos estoques virais produzidos
neste trabalho foi determinado através do método de imunofluorescéncia
indireta (IFA), de acordo com Barardi et al. (1998), com algumas
modificacdes.

Foram preparadas, 24h antes do ensaio, laminas Lab-Tek®
(Nunc), contendo oito cavidades cada uma, com 5x10* células MA104
(para a titulacdo de RV SA11) e 1,5x10° células HEP-2 e FRhK-4
(respectivamente para a titulacdo de HAdV5 e HAV) por cavidade. As
laminas foram mantidas a 37°C, sob atmosfera com 5% de CO..

Para a titulagdo de HAdV5 e HAV, o fluido viral foi diluido
seriadamente de 10" a 10”7 em meio de manutencdo e 100uL de cada
uma destas diluicbes foram inoculados nos pogos, em duplicata. Apos
adsorcdo viral, por 1h a 37°C sob atmosfera com 5% de CO, 0 indculo
foi removido e 500ul de meio de manutengdo foram adicionados. As
células ficaram sob incubacdo durante 2 (para HAdV5) e por 7 dias
(para HAV) nas mesmas condicbes de temperatura e atmosferas
mencionadas acima. Os controles negativos (controles celulares)
consistiram somente de inocula¢do com PBS.

Para a titulacdo de RV SA11, foi realizada uma dilui¢do seriada
conforme para HAdV5 e HAV, mas a suspenséo viral a ser titulada foi
pré-ativada com tripsina 10ug/ml, por 30 min a 37°C, e diluida em meio
MEM sem SFB. Volumes de 50uL de cada dilui¢do foram semeados em
duplicada nas laminas contendo células MA104. As laminas foram
incubadas por 1h a 37°C, sob atmosfera com 5% de CO,, para adsor¢ao
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viral. Apos, o indculo foi removido ¢ 300uL. de MEM, suplementado
com tripsina 5pg/ml e livre de SFB, foram adicionados a cada cavidade.
As laminas foram incubadas por 24h, a 37°C, sob atmosfera com 5% de
CO..

Apbs o periodo de adsor¢do viral, o procedimento realizado
para cada uma das trés linhagens celulares foi o mesmo: as células
foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas por tratamento com
metanol absoluto gelado por duas vezes de 5 min cada vez. As laminas
foram lavadas, novamente, duas vezes com PBS e incubadas em solugdo
blogueadora [soroalbumina bovina (BSA) 1%, Tween-20 0,05%, PBS],
por 10 min. As laminas foram lavadas trés vezes com PBS, sob agitacéo
a temperatura ambiente (TA) e incubadas com o anticorpo primario
MAb60 diluido na razdo 1:4 em solugdo bloqueadora (IgG de
camundongo anti-VP7 de rotavirus, para titulagdo de RV SAll ),
MAb8052 diluido na razdo 1:200 em solugdo bloqueadora
(antiadenovirus clone 20/11, Millipore) e MAB8241 (Chemicon
International Inc.). As laminas foram incubadas por 60 min a 37°C e,
posteriormente, lavadas trés vezes em solucdo blogueadora, sob agitagao
aTA.

Apbs, as laminas foram incubadas, por 15 min a temperatura
ambiente, com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC), diluido na razédo
1:100 em solucdo blogueadora. A seguir, as laminas foram lavadas trés
vezes em solucdo blogueadora, secas a temperatura ambiente e
montadas em solugdo de montagem [formalina 5%, NaCl 0,25M,
DABCO (1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano), pH 8,6, 2,5%] para leitura em
microscdpio de fluorescéncia. Os valores da titulagdo de cada virus por
imunofluorescéncia indireta foram expressos em FFU/ml (Focus
Forming Unit/ml).

METODOLOGIAS PARA O PROCESSAMENTO DE
AMOSTRAS DE OSTRAS

1.3.5 Ostras

As ostras da espécie Crassostrea gigas utilizadas nos ensaios de
depuracdo, foram adquiridas pela empresa Blue Water Aquaculture
diretamente da fazenda de cultivo Cantinho da Ostra, localizada no
bairro Santo Antdnio de Lisboa, ao norte da cidade de Floriandpolis/SC.
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1.3.6 Dissecacdo das ostras

Para a deteccdo viral, as ostras foram dissecadas com a
finalidade de se trabalhar com os tecidos individualizados.
Anteriormente & abertura das valvas dos moluscos, foi coletada a
hemolinfa diretamente do musculo adutor intacto, com o auxilio de uma
seringa. Para a dissecacdo, as valvas foram abertas com auxilio de uma
espatula estéril e com o uso de bisturi e de uma pinca estéreis, a carne do
manto, palpos, branquias e hepatopancreas foram separadas e
armazenadas individualmente em tubos de 50 ml. Apds a dissecagdo, 0s
tecidos das ostras foram homogeneizados com um homogeneizador de
tecidos Ultra-Turrax (Modelo T25 basic, IKA Labortechnik), para a
obtencdo de uma solugdo tecidual liquida e homogénea, da qual foram
eluidas as particulas virais.

Os diferentes tecidos dissecados foram utilizados somente para
as analises moleculares por gPCR para quantificacdo de genomas virais
de HAdV5 (item 1.3.9.2) em ostras submetidas a depuracdo. Para as
demais analises, foram utilizados o0s tecidos provenientes do
hepatopancreas das ostras.

1.3.7 Preparagao de extratos teciduais

Este procedimento foi realizado de acordo com Sincero et al.
(2006), com algumas modificagdes. Um volume de 2 ml do
homogeneizado foi transferido para um tubo de 50ml contendo 4 ml de
caldo triptose fosfato (TPB) 10%, preparada em glicina 0,05M, pH 9,0.
Os tubos foram agitados no vortex até completa homogeneizacao e,
posteriormente, deixados sob agitacdo por 30 min a temperatura
ambiente. A seguir, os tubos foram adicionados de 6 ml de
cloroférmio:butanol (1:1) e homogeneizados em vortex por 30s. Os
tubos foram, entdo, centrifugados a 11.500xg, a 4°C, por 15 min.

A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de 50 ml para
centrifuga e adicionada de 6 ml de polietilenoglicol (PEG) 24%,
dissolvido em NaCl 1,2M. Os tubos foram agitados, por 2h, a 4°C.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 11.500xg, por 20 min, a
4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi suspendido em 3
ml de agua MilliQ estéril.

Tendo por objetivo, aumentar a sensibilidade de recuperacédo
viral a partir de carne de ostras artificialmente semeadas com virus
entéricos, foi avaliada a adicdo de uma etapa final de clarificacdo com
cloroférmio. Para tal, apds a dissolucdo do precipitado final em agua
MilliQ estéril, as amostras foram adicionadas de 30% de cloroférmio,
agitadas em agitador tipo vértex, centrifugadas a 11.500xg, por 10 min,
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a 4°C, e o sobrenadante coletado. As amostras foram armazenadas a -
80°C até o momento da realizagdo dos ensaios de deteccdo do genoma
viral.para a purificacdo do material genético.

ANALISES MOLECULARES

1.3.8 Extracédo dos acidos nucléicos totais a partir dos extratos
teciduais

Os &cidos nucléicos totais foram extraidos a partir de 400 pl de
amostra, utilizando o método descrito por Boom et al. (1990), com
algumas modificacdes.

Primeiramente, foram adicionados 800uL de tampao de lise L6
(100 ml de Tris-HCI 0,1M, pH 6,4, 22 ml de EDTA 0,2M, pH8,0, 2,6ml
de Triton X-100, 120g de isotiocianato de guanidina) aos tubos contendo
400 pl de extrato, que foram agitados em vortex e incubados a
temperatura ambiente (~25°C) por 10 min. A seguir, foram adicionados
15 pl de silica (60g de dioxido de silicio e gua deionizada g.s.p. 500
ml, pH 2,0) e os tubos agitados em vortex e incubados a temperatura
ambiente por 20 min, sob agitacéo.

A seguir, os tubos foram centrifugados a 18.000xg, por 1 min, e
0 sobrenadante descartado. Foram adicionados 500 pl de solugédo de
lavagem L2 (100 ml de Tris-HCI 0,1M, pH 6,4, 120g de isotiocianato de
guanidina), os tubos foram agitados em vortex, centrifugados a
18.000xg, por 1 min, e os sobrenadantes descartados. Apos foram
realizados mais dois passos de lavagem do precipitado com etanol 70%
e acetona, respectivamente, da mesma forma como realizado com o
tampéo L2.

Os precipitados, constituidos pelos acidos nucléicos adsorvidos
a silica, resultantes da lavagem com acetona foram secos em banho-
maria a 56°C, por 15 min, nos tubos com as tampas abertas. Ap6s, foram
adicionados 60 ul de agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) em
cada tubo e os tubos foram agitados em vértex e incubados em banho-
maria a 56°C, por 15 min, com as tampas fechadas. A seguir, os tubos
foram centrifugados a 18.000xg, por 3 min. Foram coletados 45 pul do
sobrenadante de cada tubo contendo os &cidos nucléicos.
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1.3.9 Amplificagdo Génica

1.3.9.1 PCR qualitativo

A detecgdo molecular de HAdV5 foi realizada com o uso dos
pares de iniciadores (Invitrogen Brazil- Life Technologies, Sao Paulo,
SP) hexAA 1885/hexAA 1913 (PCR convencional) e nehexAA
1893/nehexAA 1905 (Nested-PCR), bem como das condi¢fes de
amplificacdo, descritos por Allard et al. (1990) e Puig et al. (1994),
respectivamente. Estes pares de iniciadores geram produtos de 300 pb e
142 pb, respectivamente, do gene Hexon dos HAdV.

A deteccdo molecular de HAV e RV SA11 foi precedida por
uma etapa de transcricdo reversa para a producdo do DNA
complementar (cDNA) do genoma viral. Para a sintese do cDNA, uma
aliquota de 5.0ul do RNA viral foi aquecida a 99°C por 5 min, seguida
de resfriamento em banho de gelo por 2 min. A reagdo de transcricdo
reversa (RT) do RNA viral desnaturado foi realizada com o uso de
iniciadores randémicos pd(N)s (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) e da enzima trascriptase reversa M-MLV
(Invitrogen™, CA, USA), por um periodo de 60 min, a 37°C, em
termociclador (Techne Flexigene), seguida por incubagéo a 75°C por 10
min.

Os pares de iniciadores e condi¢des de amplificagédo utilizadas
para a deteccdo de HAV foram os descritos previamente por de Paula et
al. (2004). Para a RT-PCR foram utilizados os iniciadores F6 (+) e F7 (-
), 0s quais amplificam um fragmento de 392 pb, de todos os genotipos
de HAV. Para a reacdo de Nested- PCR utilizou-se os iniciadores F8 (+)
e F9 (-), os quais amplificam um fragmento de 247 pb.

Para os ensaios de RT- PCR para RV SA11, foram utilizadas as
condi¢cbes de amplificacdo e iniciadores VP6-F e VP6-R, os quais
amplificam um fragmento de 379pb do gene que codifica a proteina
VP6, previamente descritos por Iturriza-Gémara et al. (2002).

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1% em tampdo TBE 1X (Tris 89mM-acido borico
89mM-EDTA 2mM), a 100V, corados com brometo de etideo 0,5ug/ml,
e visualizados em transluminador U.V., para posterior fotodocumentagédo
com o equipamento Kodak Image System. Controles negativos (agua
deionizada estéril) e positivos (DNA purificado de estoque viral) foram
usados em todos 0s experimentos.
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1.3.9.2 PCR quantitativo (QPCR) para HAdV5

O ensaio de qPCR foi realizado com iniciadores, sonda e
condicBes de amplificacdo descritos por Hernroth (2002), utilizando o
termociclador StepOne™ Plus Real Time PCR System (Applied
Biosystems, CA, USA). Para evitar inibi¢cdo da amplificacdo e aumentar
a sensibilidade da reacdo, as amostras sempre foram analisadas em
duplicata, e dilui¢cdes 1:10 dos &cidos nucléicos. A curva padréo aplicada
foi preparada a partir de um fragmento de DNA de HAdV, sorotipo 41,
clonado em plasmideo pBR322 (gentilmente doado pela Dr. Rosina
Gironés, da Universidade de Barcelona). Controles negativos foram
incluidos em todos os experimentos. Os protocolos completo do qPCR
para HAdV2 e producdo de curvas padrdo estdo descritos no item
2.3.13.1.

A quantificacdo do genoma de HAdV5, nos diferentes tecidos
de ostras, foi expressa em coOpias genbmicas por grama de tecido
(CGl/g). Os dados médios de trés experimentos independentes foram
pareados com os tempos de amostragem e para a preparacdo dos
graficos foi utilizado o software GraphPad Prism 5.

1.3.9.3 Determinacao do limite de sensibilidade das reacfes de PCR
e RT-PCR

Para avaliar o limite de detecgdo viral em tecido de ostras,
aliquotas de 2ml de hepatopancreas, dissecado e homogeneizado, foram
semeadas com diferentes diluicdes dos trés virus, simultaneamente.
Essas aliquotas foram submetidas ao procedimento descrito no item
1.3.7 para a eluicdo viral. Ap6s este procedimento, foi realizada a
extracdo do material genético (item 1.3.8) e a detec¢do por PCR/RT-
PCR qualitativo, de acordo com o item 1.3.9.1.

ANALISES DE INFECCIOSIDADE VIRAL POR CULTIVO
CELULAR

1.3.10 Avaliacédo da citotoxicidade do extrato de ostras

Com o objetivo de avaliar a toxicidade dos extratos teciduais de
hepatopancreas das ostras, frente as diferentes linhagens celulares,
ensaios de citotoxicidade foram realizados. Estes ensaios tém por
finalidade estabelecer a diluicdo na qual o tecido das ostras ndo
apresenta toxicidade para as células e virus de interesse. Esta diluicdo
serviu como base para as analises posteriores envolvendo a inoculagédo
de amostras teciduais de ostras, contendo virus e submetidas ao processo
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de depuragdo, em células cultivadas in vitro e posteriormente
submetidas & deteccdo molecular por amplificacdo génica. Foram
utilizadas amostras negativas para os virus selecionados neste trabalho
(resultado confirmado por PCR), para que as alteragdes morfoldgicas
observadas nas células fossem somente devidas aos componentes das
amostras e ndo a infeccdo viral.

Previamente a inoculagdo em cultivo celular, as amostras
testadas foram tratadas com antibidtico/antifingico (penicilina G
100U/ml/ estreptomicina 100ug/ml/anfotericina B 0,25ug/ml). Para a
inoculacdo em células MA104, as amostras foram também tratadas
previamente com tripsina (10pug/ml) por 30 min.

Células HEP-2, A549, MA104 e FRhK-4 foram propagadas em

placas de cultivo celular de 24 pogos, na concentracdo de 2x10°células
por poco, por 24h antes da realizacdo dos ensaios. A inoculacdo das
amostras foi realizada da seguinte maneira: diluigdes seriadas de
amostras negativas (ostras ndo infectadas), para cada um dos virus,
variando de 1:2 a 1:32 foram preparadas em meio de cultivo MEM 1X
sem SFB. Um in6culo de 100ul de cada uma das diluigdes foi colocado
em contato com as células por um periodo de 60 min, a 37°C/5% CO..
Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Apbds o periodo de adsor¢do, o inoculo foi removido e 1ml de
meio de manutencdo foi adicionado as células. As placas foram
incubadas a 37°C com 5% CO,, e as possiveis altera¢cdes morfoldgicas
na monocamada celular foram observadas apds uma incubacdo de 48h
(para MA104 e HEP-2), 96h (para A549) e 7 dias (para FRhK-4) de
incubacdo. Cada observacdo foi comparada aos controles celulares. As
células foram observadas em microscopio de luz invertido, fixadas e
coradas com 250 pl de uma solugéo de Preto de Naftaleno (0,1% Preto
de Naftaleno, 5% Acido Acético, pH 2,3-2,4), para a visualizagdo das
células viaveis e estabelecimento da diluicdo ndo citotoxica dos extratos
teciduais para ser utilizada nos ensaios de infecciosidade.

1.3.11 PCR integrado ao Cultivo Celular (ICC-PCR)

Apbs o estabelecimento das dilui¢ces ndo citotoxicas do extrato
tecidual de ostras, procedeu-se a andlise das amostras de ostras
submetidas ao processo de depuracdo. Tal procedimento foi realizado
com todas as amostras dos ensaios de depuragdo, com a finalidade de
analisar a infecciosidade viral, bem como verificar se ocorria um
aumento da sensibilidade da detecgdo por amplificagcdo génica.

As amostras foram previamente tratadas, conforme descrito no
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item 1.3.10, diluidas nas dilui¢Bes ndo citotdxicas pré estabelecidas e
inoculadas em monocamadas celulares. Ap6s o periodo de adsorcdo
viral, as células foram lavadas com PBS para eliminar possiveis
particulas virais ndo infecciosas que ndo penetraram nas células;
adicionou-se meio de manutencdo e as placas foram mantidas sob as
mesmas condigdes descritas no item anterior.

Ao final do periodo de incubagdo para cada virus, as placas
foram retiradas da estufa e sofreram 3 ciclos consecutivos de
congelamento e descongelamento; apds este procedimento, 400ul do
sobrenadante foi retirado e o material genético extraido conforme item
1.3.8; em seguida foram realizadas as rea¢fes de amplificacdo génica
por PCR qualitativo (item 1.3.9.1).

1.3.12 Imunofluorescencia Indireta para HAdV5

A analise de infecciosidade viral por IFA em amostras de ostras,
submetidas ao processo de depuragdo, foi realizada com a finalidade de
confirmar resultados obtidos por ICC-PCR. Estes ensaios foram feitos
somente para a deteccdo de HAdVS5, o qual é identificado como um dos
patdgenos mais resistentes a processos de desinfeccdo. A metodologia
aplicada para estes experimentos foi a mesma utilizada para a titulagéo
de estoques virais de HAdV5, descrita no item 1.3.4, utilizando a
diluicdo ndo citotoxica estabelecida nos ensaios de citotoxicidade (item
1.3.10).

ENSAIOS DE DEPURACAO VIRAL POR OSTRAS C. GIGAS

1.3.13 Sistema de depuracao comercial

O sistema de depuracdo comercial, utilizado no presente
trabalho, foi projetado e desenvolvido pela empresa de consultoria em
Aquicultura Blue Water Aquaculture. O mesmo foi alocado na fazenda
de cultivo Cantinho da Ostra, no bairro de Santo Antonio de Lisboa, ao
norte de Floriandpolis.

Este sistema foi planejado em sistema fechado de circulacdo de
agua (2.2001/h), composta por um tanque com capacidade para 1.000I de
agua do mar, uma bomba de agua acoplada a um filtro de areia, uma
bomba dosadora de cloro, um sistema de luz U.V. e um compressor
destinado a manutencdo da temperatura (Figura 1.2). Cada uma dessas
unidades, localizadas em um modulo adjacente ao tanque de agua, é
independente uma das outras, sendo possivel a utilizacdo de somente
uma ou da associacao entre elas.

O tanque da depuradora comporta 19 caixas numeradas (cada
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uma com 10 dazias de ostras), distribuidas em 5 colunas com 4 andares
cada, apoiadas em um suporte inferior, destinado a evitar o contato
direto com as fezes e pseudofezes que se acumulam no fundo do tanque.

O equipamento de radiagdo U.V. (18W, ATMAN I, baixa
pressdo, luz moncromatica 254nm) esteriliza a 4gua com o comprimento
de onda que pertence & faixa aceitavel para a desinfec¢éo da 4gua, numa
intensidade de 6 md/cm? A esterilizacdo por U.V. obrigatoriamente
exigiu que a &gua passasse previamente pelo filtro de areia para a
retirada de solidos em suspensdo, considerando que a turbidez da agua
poderia também diminuir a penetracdo da radiagdo, reduzindo,
conseqiientemente, a eficiéncia da esterilizacdo.

A 4gua recirculada durante os ciclos de depuragdo foi
proveniente diretamente do local onde as ostras foram coletadas. A cada
experimento, o tanque da depuradora foi limpo e preenchido com agua
com a ajuda de uma bomba vibrat6ria submersa. A temperatura da dgua
foi mantida a 18° C durante todo o periodo de depuracdo, através do
ajuste do sistema de refrigeracdo. Ao inicio de cada ciclo de depuracdo,
e pos depuragéo, foi realizada uma retro lavagem no filtro de areia para
a limpeza do meio filtrante. A retro lavagem consistiu na inverséo do
fluxo de 4gua e com essa inversdo, a agua, sob pressdo, provocava a
expansdo da areia, agitando e atritando os gréos, desprendendo a sujeira
acumulada.

Figura 1.2 Sistema de Depuracdo Comercial de Moluscos Bivalves. A:
Tanque de Depuragdo com capacidade para 1.000 litros de 4gua do mar, 100
dizias de ostras organizadas em 15 caixas plasticas, distribuidas em 5
colunas, com 3 andares em cada coluna. B: Sistema de Depuracdo: 1.
sistema de bombeamento, 2. filtro de areia, 3. lAmpada de UV, 4. Bomba de
Cloro, 5. Sistema de Resfriamento para a manuten¢do da temperatura da
agua
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1.3.14 Bioacumulacio de patégenos virais por ostras C.gigas

O procedimento de bioacumulacdo foi realizado para
contaminar artificialmente as ostras que foram submetidas ao processo
de depuracdo comercial. Esta contaminagdo artificial ocorreu através da
exposicdo das ostras, por um determinado tempo, a agua do mar
semeada com concentragdes conhecidas dos virus selecionados. Apds
cada ensaio de bioacumulacéo, as ostras foram colocadas por 10 min em
uma solucdo de 0,5% de hipoclorito de sodio para desinfeccdo das
valvas. Para a padronizagdo destes ensaios foram realizados dois
experimentos, ambos utilizando RV SAl1l como modelo, na

concentracao final de 3 x103 FFU/ml de agua do mar:

¢ Uso de microalgas como estratégia para estimular o processo de
filtracdo pelas ostras:

Foram utilizados dois aquérios com 3l de 4gua do mar, contendo
trés ostras cada um. Em um dos aquarios, a contaminacao foi realizada
com RV SAll, previamente adsorvidos, por 30 min, em 300ml de
microalgas. No segundo aquario, a contaminacdo foi realizada com a
inoculacgéo direta de RV SA11 na &4gua do mar. Apés 3h de exposicao a
esta contaminacgdo, as ostras foram coletadas, processadas de acordo os
itens 1.3.6 e 1.3.7, e analisadas por PCR (item 1.3.9.2).

e Ensaios de bioacumulagdo em diferentes tempos de exposicdo:
Foram utilizados 5 aquérios, com 3L de 4gua do mar e trés ostras
cada um. Cada aquério correspondeu a um tempo de exposicao (30, 60,
90, 120 e 180 min), sendo que em cada tempo as trés ostras de um dos
aquarios foram retiradas e processadas de acordo os itens 1.3.6 € 1.3.7 e
analisadas por PCR (1.3.9.2).

1.3 15 Depuracéo viral pelas ostras C. gigas

Apbés o estabelecimento das condicdes de contaminacédo
artificial das ostras, procedeu-se aos ensaios de depuracdo no sistema
comercial. O procedimento de bioacumulagdo foi desenvolvido por 3h
de contato com agua semeada simultaneamente com os trés virus
selecionados, cada um na concentragéo final de 3 x 10° FFU/ml de 4gua
do mar. Foram expostas a contaminacdo, 12 ostras, das quais 3 foram
analisadas para verificar a eficiéncia da contaminacdo (controle positivo
de cada ensaio), e as demais foram identificadas e submetidas ao
processo de depuracao em sistema fechado.
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Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo que
cada repeticdo consistiu de um ciclo completo de depuracdo de 96h.
Para a distribuicdo das ostras, foram utilizadas 9 caixas, sendo que cada
uma das caixas recebeu uma ostra artificialmente contaminada,
identificada com tinta colorida, juntamente com outras 6 duzias de
ostras ndo contaminadas. Em 48h, 72h e 96h foram coletadas 3 ostras
artificialmente contaminadas (mediante sorteio prévio) e reunidas como
uma Unica amostra. Como controles negativos, a cada repeti¢do, foram
coletadas duas amostras de trés ostras ndo contaminadas artificialmente
(amostras da fazenda de cultivo) nos periodos pré e p6s depuracao. Apos
a coleta das ostras, estas foram processadas para concentracdo, detecgéo,
quantificacdo e andlise da viabilidade viral.

1.3.16 Analise da agua do mar utilizada nos ensaios de depuracéo

Em paralelo as andlises de contaminagdo viral nas ostras
depuradas, foram analisadas amostras de 2l da &gua do mar utilizada nos
ensaios de depuracdo, apos 48h, 72h e 96h de recirculagéo.

A concentracdo viral em agua do mar foi realizada pelo método
de adsorcdo em membrana eletronegativa e subsequente eluigéo,
conforme descrito por Katayama et al. (2002). Para esta analise, a 4gua
coletada do tanque de depuracéo foi filtrada com o uso de uma bomba
de vacuo equipada com uma membrana tipo AP20 e em seguida filtrada
em membrana tipo HA 0,45um, carregadas negativamente (Millipore
Corporation, Bedford, MA, E.U.A.). A membrana foi entdo lavada com
350 ml de H,SO, (0,05M, pH 3,0) para remover cations e 0S Vvirus
adsorvidos foram eluidos da membrana com 10 ml de NaOH (0,1M, pH
10,8). A membrana foi colocada em um tubo contendo 50 ml de H,SO,4
(0,05M, pH 1,0) e 50 ml de tampdo TE 100X, pH 8,0 foi adicionado
para a neutralizacdo. O filtrado foi entdo concentrado pelo sistema
Centriprep (Millipore) através de centrifugacdo a 3,500 xg, durante 2
min, resultando em um volume final de 2,0 ml. A partir de 400ul foi
realizada a extracdo de 4acidos nucléicos e e deteccdo da PCR
qualitativo, conforme item 1.3.9.1.

1.4 RESULTADOS

1.4.1 Otimizacdo do método de concentracdo viral a partir de
amostras de ostras

Tendo por objetivo, aumentar a sensibilidade de recuperacéo viral a
partir de carne de ostras artificialmente semeadas com virus entéricos,
foram realizados testes de concentracéo e purificacdo viral a partir dos
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tecidos das ostras. O melhor método foi 0 composto por elui¢éo viral em
caldo triptose fosfato (TPB-Sigma®) em glicina pH 9,0, clarificacdo
com cloroférmio:butanol e precipitagdo com polietilenoglicol 6.000,
seguido de duas clarificagdes com cloroformio. Nesta fase dos ensaios, a
qualidade dos reagentes utilizados mostrou-se essencial para a obtengdo
de bons resultados. Os experimentos foram iniciados utilizando-se TPB
de um fabricante e todos os resultados foram negativos. Quando houve a
mudanca para a nova marca (Sigma®), obtiveram-se resultados
satisfatorios.

Quando as ostras foram semeadas com concentracdes
decrescentes de cada um dos trés virus, o limite de deteccdo na carne das
ostras foi de 4 FFU para HAV por nested-PCR; 0,01 FFU de HAdV5 por
nested-PCR e 5,0 x 10° FFU de RV por RT-PCR (Figura 1.3 A, B e C),
por grama de tecido digestivo de ostras.



53

Extracéo
C+
PCR

oS
‘O

Extracdo
C + Nested
C - Nested

142 pb

Extracéo
C - Nested
C + Nested

C+

247

!
!
)
'

Figura 1.3: Eletroforese em Gel de Agarose 1,5% de produtos de PCR e nested-
PCR referentes aos limites de deteccdo de RV (A), HAdV5 (B) e HAV (C) em
tecido digestivo de ostras experimentalmente inoculadas. PM: Peso Molecular
100pb
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1.4.2 Estabelecimento das condi¢bes de bioacumulacao viral

Inicialmente foi avaliada a necessidade do uso de microalgas
como estratégia para estimular o processo de filtracdo pelas ostras.
Como resultado foi observado que ndo houve diferenca na deteccdo de
Rotavirus adsorvidos previamente em microalgas e ndo adsorvidos.
Portando, optou-se pelo ndo uso de microalgas.

Posteriormente, foram realizados ensaios de bioacumulacéo,
avaliando-se diferentes tempos de exposi¢do das ostras & agua do mar
contaminada com os virus (30, 60, 90, 120 e 180 min). O periodo de 180
min foi o que apresentou melhor deteccdo viral e, portanto, foi o
selecionado para utilizacgdo em ensaios de depuracdo. A Figura 1.4
representa a deteccdo de RV SA11 em ostras submetidas aos diferentes
periodos de bioacumulacéo.

Negativa
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Controle +

©
o
=
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O
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Figura 1.4: Bioacumulagdo de RV SAll por ostras em diferentes tempos de

exposicao a agua do mar semeada com 3 x103 FFU/ml sem emprego de microalgas
para adsorg¢éo viral. PM: Peso Molecular 100pb

1.4.3 Ensaios de depuracéo viral por ostras C. gigas

Os ensaios de depuracdo envolvendo RV SA1l ndo foram
satisfatorios, pois ndo apresentaram homogeneidade e reprodutibilidade.
Portanto, estes resultados ndo foram apresentados nesta tese, e desta
forma os estudos de depuracdo viral tiveram prosseguimento com a
utilizacdo de HAdV5 e HAV.



55

1.4.3.1 Detecgdo molecular de HAV e HAdV5

A deteccdo molecular por PCR de ambos os virus (Figura 1.5)
mostrou que durante o processo de depuracéo, a presenca do genoma de
HAdV5 foi detectada em todos os tempos amostrais (Oh, 48h, 72h e
96h), e a presenca do genoma de HAV foi detectada até o periodo de
72h. A Tabela 1.1 indica o resultado para a deteccdo molecular em
todas as repeticOes realizadas. As amostras utilizadas como controle
negativo apresentaram resultado negativo para HAV, no entanto, a
deteccdo de HAdVS foi positiva pois as mesmas ja apresentavam
contaminagdo com este virus proveniente do local de cultivo.
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Figura 1.5: Eletroforese em gel de agarose 1,5 % de produtos de nested PCR
referentes & depuracdo em sistema fechado. A: Adenovirus: B: virus da Hepatite A;
PM: marcador de peso molecular 100pb
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AVALIACAO DA INFECCIOSIDADE DE HAV E HADV EM
CULTURA CELULAR

1.4.3.2 Andlise da Infecciosidade Viral em Amostras de Ostras

Inicialmente foi avaliada a citotoxicidade dos extratos de ostras
utilizando-se a técnica de adsor¢do dos extratos teciduais das ostras em
diferentes diluicbes com a monocamada celular, sendo que a avaliacdo
da integridade das células ap6s distintos tempos de incubacéo foi feita
por coloracdo com Preto de Naftaleno.

Para as células MA104 (RV SA11) e A549 (HAdV), o extrato
de ostras ndo diluido ndo apresentou toxicidade; para as células FrhK-4
(HAV) o extrato de ostras apresentou toxicidade somente quando nédo
diluido; para as células Hep-2 (HAdV), a extrato de ostras apresentou-se
toxico até a diluicdo 1:4. Devido a variagdo natural da composicao das
amostras de ostras (concentracdo de glicogénio, lipideos...), optou-se por
utilizar a diluicdo 1:4 para os ensaios de ICC-PCR com células MA104,
A549 e FrhK-4; e a diluigdo 1:8 para células Hep-2.

Na avaliacdo da infecciosidade por ICC-PCR, dos extratos
teciduais de ostras depuradas, foi observado que houve uma inativacao
viral ao longo das 96h de recirculagdo da 4gua do mar e de contato com
a radiacdo U.V. (Figura 1.6). Para 0 HAdV5 foi observado que em 96h
de depuragdo a inativacdo viral foi alcangada. Para HAV, foram
necessarias pelo menos 72h para a inativagdo destes virus. A Tabela
1.1 indica o resultado para a avaliacdo de viabilidade viral por ICC-PCR
em todas as repeticoes realizadas.
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Figura 1.6: Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produtos de nested PCR
referentes a avaliagdo da viabilidade viral por ICC-PCR de duas repeti¢des dos
diferentes periodos de depuragdo em sistema fechado. A: Adenovirus; B: virus

da Hepatite A; PM: marcador de peso molecular 100pb,17: C + Nested PCR,
18: C — Nested PCR.
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A técnica de IFA foi também utilizada para confirmar-se a
inativacdo dos HAdV5 humanos (0s mais resistentes aos processos de
desinfeccdo), considerando também que estes foram os virus mais
persistentes no processo de depuragdo. Como resultado destas anlises
(Figura 1.7) foi observado a confirmacdo dos resultados obtidos por
ICC-PCR. A viabilidade viral foi detectada até o periodo de 72h de
depuracéo.

72h

C — Ostra Nao Depurada C — Ostra Depurada

Controle Celular Controle Viral

Figura 1.7: IFA para HAdV5, em células A549, em extratos de ostras
submetidas ao processo de depuracdo em sistema fechado.
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1.4.3.3 Quantificacdo dos genomas de HAdV5 nos diferentes tecidos
de ostras apds bioacumulacao e depuracéo

Na analise dos diferentes tecidos de ostras (hepatopancreas,
branquias, palpos labiais, hemolinfa e manto) por gPCR para a
quantificacdo de cdpias gendmicas de HAdV5, foi possivel observar a
pequena reducdo comparando valores inciais (tempo 0h) e finais (tempo
96h). A Figura 1.8 apresenta os gréficos referentes a cada um dos
tecidos analisados, em valores absolutos (CG/g).

1.0,40%
—e— Branquias
5 .
1540 -#- Hepatopancreas
1.0:40% = —+— Hemolinfa
o 1.040%4 —*  Manto
8 1.0,40% 4 —+  Palpos Labiais
1.0,40% 4
1.0,40% 4
1.040° T T I v |
0 24 48 72 9 120

Tempo (h)

Figura 1.8: Redugdo do nimero de copias do genoma de HAdV5 nos
diferentes tecidos de ostras apds o processo de depuracdo em diferentes
tempos (Oh, 48h, 72h e 96h). Cada ponto do grafico é a representagdo da
média de trés experimentos independentes analisados por gPCR, +desvio
padrdo; CG: Copias Genbmicas.
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1.4.3.4 Desinfeccdo viral da &gua do mar utilizada durante os
ensaios de depuracédo

Em paralelo as analises de contaminacdo viral nas ostras
depuradas, foram analisadas amostras de 2| de 4gua ap6s 96h de periodo
de depuragdo. A Tabela 1.1 apresenta os resultados obtidos através de
RT-PCR e nested-PCR das amostras da agua da depuradora. Foi possivel
verificar para HAdV que apenas ap6s o periodo de 96h, houve
inativacdo viral em uma das repeticGes, 0 que sugere que a agua apds
esse periodo, poderia ser eliminada sem que houvesse prejuizos ao meio
ambiente. N&o houve deteccdo de HAV e RV em nenhuma amostra de
agua, sugerindo que o tratamento com radiacdo U.V. foi eficaz na
degradacdo do genoma desses virus.

Tabela 1.1: Detecgdo de HAdV5 e HAV em hepatopéncreas de ostras e em
amostras de dgua do mar apds processo de depuracdo em sistema fechado, com
desinfecgdo por U.V. Os resultados obtidos foram obtidos em trés experimentos
independentes (n=3) avaliados por PCR qualitativo, ICC-PCR e IFA. NA: Néo
Analisado.

Tempos PCR ICC-PCR PCR ICC-PCR IFA
HAV HAV HAdV5 HAdV5 HAdV5

Ostras

Oh 3 3 3 3 3

48h 3 2 3 3 3

72h 1 0 3 3 3

96h 0 0 3 0 0
Agua do Mar

96h 0 0 1 NA NA
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1.5 DISCUSSAO

A legislacao brasileira ndo regulamenta sistemas de depuracéo,
e apenas a presenca de bactérias, como coliformes fecais e de
Salmonella sp. nas aguas de cultivo e carne de molusco sdo atualmente
regulamentadas (ANVISA, 2001; CONAMA, 2005).

O presente trabalho apresenta as primeiras informagfes, no
Brasil, sobre a dindmica de eliminacéo de patégenos virais por ostras de
cultivo utilizando um sistema fechado de depuragcdo com &gua do mar
filtrada e desinfectada por um sistema utilizando-se radiagdo U.V. A
depuradora avaliada funciona em sistema de recirculagdo de &gua, no
qual foi possivel a circulagdo completa do volume de 4gua do tanque,
duas vezes a cada hora. Esta taxa de recirculagdo estd dentro dos
pardmetros internacionais para um sistema deste porte (CEFAS, UK,
1998; NATIONAL SHELLFISH SANITATION PROGRAM, USA,
2003; CANADIAN FOOD INSPECTION AGENCY, CANADA, 2003;
FAO, 2008). A recirculagdo de 4gua tem como vantagens a facilidade de
operagdo do sistema, a possibilidade do uso desses sistemas de
depuracdo em locais distantes de uma fonte de agua do mar
(restaurantes, por exemplo) e a economia no volume de agua utilizado.

Anteriormente a este estudo, foi demonstrado que este mesmo
sistema de depuracdo foi eficaz na inativacdo de Salmonella
Typhimurium em ostras contaminadas artificialmente, utilizando-se
agua do mar tratada simultaneamente por radiagdo U.V. e cloro livre, por
um periodo minimo de 12h (CORREA et al., 2007). A depuraco é
efetiva para remover muitas bactérias fecais, sendo que ndo ha dados
efetivos sobre a eficiéncia de sistemas de depuracdo na eliminagdo de
bactérias do género Vibrio (Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
vulnificus), biotoxinas marinhas (causadoras de diarréias e paralisias),
metais pesados ou compostos organicos (FAO, 2008). A combinacdo de
cloro livre e radiacdo U.V. aumentaram a eficiéncia da desinfeccéo,
diminuindo o tempo necessario para completar o processo de depuracao.
A aplicacdo simultanea destes dois métodos de desinfeccdo gerou um
efeito sinérgico, pois cada um causa um dano diferente aos
microrganismos (KOIVUNEN; HEINONEN-TANSKI, 2004).

O uso de cloro nos tanques de depuracdo é o processo mais
antigo de desinfeccdo, mas a sua eficicia durante este processo pode
causar certa toxicidade para os moluscos. De acordo com Rodrick e
Schneider (2003), o uso de cloro mesmo em baixa concentracdo (<
1ppm) pode prejudicar o processo de filtragdo dos moluscos,
dificultando a eficiéncia da depuracéo.

A radiagdo U.V. tem sido amplamente utilizada para o
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tratamento de aguas subterraneas e aguas residuais, e sua eficiéncia ja
foi avaliada contra varios patogenos virais, como o HAV, HuNoV e
HAdV (HIJNEN et al., 2006; UEKI ET al.,, 2007; HERNROTH,;
ALLARD, 2007; SAVINI et al., 2009). A aplicacdo da U.V. em sistemas
de depuracdo é reconhecidamente eficiente (DORE, 2001; CARETTI;
LUBELLO, 2003). De acordo com Koivunem e Heinonem-Tanski
(2005), este tipo de tratamento elimina bactérias entéricas, virus, esporos
bacterianos e protozoarios na agua, sem a producdo de produtos toxicos
ou outros residuos quimicos. Por estas razbes, foi selecionado o
tratamento da agua por radiacdo U.V. no sistema de depuragéo analisado
neste trabalho.

Sendo assim, no presente estudo, avaliou-se a dinamica de
depuracdo de ostras artificialmente contaminadas por distintos
patdgenos virais. Os experimentos foram realizados no mesmo sistema
comercial de depuracdo, anteriormente testado para eliminacdo de S.
Tiphymurium, por um periodo maximo de 96h, com agua do mar sob
tratamento por radiagdo U.V. Os resultados mostraram que a presenca do
genoma de HAdV5 e HAV ainda foi detectada por PCR qualitativo em
96h e 72h, respectivamente, sendo que HAdV5 apresentou-se mais
resistente apds o tratamento com U.V., mantendo-se infeccioso até 72h
de recirculagdo da agua no sistema de depuragdo, ao passo que HAV foi
inativado apds 72h de tratamento (Figuras 1.5 e 1.6). Ha evidéncias que
diferentes virus podem apresentar diferentes taxas de eliminacéo pelos
moluscos bivalves (LEES, 2003; RICHARDS et al.,, 2010). Os
resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com estas
informagdes, considerando que houve uma eliminagdo mais rapida de
HAV, em relagdo ao tempo necessario para a eliminagdo de HAdVS.

Quando virus entéricos viaveis sdo isolados de moluscos, eles
mantém a sua capacidade de infectar células permissivas in vitro
(RIGOTTO et al., 2005). Essa capacidade pode ser uma ferramenta Util
para o estudo de viabilidade viral em amostras ambientais. Os métodos
de cultura celular sdo mais trabalhosos, mas associados com os métodos
moleculares permitem uma avaliacdo completa da eliminacéo viral.

O uso exclusivo de técnicas moleculares para avaliar a presenca
viral em moluscos bivalves tem sido o método de escolha de muitos
pesquisadores que trabalham esta area (RIGOTTO et al., 2005;
SINCERO et al., 2006; UEKI et al., 2007, SUFFREDINI et al., 2008).
No entanto, estes métodos apresentam algumas limitacdes, porque a
deteccdo do genoma ndo prevé o risco real de contaminacdo. Muitos
estudos de depuracdo de moluscos bivalves também relataram o uso
somente de métodos moleculares para avaliar a dindmica de depuracédo
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(FORMIGA-CRUZ et al., 2003; UEKI et al., 2007; NAPPIER et al.,
2008; MACLEOD et al., 2009), mas apenas alguns deles mencionam o
emprego de cultura de células como forma de avaliar a infecciosidade
viral (CHOO; KIM, 2006; HERNROTH; ALLARD, 2007). De acordo
com os resultados apresentados nas Figuras 1.5, 1.6 e 1.7, o tratamento
com U.V. foi eficiente para a inativacdo viral, jA que foram utilizados
métodos que permitiram acessar a viabilidade viral, tais como o ICC-
PCR e a Imunofluorescéncia Indireta.

Neste estudo, o genoma HAdV5 foi detectado em todas as
amostras de ostras por PCR e gPCR, ao longo de 96h de ensaio. Por
outro lado, quando os resultados de ICC-PCR e IFA foram levados em
consideragao, a detec¢do viral foi observada somente até 48h, para HAV,
e 72h para HAdV5. A deteccdo do genoma viral com a aplicacdo de
PCR e gPCR ocorreu, ou porgue o genoma inativado pela radiacdo U.V,,
foi re-ingerido pelas ostras, ao longo do periodo de 96h, ou ainda porque
os virus, mesmo inativados pela radiacdo U.V., permaneceram
adsorvidos aos tecidos dos moluscos tendo seu genoma sido amplificado
nas reacfes. De acordo com os resultados expostos na Figura 1.8, no
caso dos HAdV5 notou-se a presenca do genoma viral em diferentes
tecidos das ostras, com maior concentracdo no tecido digestivo
(hepatopancreas).

Tem sido sugerido que virus de genoma DNA dupla fita sdo
menos suscetiveis a inativacao por raios U.V., devido ao fato que se uma
das fitas for danificada pela radiacdo, a outra fita ainda pode ser
utilizada como molde para a replicacéo viral (ENRIQUEZ-THURSTON
et al., 2003). Independentemente do dano ao genoma, analises
moleculares, ainda podem amplificar DNAs parcialmente degradados,
resultando em resultados falso-positivos. Os genomas de HAdV,
entretanto, sdo relatados como sendo os mais resistentes a radiacdo U.V.
do que os outros virus de DNA ou RNA de dupla fita (MENA; GERBA,

2009). Isto provavelmente também estd relacionado com as
caracteristicas estruturais destes virus que sdo mais resistentes a
degradacao.

A desinfeccdo de aguas por tratamento com U.V. ou com cloro
reduzem o nimero de particulas virais quantificadas por gPCR e gRT-
PCR se tratamentos severos forem aplicados. No entanto, os tratamentos
comumente utilizados para desinfeccdo de aguas, produzem uma
reducdo significante no nimero de particulas virais infecciosas sem
apresentar variacGes equivalentes no nivel de genomas virais
quantificados por gPCR ou qRT-PCR (GIRONES et al., 2010). Desta
forma, a associagdo de métodos moleculares a avaliacdo da
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infecciosidade viral de HAV e HAdV5, permitiu uma analise mais
completa e real da dindmica de eliminacéo destes dois patdégenos virais
no processo de depuracao.

Estudos tem repetidamente demonstrado que moluscos bivalves
eliminam virus de seus tecidos mais lentamente quando comparado a
eliminagcdo da maioria das bactérias, e que a temperatura da 4gua nestes
sistemas pode influenciar neste processo (RICHARDS, 2003). Neste
trabalho, a temperatura de 18-20°C foi selecionada, devido a
experimentos anteriores no Laboratério de Virologia Aplicada, da
UFSC, que demonstraram que estas temperaturas evitam um estresse
fisioldgico nos moluscos, permitindo que a depuracdo transcorra de
forma adequada. Isto porque as ostras da espécie Crassostrea gigas sdo
adaptadas a aguas mais frias (até 20°C) e, em temperaturas mais
elevadas as mesmas entram em estresse, desovam e apresentam ainda
altas taxas de mortalidade.

A maioria dos paises que produzem moluscos bivalves para
exportacao tem normas rigorosas de controle de sistemas de depuracéao e
procedimentos operacionais para garantir o controle da qualidade do
processo de purificacdo. O monitoramento da temperatura da agua
durante o ciclo de purificacdo também é recomendado (EUROPEAN
COMMUNITIES, 1992). Pesquisas realizadas com ostras C.gigas (LEE
et al.,, 2003) demonstraram que em temperaturas de 18 a 21 °C,
enterovirus sdo removidos mais rapidamente dos moluscos; enquanto a
maior parte dos virus presentes pdde ser removida apds 4 dias nessas
temperaturas, uma contaminacdo viral residual permaneceu mesmo
quando moluscos moderadamente contaminados foram submetidos a
depuracdo. Assim, a depuracdo € um processo especialmente indicado
para moluscos com baixos niveis de contaminagdo, e ndo deve ser
utilizada para produtos altamente contaminados (FAO, 2008). Uma
reducdo de 4-logs na concentracdo viral é considerada uma desinfeccdo
eficiente, pois representa a remocdo de 99,99% da concentragdo
presente inicialmente (EPA, 2003). Desta forma, moluscos com uma alta
contaminag&o (por exemplo, 10" particulas virais/g de carne), com uma
reducdo de 4-logs apds serem submetidos a depuragdo, seguiriam com
uma contaminacdo viral ainda considerada elevada.

Pesquisas pioneiras em relagdo a bioacumulacdo e depuracdo
viral foram concentradas ao estudo de Poliovirus (PV) (LIU et al., 1967;
SERAICHEKAS et al., 1968; DI GIROLAMO et al., 1975; METCALF
et al.,, 1979). Estudos mostraram que moderados niveis de PV sdo
depurados dentro de 3 dias por ostras da espécie Crassostrea virginica
(SOBSEY et al.,, 1987; POWER; COLLINS, 1989) e por C. gigas
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(HOFF, BECKER, 1969).

No entanto, tem sido demonstrado que HAV pode permanecer
infeccioso em ostras por um periodo de até 3 semanas, € pode ser
detectado por meétodos moleculares até 6 semanas (KINGSLEY;
RICHARDS, 2003), indicando que a pratica de transposi¢do, utilizada
muitas vezes no lugar de depuracdo, deve ser realizada por periodos
mais longos para eliminar HAV. Em contraste, ostras submetidas a
depuracdo por 96h, apresentaram uma reducdo de 98% e de 97% na
infecciosidade de HAV e RV, respectivamente (ABAD et al., 1997). lIsto
indica que a depuracdo de moluscos é um método mais efetivo na
eliminacédo de virus infecciosos, devido ao uso dos tratamentos da &gua
utilizada neste processo.

O sistema de purificacdo projetado por Blue Water Aquaculture
(Floriandpolis, SC, Brasil) foi eficaz para a purificacdo de ostras
contaminadas artificialmente por HAdV5 e HAV. O tratamento de
irradiacdo U.V. foi eficiente para eliminar a contaminacdo viral ap6s 96
h, conforme determinado pelo ICC-PCR e IFA. Com estes resultados,
foi possivel observar uma eliminacdo diferencial de HAdV5 e HAV em
ostras, em relacdo ao tempo de purificacdo. Este trabalho confirmou que
HAdV é um patdgeno especialmente resistente aos raios U.V. viral e
exigiu mais tempo para sua inativacao.

1.6 CONCLUSOES

. A etapa inicial de padronizacdo de técnicas levou a otimizacdo
das condigfes para 0s ensaios de depuragéo viral, tais como: qualidade
dos reagentes utilizados para a eluicdo viral, clarificacdo final das
amostras teciduais com cloroférmio, necessidade de diluicdo das
amostras para evitar a citotoxicidade nos ensaios de viabilidade viral,
sensibilidade das técnicas de deteccdo molecular, bem como a selegédo
do periodo de 3h para a bioacumulacéo viral, sem o uso de microalgas;

. De acordo com a cinética de depuracdo viral, foi possivel
observar que ha uma eliminacdo diferencial de HAdV5 em relagdo a
eliminacdo de HAV, sendo que a presenca do genoma de HAdV5 foi
detectada ao longo de todos os tempos amostrais, indicando uma
estabilidade maior quando comparado ao genoma de HAV;

. A deteccdo do genoma de HAdV5 com a aplicacdo de PCR e
gPCR em todos os tempos analisados pode ter ocorrido porque o
genoma inativado pela radiacdo U.V,, foi re-ingerido pelas ostras, ao
longo do periodo de 96h ou o virus, mesmo inativado, permaneceu
adsorvido aos tecidos das ostras;



66

. Os resultados obtidos nos ensaios de depuragcdo mostraram
diferencas na inativagdo de HAdV5 e HAV, durante o tempo de
recirculacdo e tratamento da 4gua do mar com U.V.;

. O sistema de depuracgéo avaliado foi efetivo para a purificacdo
de ostras artificialmente contaminadas com HAV e HAdV5, e 0
tratamento com U.V. foi efetivo para eliminar a contaminag&o viral em
72h;

. Houve a confirmacéo de que HAdV5 ¢é particularmente um
patdgeno viral resistente & radiagdo U.V., necessitando tempos mais
longos para sua inativagao.
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CAPITULO 2
Estudo da Desinfeccdo de Norovirus Murino, Adenovirus Humano e
Poliomavirus Humano em agua do mar natural e artificial tratadas
com cloro livre

-Trabalho desenvolvido no Laboratério de Virus Contaminantes de
Aguas e Alimentos, do Departamento de Microbiologia, da
Universidade de Barcelona, durante a realizagdo do estagio de doutorado
no exterior (Bolsa CAPES/PDEE) de janeiro a dezembro de 2009 -
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2.1 JUSTIFICATIVA

A cloracdo é o método predominante de desinfec¢do devido ao
seu baixo custo, facilidade de aplicagdo e capacidade de inativar uma
grande variedade de microorganismos patogénicos (DEBORDE;
GUNTEN, 2008). Devido a esta capacidade o cloro livre, (e também
dioxido de cloro e cloraminas) é comumente usado em processos de
tratamento de agua (BRUCHET; DUGUET, 2004). No entanto, em
certas circunstancias, pode induzir a formagdo de subprodutos
potencialmente prejudiciais (Trialometanos e Acidos Haloacéticos),
devido a sua reatividade com os componentes da agua ou poluentes
(RICHARDSON, 2005; KRASNER et al., 2006).

A desinfeccdo da 4gua geralmente envolve o uso de cloro em
um ou dois pontos (s) no processo de tratamento, ou seja, para um pré-
tratamento (para induzir a uma desinfecgdo no inicio do processo) e pos-
tratamento (para manter uma atividade desinfectante residual no sistema
de distribuicdo (DEBORDE; GUNTEN, 2008). Devido a sua atividade
dependente do pH, varias espécies de cloro (HOCI, CIO, Cl,, etc) podem
estar presentes em solucdo. Estas formas de cloro apresentam diferencas
significativas em sua reatividade com o0s microorganismos e
micropoluentes. Portanto, a variabilidade da eficiéncia na oxidagéo ou
desinfeccdo podem ser observados, dependendo do pH da A&gua
(KRASNER et al., 2006).

A capacidade de cloro para destruir microorganismos €
resultado da interferéncia no funcionamento quimico do organismo.
Especificamente, é a reacdo quimica entre HOCI e estrutura celulares
que inativa os processos vitais necessarios. A alta eficiéncia germicida
de HOCI ¢ atribuida a sua facilidade de penetrar em membranas
celulares e reagir com sistemas enzimaticos, e pela interagdo com as
proteinas do capsideo ou acido nucléico de patégenos virais
(CHEREMISINOFF, 2002).

Ha poucos estudos sobre o tratamento de agua do mar com uso
de Cloro (DUURSMA; PARSI, 1976; HAAG, 1981; WONG; OATTS,
1984; DIN et al., 2000), e em muitos deles esta claro que quando o cloro
é adicionado na agua do mar, a concentracdo inicial diminui ao longo do
tempo em duas fases. Na primeira fase, a concentracdo diminui
rapidamente; esta fase é sequida de uma diminuicdo muito mais lenta,
mas constante na perda da concentracdo ao longo do tempo (DIN et al.,
2000). A taxa de dissipacdo de cloro é afetada pela temperatura,
presenca de radiacdo e concentracdo de brometos. Uma fracdo
significante da demanda de cloro, principalmente na primeira fase, €
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causada pela reacdo entre o cloro adicionado e compostos organicos
naturalmente encontrados na agua do mar.

O pH da &gua e concentracdo de sais dissolvidos na agua do
mar influencia no potencial de desinfec¢do do cloro. Considerando o pH
8.0 da agua do mar, a adicdo de cloro pode resultar na presenca de
HOCI, OCI', HOBr e OBr e ira atuar criando um ambiente hostil para
os organismos vivos (KRASNER et al., 2006). Niveis aumentados da
concentracdo de sais, como KCI e NaCl melhoram a agéo do cloro livre
no tratamento de 4gua do mar (BERG et al., 1990; SHARP et al., 1980).

O cloro foi um dos primeiros métodos utilizados para a
desinfeccdo da &gua do mar para a depuracdo de moluscos bivalves
(RODRICK; SCHNEIDER, 2003). Quando utilizado com agua do mar
de baixa a moderada concentracdo de matéria organica, é um eficaz
bactericida, mas ndo ha evidencias sobre sua eficacia contra diferentes
patogenos virais (FAO, 2008).

A adicdo de cloro em sistemas de depuragdo de moluscos é
geralmente realizada através da utilizacdo de uma solugdo de hipoclorito
de sédio. Para efeitos de depuracdo, 2-3 mg/l de cloro livre €
normalmente utilizado por um tempo de contato, com a agua do mar, de
no maximo 1h. Antes de usa-lo é necessario reduzir o cloro livre na agua
(com a adicdo de Tiosulfato de Sddio) a menos de 0,1 mg/l, caso
contréario, elevados niveis de cloro na &gua podem interferir nas
atividades fisiolégicas dos moluscos (BLOGOSLAWSKI, 1991;
BOYD, 1996; RODRICK; SCHNEIDER, 2003), e também alterar o
sabor, reduzindo o valor comercial destes produtos.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a cinética de desinfeccdo de Adenovirus Humano tipo 2
(HAdV2), Norovirus Murino tipo 1 (MNV-1) e Poliomavirus Humano
JC (JCPyV) em agua do mar natural e artificial tratadas com cloro,
através do uso de técnicas moleculares e de cultivo celular, para sua
futura utilizagdo em depuradoras de moluscos bivalves.

2.2.2 Objetivos Especificos

. Estabelecer o0s parametros 6timos para a realizacdo dos
experimentos de estabilidade de HAdV2, MNV-1 e JCPyV em
agua do mar tratada com cloro, através da avaliacdo de diferentes
condi¢Oes experimentais;
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Desenvolver um ensaio de gRT-PCR para a quantificacdo de
genomas de MNV-1;

Estabelecer um método de cultura celular para a avaliagdo de
MNV-1 infecciosos;

Otimizar técnicas, previamente estabelecidas, para a avaliagdo da
desinfeccdo de HAdAV2 e JCPyV (métodos moleculares e de
cultivo celular);

Aplicar as condi¢fes experimentais e métodos otimizados para a
avaliacdo da cinética de inativagcdo de genomas virais e particulas
virais infecciosas em adgua do mar natural e artificial tratadas com
cloro.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Delineamento Experimental

Este trabalho é parte integrante da monografia apresentada

como requisito parcial para a obtencdo do grau de Especialista em
Biologia Experimental, pela Universidade de Barcelona, curso o qual foi
realizado pela doutoranda desta tese. Parte destes resultados foi
publicada em um artigo de Revisao, redigido pelo grupo de pesquisa da
Dra. Rosina Gironés, o qual foi publicado no periddico Water Research,
em 2010. A Figura 2.1 apresenta o fluxograma do delineamento
experimental desenvolvido para a realizacdo de todas as etapas
necessarias de padronizacdo e aplicagdo de técnicas utilizadas.
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Figura 2.1: Fluxograma das etapas experimentais seguidas para 0s experimentos
de desinfeccdo viral por cloro em agua do mar natural e artificial. Linha

tracejada: etapas de padronizacdo dos métodos; Linha inteira: etapas de
aplicacdo dos métodos.
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ESTABELECIMENTO DE CONDI~CC~)ES EXPERIMENTAIS
PARA OS ENSAIOS DE DESINFECCAO

2.3.2 Reagentes e Vidrarias

Os reagentes e vidrarias utilizados neste trabalho foram
preparadas de acordo com Thurston-Enriquez et al. (2003).
Resumidamente, todos os materiais de vidro, previamente ao uso, foram
imersos em uma solucdo de 100 mg/l de cloro livre, por um periodo
minimo de 12 h, com o objetivo de torna-los livre de demanda de cloro
(chlorine demand free). Posteriormente, estes materiais foram lavados
com agua deionizada e submetidos a um tratamento em estufa a 200 ° C
por 2h. Ap0s este tratamento inicial, Este tratamento inicial foi realizado
uma Unica vez e ao final de cada experimento, estes materiais foram
submetidos somente ao processo de imersdo em solucdo de cloro livre,
ndo sendo mais necessario o tratamento em estufa.

Para os ensaios de desinfeccdo em agua do mar, uma solucao-
estoque a 150mg/l de cloro livre foi preparada utilizando-se agua
sanitaria (hipoclorito de s6dio comercial, 42g de cloro/l) adequada para
a desinfeccdo de agua de bebida. Para atingir as concentracfes de cloro
livre utilizadas nos ensaios de desinfeccdo, uma diluicdo desta solugéo-
estoque foi feita em dgua deionizada (sempre no dia de sua utilizacdo).

2.3.3 Agua do Mar

Todos os experimentos de desinfeccdo foram realizados em
agua do mar natural ou artificial. Esta Ultima foi preparada com sais
marinhos comerciais (Sea Salts, Sigma, St. Louis, MO, USA),
dissolvendo-se 339 destes sais por litro de 4gua deionizada. A agua do
mar natural utilizada nestes experimentos foi coletada na praia de Gava,
localizada na costa mediterrnea, Catalunha, Espanha. O pH e a
condutividade de cada uma destas aguas foram avaliados, bem como a
qualidade microbiolégica da agua natural (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1: Pardmetros fisico-quimicos e qualidade microbioldgica das amostras
de &4gua do mar natural e artificial utilizadas nos experimentos de desinfecg&o.

Agua Natural  Agua Artificial

pH 7.6 7.9

Temperatura (°C) 23.7 23.9

Condutividade (ppt) 62.35 50.4
Turbidimetria (NTU) 0.75 -
Coliformes Fecais (UFC/ml) <4 -
Escherichia coli (UFC/ml) <4 -
Enterococcus faecalis (UFC/ml) <4 -

2.3.4 Estudo Preliminar do Decaimento de Cloro livre em contato
com Agua do mar

Previamente aos ensaios de desinfeccdo, foi necessario avaliar a
interferéncia das matrizes (PBS e meio de cultivo de células MEM 1X)
nas quais os estoques virais utilizados para semear as amostras de agua
foram preparados, considerando a possibilidade da existéncia de
demanda de cloro livre pelos componentes destas matrizes.

Para este primeiro experimento, foi utilizada &agua BDF
(“buffered demand free”), que consistia em 0,54 g de Na,HPO, (Anidro)
e 0,88 g de KH,PO, (Anidro) por litro de agua deionizada e destilada,
livre de cloro, cujo pH foi ajustado para 8,0 com 1M KH,PO,. Esta
solucdo, apos preparada foi estocada a 4°C até uso.

Foram realizados 3 experimentos diferentes. Para cada um
deles, foi utilizado um em recipiente de vidro previamente tratado (item
2.3.1), utilizando 1ml de cada matriz avaliada, adicionado a 100ml de
agua BDF tratada com uma concentracdo inicial de 2mg/I de cloro livre:
1)Iml de PBS; 2) 1ml de meio de cultivo de células MEM 1X
suplementado com 2% de SFB e 3) 1ml de meio de cultivo de células
MEM 1X suplementado com 10% de SFB. Em um quarto recipiente,
foram adicionados somente 100ml de agua BDF e cloro livre na
concentracdo inicial de 2mg/l, sendo este considerado como controle
negativo. Para cada um dos experimentos, foram realizadas coletas de
10ml de agua nos tempos de 30s, 5, 10 e 15 min, para a analise da
concentracdo de cloro livre pelo método DPD (N,N-dietil-p-
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Phenilenediamin), utilizando espectrofotdmetro Hanna HI 95711
(Hanna Instruments, Hungria).

Além destes ensaios, diferentes concentragdes de cloro livre
(Img/l, 1,5mg/l, 2mg/l e 2,5mg/l) foram testadas a fim de avaliar o seu
comportamento na agua do mar natural e artificial, e selecionar a melhor
concentracao inicial para a aplicacéo nos ensaios de desinfeccao.

Estes experimentos foram realizados com os dois tipos de agua
testados neste trabalho. Para cada teste, 100ml de 4gua do mar natural
ou artificial foram adicionados com as quatro diferentes concentrag¢fes
iniciais de cloro livre citadas acima, e os recipientes foram mantidos sob
agitacdo, a TA, por um periodo de 30 min. Nos tempos de 30s, 5, 15 ¢
30 min, 10ml de agua foi coletada e a concentracdo de cloro livre foi
avaliada como descrito anteriormente.

2.3.5 Armazenamento das Amostras

Ensaios anteriores realizados neste estudo (dados ndo
mostrados) demonstraram que o congelamento das amostras de 4gua do
mar pode afetar a recuperacdo viral, especialmente para a analise de
infecciosidade viral. Desta forma, todas as analises que envolveram
cultivo celular foram realizadas no mesmo dia dos ensaios de
desinfeccéo, para evitar a necessidade de congelamento das amostras.

Outros ensaios realizados previamente, demonstraram que a
aplicacdo de uma etapa de ultracetrifugacdo e recuperagdo da amostra
em tampdo PBS, permitiram o armazenamento das amostras a 4°C, além
de reduzir a toxicidade, concentra as particulas virais e elimina os
inibidores das reac6es de amplificacdo génica.

Desta forma, as amostras, apds desinfeccdo com cloro, foram
ultracentrifugadas a 60.000 xg, por 60 min, a 4 ° C. Os sedimentos
resultantes foram solubilizados em PBS estéril e mantidos a 4 ° C para
posteriores analises moleculares e em cultivo celular.

2.3.6 Extrac&o dos Acidos Nucléicos

O método utilizado para o isolamento do genoma viral de todas
as amostras foi o QIAmp Viral MiniKit (Qiagen, Valencia, CA, USA.),
de acordo com as instrugdes do fabricante. Resumidamente, 140ul de
cada amostra foram homogeneizados com 560 pl de uma solugdo de
lise, contendo isotiocianato de guanidina; os acidos nucléicos foram
precipitados com igual volume de etanol 100%e e este precipitado foi
purificado em uma mini-coluna, através do uso de duas diferentes
solucdes de lavagem. Ao final, os acidos nucléicos foram eluidos em



81

tampdo de eluicdo e armazenados a -80 ° C até serem usados para as
analises moleculares.

METODOS DE CULTIVO CELULAR

2.3.7 Células RAW 264.7 e producéo de MNV-1

As células RAW 264.7 (macrdfagos transformados com Virus
da Leucemia Murina de Abelson, derivados de camundongos BALBc,
Figura 2.2), bem como a cepa de MNV-1, foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Herbert W. Virgin, do Departamento de Patologia e Imunologia,
da Escola de Medicina da Universidade de Washington (Saint Louis,
Missouri, USA). Estas células foram propagadas em meio de cultivo
DMEM 1X (Gibco, Carlshad, CA, USA), suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (Low Endotoxin Serum, Gibco, Carlsbad, CA, USA),
1,5% HEPES, 1% penicilina/streptomicina, 1% Aminoacidos ndo
essenciais e 1% L-Glutamina. Para a producdo de MNV-1,
monocamadas confluentes de células RAW 264.7 foram infectadas por
até 48h. As células infectadas foram submetidas a 3 ciclos de
congelamento e descongelamento para liberar os virus ainda presentes
no interior das mesmas. O sobrenadante foi centrifugado a 2500xg por
10 min a 4°C, para eliminar os restos celulares. O material resultante foi
recuperado e armazenado a -80°C para uso nos ensaios posteriores.

Figura 2.2: Imagens de microscépio de luz invertido de células RAW 264.7
obtidas em aumento de 400X. A: células ndo infectadas, B: células infectadas
com MNV-1, apresentando efeito citopatico tipico.

2.3.8 Células A549 e producéo de HAdV2

As células A549 (células epiteliais de carcinoma de pulmdo
humano, Figura 2.3), foram obtidas a partir do banco de células europeu
(European Collection of Cell Cultures -ECACC) e mantidas com meio
de cultivo MEM 1X (Gibco, Carlsbad, CA, USA), suplementado com



82

10% SFB, 1% antibidticos Penicilina/Estreptomicina e 1% L-glutamina.
Para a producdo de HAdV2 (NCPV#00213), monocamadas
confluentes de células A549 foram infectadas por até 48h. As células
infectadas foram submetidas a trés ciclos de congelamento e
descongelamento e o sobrenadante foi centrifugado a 2500xg 10 min a
4°C, para eliminar os restos celulares. O material resultante foi
recuperado e armazenado a -80°C para uso nos ensaios posteriores.

A
Figura 2.3. Imagens de microscépio de luz invertido de células A549 obtidas em
aumento de 400X. A: células ndo infectadas, B: células infectadas com HAdV?2,
apresentando efeito citopatico tipico.

2.3.9 Células SVG-A e producao de JCPyV

As células SVG-A, derivadas de carcinoma gliais de células
embrionarias humanas (Figura 2.4), e a cepa viral JCPyV Mad-1 foram
gentilmente cedidas por Dr.Eugene O. Major, do Laboratério de
Medicina Molecular e Virologia, do Instituto Nacional de Transtornos
Neuroldgicos, National Institute of Health, Estados Unidos. Estas
células foram propagadas em meio de cultivo MEM 1X (Gibco,
Carlsbad, CA, USA) suplementado com 10% SFB, 1% antibi6ticos
Penicilina/Estreptomicina e 1% L-glutamina.

Para a producdo de JCPyV, monocamadas confluentes de
células SVG-A foram infectadas por 8 dias, ndo havendo inducdo de
efeito citopatico. Apos este periodo, as células foram submetidas a trés
ciclos de congelamento e descongelamento e o sobrenadante foi
centrifugado a 2500xg por 10 min a 4°C, para eliminar os restos
celulares. O material resultante foi recuperado e armazenado a -80°C
para uso nos ensaios posteriores.
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Figura 2.4. Imagens de microscdpio de luz invertido de células SVG-A néo
infectadas obtidas em aumento de 400X.

2.3.10 Ensaios de Citotoxicidade

Com o objetivo de avaliar a toxicidade das amostras de agua do
mar natural e artificial, frente as diferentes linhagens celulares, ensaios
de citotoxicidade foram realizados. Estes testes foram baseados na
metodologia previamente descrita por Rigotto et al. (2005), com
algumas modificagdes.

Células RAW 264.7, A549 e SVG-A foram propagadas em
placas de cultivo celular de 24 pogos, na concentracdo de

2><105células/ml, por 24h antes da realizacdo dos ensaios. A inoculacdo
das amostras foi realizada da seguinte maneira: diluicbes seriadas de
amostras de agua do mar natural e artificial, para cada um dos virus,
variando de 1:2 a 1:32 foram preparadas em meio de cultivo MEM 1X
sem soro fetal bovino. Um in6culo de 100ul de cada uma das dilui¢des
foi colocado em contato com as células por um periodo de 60 min, a
37°C. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. Ap6s o periodo
de incubacdo, o inoculo foi removido e 1 ml de meio MEM 1X
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino foi adicionado as células.
As placas foram incubadas a 37°C/5% CO,, e alteracdes morfoldgicas
na monocamada celular foram observadas ap6s 48h (para RAW 264.7),
96h (para A549) e 8 dias (para SVG-A) de incubacdo. Cada observacéo
foi comparada a controles negativos, contendo somente células e meio
de cultivo. As células foram observadas em microscopio de luz
invertido, fixadas com 1% de Formaldeido e coradas com 0,1% de
Cristal Violeta para estabelecimento da diluicdo ndo citotéxica da agua
do mar para ser utilizada nos ensaios de viabilidade viral.
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2.3.11 Imunofluorescéncia Indireta para titulacdo de HAdV2 e
JCPyV

Utilizou-se a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFA)
descrita por Barardi et al. (1998) para a titulagcdo de estoques virais e
analise de infecciosidade em amostras de 4gua do mar.

Para a titulacdo dos estoques virais de HAdV2, células A549
foram cultivadas em meio de crescimento durante 24h em camaras de 8
pocos (Lab Tek®, NUNC), na densidade de 3,0 x 10° células/ml,
utilizando 500ul para cada pogo. O fluido viral de HAdV2 foi diluido
seriadamente de 10™ a 107 em meio para manutengéo (meio MEM 1X
suplementado com 2% SFB) e 100uL de cada uma das diluigcdes foi
inoculado nos pogos, em duplicata, contendo as células. Os controles
negativos consistiram somente de inoculacdo com PBS e em seguida
meio de manutencdo. Ap6s adsorgdo viral, o in6culo foi removido e
500ul de meio de manutengdo foram adicionados, inclusive no controle
celular (negativo). As células ficaram sob incubagdo durante 72h nas
mesmas condi¢fes de temperatura e atmosferas mencionadas acima.

Apds a incubacdo, o meio foi removido e as células foram
lavadas 2X com solucdo salina (PBS). Em seguida as células foram
fixadas & cAmara pela adigdo de 300uL de metanol gelado a —20°C e
mantidas por 5 min a temperatura ambiente. As células foram entdo
rehidratadas pela adi¢do de 300uL de PBS e inoculadas durante 30 min
com 300uL de solugéo blogueadora (PBS, soroalbumina bovina a 1%,
GibcoBRL e Tween-20 a 0,05%, BIO-RAD), a fim de inibir as reacdes
inespecificas. A cada pogo foram adicionados 100uL do anticorpo anti-
adenovirus clone 20/11 (MAB8052), Millipore, diluido na razdo 1:200
em solucdo bloqueadora. As células foram incubadas por 1h a 37°C.
Apos, as células foram lavadas trés vezes com solucdo blogqueadora e
incubadas por 15 min em temperatura ambiente com um anticorpo anti-
IgG de camundongo, conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC, Sigma) diluido a 1:100. A seguir, as laminas foram lavadas trés
vezes com solucdo bloqueadora, secas a temperatura ambiente e
montadas em solucdo de montagem [formalina 5%, NaCl 0,25M,
DABCO (1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano), pH 8.6, 2,5%]. A andlise das
laminas foi realizada em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX
40). O titulo viral foi determinado através da contagem do nimero de
células fluorescentes na maior diluicdo viral, sendo expresso em
unidades formadoras de focos (FFU/mI).

Para os JCPyV, o mesmo protocolo, com pequenas
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modificacBes foi seguido. As células utilizadas foram as da linhagem
SVG-A, também crescidas por 24h até atingirem confluéncia. Em
seguida as mesmas foram infectadas com fluido viral de poliomavirus
JC diluido seriadamente de 10 a 10® em meio para manutencéo e
100pL de cada uma das dilui¢fes foi inoculado, em duplicata, nos pogos
contendo as células. Apos 90 min de adsor¢do viral, o meio de
manutencéo foi adicionado e a incubacéo foi mantida por 8 dias, sendo
que no quarto dia pos-infecgdo, 0 meio de manutencdo foi substituido
por meio de cultivo novo, para uma melhor manutencdo das células
durante um periodo mais longo de infec¢do. O anticorpo utilizado foi o
sobrenadante do hibridoma MON anti-SV40/JC VP41, diluido 1:10 em
solucdo bloqueadora. Todo o restante do ensaio foi feito conforme o
descrito acima para HAdV2.

Para os ensaios de infecciosidade viral ap6s desinfec¢do por
cloro, a técnica de IFA também foi utilizada. No entanto, previamente a
etapa de infeccdo das células, as amostras a serem inoculadas foram
previamente diluidas em meio de manutencdo a uma diluicdo néo
citotéxica (de acordo com resultados obtidos no item 2.3.10). Para a
deteccdo de HAdAV2, as camaras foram incubadas por 96h, e para a
deteccdo de JCPyV a incubacao foi realizada por 8 dias, a 37 ° C em 5%
de CO,. As etapas seguintes foram realizadas seguindo igual protocolo
utilizado para a titulagéo destes virus.

2.3.12 Ensaio de Placa de Lise para MNV-1

Este método foi realizado de acordo com Bae e Schwab (2008)
com algumas modificacdes. Trés diferentes periodos de incubagdo para a
replicacdo viral foram avaliados (24, 36 e 48h), com o uso de dois tipos
diferentes de agarose (agarose de baixo ponto de fusdo e de ponto de
fusdo normal), o que evita a difusdo da infeccdo viral a partir de uma
célula infectada, para outras células proximas. Pequenas regifes claras
arredondadas (denominadas placas de lise) sdo formadas na
monocamada celular como resultado de uma replicagéo viral localizada.
Estas placas podem devem ser melhor visualizadas com o uso de
coloracdo por um corante vital, como o cristal violeta ou vermelho
neutro.

Resumidamente, células RAW 264.7 foram cultivadas em
placas de 60 mm em uma densidade de 2 x 10° células por poco, por 24h
antes do inicio dos experimentos. Dilui¢cdes seriadas de base 10 do
estoque viral foram preparadas e destas diluicbes, 0,5ml foram
utilizados para inoculacdo das células. Ap6s uma incubacdo por 1 hora a
37 ° C na presenca de 5% de CO,, o inoculo viral foi aspirado e
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substituido por 2ml de uma solucdo contendo 1,5% de agarose
(SeaPlaque Agarose de baixo ponto de fusdo, Lonza, CA, USA ou
Agarose para Biologia Molecular, ponto de fusdo normal, Sigma) e
Meio de Cultivo MEM 1X, e novamente incubadas a 37 ° C por 24, 36
ou 48h, até que as placas de lise fossem visiveis. Apds esse periodo de
incubagdo, 2 ml de uma mistura de agarose 3% e MEM 2X (1:1),
adicionadas de 0,1% do corante Vermelho Neutro, foi sobreposta a
primeira camada de agarose aplicada. As placas foram contadas apos 6-
8h e o titulo viral foi expresso como PFU por mililitro (unidades
formadoras de placa/ml).

2.3.13 Ensaio de Placas de Lise para HAdV2

Este ensaio foi utilizado somente para as andlises de
infecciosidade das amostras de &gua tratadas com cloro, ndo sendo
aplicado para titulagdo de estoques virais de HAdV?2.

Uma suspenséo celular (6 x 10° células/ml) foi incubada com
um 1ml de cada uma das amostras de 4gua do mar. Esta mistura foi
adicionada a uma garrafa estéril de cultura de tecidos (25cm?) e
deixados em repouso a 36 + 2°C, por um periodo de 4 a 6h, para
permitir a infec¢do viral e adesdo das células a superficie da garrafa.
Apds este periodo, 5ml de meio de cultivo MEM 1X, contendo 1,5% de
carboximetilcelulose (CMC) foi adicionado a garrafa de cultivo, e esta
foi entdo incubada a (36 + 2) ° C por até 7 dias. Apos este tempo, 0 meio
foi removido, as células foram fixadas com 1% de formaldeido e
coradas com cristal violeta.

METODOS MOLECULARES

2.3.14 gPCR para HAdV2 e JCpyV

2.3.14.1 Preparacéo das Curvas-padréao

Para a producdo das curvas-padrdo aplicadas na quantificacdo
por gPCR para HAdV2 e JCPyV, dois plasmideos foram utilizados:
pJCPyV, contendo o genoma completo de JCPyV cepa Mad-1 no vetor
de clonagem pBR322 (gentilmente cedido por Andrew Lewis do
Escritorio de Pesquisas e Revisdo em Vacinas, CBER, FDA, USA) e
pAdV41, contendo o gene da regido Hexon de HAdV41, também
clonado no vetor pBR322 (cedido por Dr. Annika Allard da
Universidade de Umed, Suécia).

Bactérias competentes Escherichia coli JM109 (Promega,
Madison, W1, USA) foram transformadas com o plasmideo (pJCPyV ou
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pAdV41). Os plasmideos foram purificados das bactérias com o uso do
kit QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN GmbH, Inc., Hilden,
Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante, e 0 DNA obtido,
foi quantificado por espectrofotometria.

Para reduzir a possibilidade de contaminacdo por DNA
plasmidial nos laboratorios, os plasmideos foram linearizados com as
enzimas de restricdo Nrul (pJCPyV) ou BamHI (pAdV41) (Promega,
Madison, W1), de acordo com as instrucfes do fabricante. O produto da
reacdo enzimatica foi purificado e novamente quantificado; dilui¢bes
seriadas na base 10 foram preparadas em tampdo TE, variando de 10’
CG/10 pl a 10% CG/10 ul. Estas diluicbes foram aliquotadas e
armazenadas a —80 °C para uso posterior.

2.3.14.2 Amplificacao Génica

Para a quantificagdo de HAdV2 e JCPyV, utilizou-se o kit
Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). A seqiiéncia
dos iniciadores e sondas para cada um dos virus estdo descritos na
Tabela 2.2.

Para JCPyV, foram utilizados o par de iniciadores JE3F
(0,5uM)/ J3ER (0,5 puM) e a sonda JE3P (0,15 pM). Para HAdV2,
utilizou-se o par de iniciadores ADF (0,9 uM)/ADR (0,9 uM) e a sonda
ADP1 (0,225 pM). Para ambas as reag6es, o volume final foi de 25 pl,
contendo a mistura de reagdo Tagman na concentracéo final de 1X.

A quantificacdo foi realizada com o uso do termociclador
MX3000P Sequence Detector System (Stratagene, La Jolla, CA, USA),
com as seguintes condicdes de amplificacdo para ambos 0s virus: 2 min
a 50°C; 10 min a 95 °C e 45 ciclos de amplificacdo (15sa 95°C e 1 min
a 60 °C).

2.3.15 gPCR para MNV-1

Para o estabelecimento de um protocolo otimizado do qPCR para
quantificar copias gendmicas de MNV-1, as estratégias utilizadas foram
(1) avaliacdo de dois diferentes conjuntos de iniciadores e sondas; (2)
producdo e analise de trés diferentes curvas-padrédo para a quantificaco
absoluta: DNA plasmidial, RNA complementar (cRNA) gerado
comercialmente a partir de um molde do DNA e RNA extraido a partir
de um estoque viral de MNV-1 previamente quantificado por Ensaio de
Placas de Lise e (3) comparacdo de trés diferentes kits comerciais de
gRT-PCR.
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2.3.15.1 Iniciadores e Sondas

Os iniciadores e sondas testados foram selecionados a partir de
trabalhos ja publicados na literatura e estdo descritos na Tabela 2.3. As
condiges da reacdo de gRT-PCR foram aplicados de acordo com cada
autor.

Os conjuntos de iniciadores e sonda foram avaliados utilizando o
kit comercial One-step QuantiTect Probe RT-PCR Kit (Qiagen, Valencia,
CA, E.U.A) e realizado em termociclador Mx3000 Real Time PCR
System (Stratagene, La Jolla, CA, E.U.A)).
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Tabela 2.2: Iniciadores e sondas utilizados para a detec¢do de HAdV2 e JCPyV por qPCR.

Iniciadores e Sondas Sequencia (5'-3") Referencia
JCPYV BOFILL-MAS et al., 2001
JE3F ATGTTTGCCAGTGATGATTGAAAA
JE3R GGAAAGTCTTTAGGGTCTTCTACCTTT
JE3P 6-FAM AGGATCCCAACACTCTACCCCACCTAAAAAGA-

TAMRA
HAdV2 HERNROTH et al., 2002
ADF CWTACATGCACATCKCSGG
ADR CRCGGGCRAAYTGCACCAG
ADP1 6-FAM-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-
TAMRA

6-FAM, fluoréforo 6-carboxifluoresceina; TAMRA, quencher ndo fluorescente na regido 3" carboxitetrametilrodamina

Tabela 2.3: Iniciadores e Sondas avaliados para a detecgdo de MNV-1 por qRT-PCR

Set Sequence (5'-3") Location Reference
Fw-ORF1/ORF2 CAC GCCACCGATCTGTTC TG 4972-4991 BAERT et al., 2008
Rv-ORF1/ORF2 GCG CTG CGC CATCAC TC 5080-5064
MGB-ORF1/ORF2 6FAM-CGC TTT GGA ACA ATG- 5001-5015
MGBNFQ .
SA4 (Forward) TGA TCG TGC CAG CAT CGA 4763-4780 VINJE et al., (Personal
communication)
SAS5 (Reverse) GTT GGG AGG GTC TCT GAG CAT 4863- 4843
Probe MNV-P 6FAM-CTA CCC ACC AGA ACC CCT 4807-4833

TTG AGA CTC-BHQ1
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2.3.15.2 Produgdo e analise de trés diferentes curvas-padréo

Trés diferentes curvas-padrao foram geradas e avaliadas por sua
eficiéncia para quantificar MNV-1, de acordo com o limite de
sensibilidade de cada curva-padrdo, a eficiéncia da amplificacdo e os
valores do Slope e R? fornecidos pelo software utilizado para analise
dos resultados.

A eficiéncia da amplificacdo da reacdo de qPCR deve ser de 90
a 100%; o slope é o indicador da amplificacdo real, representa o
coeficiente angular da reta composta pelos pontos da curva-padrédo
(valores entre 3,2 e 3,5 sd0 aceitaveis) e 0 R representa a linearidade da
curva-padrdo (valores mais proximos de 1,0 indicam uma relagéo direta
entre os valores de Ct -cycle threshol- e 0 nimero de cdpias genbmicas).

De acordo com o conjunto de iniciadores e sonda selecionados,
a quantificagdo foi realizada com as seguintes condigfes: transcri¢do
reversa (30 min a 50 °C); ativagdo da enzima AmpliTag Gold (15 min a
95°C) e 45 ciclos de amplificagdo (10s a 95 °C, 30s a 55 °C e 15s a
72 °C).

- Curva padréao de DNA plasmidial

Com a finalidade de produzir uma curva padrdo a partir de
DNA plasmidial, os seguintes passos foram realizados: um produto de
PCR de 1.663 bp, correspondente a regido da juncdo ORF1/ORF2 do
genoma de MNV-1 (localizada na posi¢do 3.999-5.662) foi gerado por
PCR convencional, com o uso dos iniciadores descritos por Hsu et al.
(2007) e do kit comercial OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Valencia, CA);
este produto de PCR foi inserido no vetor de clonagem pGEM®-T Easy
Vector (Promega, Madison, USA), produzindo um plasmideo de 4.678
pb o qual foi utilizado para transformar bactérias competentes DHS5a E.
coli (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); este plasmideo foi purificado
com o kit PureYeld™ Plasmid Prep Kit (Promega, Madison, USA),
linearizado com a enzima de restricdo Sac | (Promega, Madison, USA) e
apés a determinacgdo por espectrofotdmetro da concentracdo plasmidial,
0 nimero de moléculas de DNA foi calculado através do uso da férmula
descrita abaixo. Uma diluicdo seriada de base 10 desta suspensdo foi
preparada em tampdo TE e utilizada como curva-padréo.

(X g/ul DNA/ [tamanho do plasmideo em pb x 660]) x 6.022 x 10 = Y
moléculas/pl
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Exemplo:

Tamanho do Plasmideo: 4.678 pb

Concentrago: 100 ng/ul = 100 x 10 g/ul

Célculo: (100 x 10 g/ul / [4678 x 660*]) x 6.022 x 10% = 3 x 10" mol/ul
* 660 para DNA,; 340 para RNA

- Curva padrao de cRNA

Uma curva-padrdo foi gerada com RNA transcrito a partir do
mesmo plasmideo utilizado para gerar a curva-padrdo de DNA. Este
RNA foi transcrito comercialmente por Yorkshire Bioscience (York,
Inglaterra), utilizando o sistema de trascricdo T7 RNA polimerase,
seguido da completa remocao DNA plasmidial com a enzima DNAse. O
RNA gerado foi purificado com LiCl, seguido por extracdes com
fenol/cloroférmio e precipitacdo com etanol. A concentracao de RNA foi
determinada por espectrofotometria e 0 nimero de cépias de moléculas
de RNA foi calculado conforme descrito anteriormente. Diluigdes
seriadas de base 10 foram preparadas em tampdo proprio para
armazenamento de RNA (RNA storage buffer, Ambion, Austin, E.U.A.).

- Curva padrdo de RNA proveniente de uma suspensdo de
particulas virais

RNA foi extraido como descrito acima (se¢do 2.3.6) de um estoque
MNV anteriormente titulado por placas de lise (como descrito no item
2.3.12). Diluicdes seriadas na base 10 deste RNA extraido foram
preparadas em tampao préprio para RNA (RNA storage buffer, Ambion,
Austin, E.U.A)) e utilizado como curva-padrdo. O nmero de cépias do
genoma, neste caso, foi calculado de acordo com o titulo viral obtido em
PFU/mI. A diluicdo seriada iniciou com 10® PFU/5 pl.

2.3.15.3 Comparacdao de kits comerciais para gRT-PCR

Apbds a selecdo do conjunto de iniciadores e sonda, trés Kits
comerciais para RT-qPCR foram comparados utilizando-se
concentracdes conhecidas de copias genomicas de MNV-1 (5 x 10° e 5
x 10'CG/reacio)

A performance de Platinum® Quantitative RT-PCR
ThermoScript™ One-Step System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
QuantiTect probe One-step RT-PCR (Qiagen, Valencia, CA, USA) e
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RNA UltraSense™ One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) foi analisada de acordo com as instrugdes de cada
fabricante. A selecdo do melhor kit comercial foi baseada na
sensibilidade do ensaio, na intensidade maxima de fluorescéncia (Rn e
ARn) e na auséncia de sinal ndo especifico nos controles negativos
(NTC). As condigdes de amplificacdo foram as descritas no item
2.3.15.2.

2.3.16 Tratamento enzimético (ET) previamente a deteccéo
molecular por gPCR (ET-gPCR)

Neste trabalho, foi aplicada uma estratégia para analisar a
aplicabilidade de tratamentos enzimaticos das amostras de desinfeccéo,
para a diferenciacéo entre virus inativados e virus infecciosos, através da
quantificacdo por qPCR. De acordo com Nuanualsuwan e Cliver (2002),
estes ensaios tém como principio, a capacidade do capsideo viral
proteger o &cido nucléico da acéo de proteases e nucleases.

Com este propésito, dois tratamentos enzimaticos foram
aplicados neste estudo para inferir sobre a infecciosidade viral, por
métodos moleculares. Estes tratamentos enzimaticos foram realizados
com o uso de Deoxyribunuclease | (DNAse I, Molecular grade,
Invitrogen), de acordo com protocolo previamente estabelecido pelo
grupo de pesquisa de Barcelona; e de Ribonuclease A (RNase A partir de
pancreas bovino, Invitrogen), de acordo com Nuanualsuwan e Cliver
(2002). Estes tratamentos foram realizados antes a extracdo de acidos
nucléicos das amostras, as quais foram submetidas a quantificacdo
posterior por q(RT)-PCR.

Para o tratamento com DNAse I, a enzima e as solucdes de
reacdo (tampdo de reacdo 1X e solucdo de inativacdo, providas pelo
fabricante) foram adicionados em excesso, considerando uma possivel
inibicéo destes reagentes devido a composicdo heterogénea de amostras
ambientais. Para o tratamento das amostras de agua do mar tratadas com
cloro, 100 pl de DNAse (1 Unidade/ul) e 100 pl de tampdo de reagédo
foram simultaneamente adicionados a 100 pl de cada amostra. Esta
mistura foi entdo homogeneizada e incubada por 30 min a TA. Apos este
périodo, 100 ul de solucédo de inativacdo foram adicionados e a amostra
foi aquecida a 70 °C por 10 min, para desnaturar a enzima e RNA.
Imediatamente ao final da reacdo, a amostra foi submetida a extracédo de
acidos nucléicos (item 2.3.6) e armazenada a -20° C, para posterior
quantificacdo por gPCR.

Para o tratamento com RNAse A, 100 pl de cada uma das
amostras foram tratados com 100ng da enzima, homogeneizadas e



93

incubadas por 30 min a 37°C. Apos este periodo, foram adicionadas 40
U de inibidor de RNAse, com o proposito de parar a reacdo enzimatica.
Imediatamente ao final da reacdo, a amostra foi submetida a extracéo de
acidos nucléicos (item 2.3.6) e armazenada a -20° C, para posterior
quantificacdo por qRT-PCR.

DESINFECCAOQO POR CLORO LIVRE

As técnicas otimizadas, conforme descrito nas secdes
anteriores, foram utilizadas para determinar a capacidade do cloro livre
em inativar virus infecciosos na 4gua do mar natural e artificial, a fim de
obter informages Uteis para a desinfeccdo da agua a ser utilizada em
tanques de depuracdo de moluscos. Estes dois tipos de agua foram
semeadas com concentracfes conhecidas de HAdV2, MNV-1 e JCPyV e
foram tratadas com cloro livre por um determinado tempo. A cinética de
desinfeccéo foi avaliada através da quantificacdo de genomas virais por
q(RT)-PCR e de virus infecciosos por ensaios em cultura celular.

2.3.17 Ensaios de Desinfecgao Viral

Para o desenvolvimento dos ensaios de desinfec¢éo, recipientes
de vidro previamente tratados (de acordo com item 2.3.2), contendo 65
ml de 4gua do mar natural ou artificial, foram mantidos a 23-25°C, no
interior de uma cabine de seguranga bioldgica. Durante todo o tempo do
experimento, estes recipientes foram mantidos sob agitacdo constante.

Antes de cada experimento, a concentracdo de cloro livre da
solucdo-estoque foi medida pelo método DPD e o volume necessério
para atingir a concentracao de cloro livre inicial, em cada recipiente, foi
calculado. Os experimentos foram realizados em duplicata para cada
tipo de agua.

Dois recipientes foram utilizados em cada experimento e ambos
foram semeados simultaneamente com MNV-1, HAdV2 e JCPyV
(suspensBes virais em PBS), em concentracbes que permitissem
verificar a reducdo de 4 logaritmos (5,0 x10° PFU/ml de MNV-1; 5,0 x
10° FFU/mI de HAdV2 e 1,5 x10° FFU/mI de JCPyV), ou seja, 99,99%
de eliminacdo de virus presentes inicialmente (EPA, 2003).

Um destes recipientes foi utilizado como controle negativo de
desinfeccdo, sem adicdo de cloro, para cada um dos experimentos
realizados. O uso deste cotrole foi necessario para avaliar se a inativacdo
viral ocorreu devido a atividade desinfetante do cloro ou devido a
interferéncia de compostos presentes na agua do mar. O outro recipiente,
contendo cloro livre em dgua do mar a uma concentracao inicial de 2,5
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mg/l, foi utilizado com o objetivo de avaliar a cinética de desinfeccdo
viral.

Os ensaios foram desenvolvidos por 60 min, e amostras de 5 ml
de 4gua do mar foram coletadas a cada 30s, 10, 20, 30, 45 e 60 min, de
ambos recipientes. Nos mesmos tempos de coleta, 5 ml de 4gua do mar
foram analisados para a determinagdo da concentragdo de cloro livre ao
longo do tempo experimental.

Ap6s cada tempo de amostragem, o cloro livre residual foi
imediatamente neutralizado pela adi¢cdo de 50 pl, de uma solugdo de
Tiossulfato de Sodio a 10%, a cada uma da amostras e estas armazeadas
a 4°C. Ao término de cada experimento, as amostras foram
ultracentrifugadas a 60.000 xg por 60 min a 4°C e o0 sedimento
resultante foi ressuspendido em PBS (item 2.3.4).

Posteriormente a ultracentrifugacdo, as amostras foram
submetidas a quantificagdo de genomas virais (tratamento com
nucleases, qPCR e gRT-PCR) e a andlise de infecciosidade (Ensaios de
Placa de Lise e IFA). Os ensaios em cultura celular foram realizados
sempre no mesmo dia dos ensaios de desinfeccdo, evitando congelar as
amostras.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Estudos Preliminares de Decaimento de Cloro Livre em Agua
do Mar Natural e Artificial

A matriz PBS foi selecionada para a preparagdo e diluicdo dos
estoques virais que foram utilizados nos experimentos de desinfec¢éo.
Esta escolha foi baseada na baixa interagdo do PBS com o cloro livre
presente na agua testada, o que evitou uma diminuicdo significativa de
cloro disponivel (Figura 2.5).

Quando diferentes concentragdes de cloro livre foram avaliadas,
a concentracdo inicial de 2.5mg/l foi selecionada, considerando que
permitiu niveis aceitaveis de cloro livre por no minimo 30 min, tempo o
qual foi considerado como adequado para a inativagdo viral, tanto para
agua do mar natural (Figura 2.6) como artificial (Figura 2.7).
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Cloro Livre
Cloro Liwe + PBS
Cloro Liwre + MEM 1X com 2% SFB

bt

Cloro Liwre + MEM 1X com 10% SFB

mg/l
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Tempo (min)

Figura 2.5: Curva de decaimento do Cloro Livre em 4gua BDF com diferentes
concentragBes de substancias organicas e inorganicas. Este experimento foi
realizado com uma concentracéo inicial de 2,0mg/I de cloro livre.
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Figura 2.6: Curva de Decaimento de Cloro Livre em 4gua do mar natural. Os
valores representam a media de dois experimentos independentes.
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Figura 2.7: Curva de Decaimento de Cloro Livre em agua do mar artificial. Os
valores representam a media de dois experimentos independentes.

2.4.2 Métodos de Cultivo Celular para Quantificacdo de HAdV2,
MNV-1 e JCPyV infecciosos apds os ensaios de desinfeccdo por
cloro

2.4.2.1 Titulacao dos Estoques Virais

Os estoques virais de HAdV2 e JCPyV que foram produzidos
para este estudo, foram quantificados pelo ensaio de IFA (item 2.3.11),
apresentando os titulos virais de  10° FFU/ml e 10" FFU/ml,
respectivamente. O titulo viral da suspensdo de MNV-1 produzida foi
determinado pelo ensaio de placa de lise (item 2.3.12) e foi quantificado
a 4 x 10° PFU/mI.

2.4.2.2 Citotoxicidade

De acordo com os ensaios de citotoxicidade (item 2.3.10), as
diluicBes 1:2,1:4 e 1:8, da agua do mar natural e artificial, em meio de
cultivo MEM 1X sem SFB foram selecionadas para serem usadas em
A549, RAW 264.7 e SVG, respectivamente, para o0s ensaios de
infecciosidade viral nas amostras de desinfeccéo.
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2.4.2.3 Ensaio de Placas de Lise para MNV-1

O melhor tempo de incubacdo para obter as placas de lise com
um tamanho adequado para a contagem visual foi de 48h, utilizando a
agarose de baixo ponto de fusdo SeaPlaque (Lonza, Basel, Suica). Os
tempos de incubagcdo de 24 e 36h apresentaram placas de lise de
tamanho pequeno, permitindo somente a quantificacdo de dilui¢des
muito baixas. O uso de agarose de ponto de fusdo normal ndo permitiu
uma avaliacdo visual satisfatoria das placas de lise. A Figura 2.8 ilustra
o resultado observado para este tipo de ensaio, com o uso de agarose de
baixo ponto de fusdo e um periodo de incubag&o de 48h.

A B

Figura 2.8: Formagdo de Placas de Lise por ap0s a infecgdo de células RAW
264.7 por MNV-1. A: Imagem Digital de placas visualizadas em uma placa de 6
pogos; B: Microscopia de Luz invertida obtida com um aumento de 200X.

2.4.2.4 Ensaios de viabilidade viral para HAdV2 e JCPyV em
amostras de dgua do mar

Na aplicacdo do método a IFA com o objetivo de quantificar
HAdV2 e JCPyV infecciosos em amostras de agua do mar ap6s
tratamento com cloro livre, ndo foi possivel uma otimizacéo do método.

Apesar de diferentes periodos de incubacdo da infeccdo viral
terem sido avaliados, os resultados obtidos ndo foram confiadveis e
reprodutiveis, tanto para HAdV2 como para JCPyV. Provavelmente a
heterogeneidade da matriz agua do mar tenha alterado as condicdes de
dispersdo viral na agua, resultando em uma diminuicdo do titulo por
agregacdo destes virus, ou causado alguma interferéncia nas reacdes
imunologicas.
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Desta forma, para avaliar a viabilidade de HAdV2 apds a
desinfeccdo, o ensaio de Placas de Lise foi selecionado por proporcionar
melhores resultados que o método previamente testado, ja que a
quantificacdo de particulas virais foi clara e facil. Uma interferéncia da
matriz 4gua do mar na monocamada de células ndo foi observada.

No entanto, devido a auséncia de um método alternativo para a
deteccdo de JCPyV infecciosos, esta etapa do trabalho ndo foi realizada,
sendo este virus quantificado somente por métodos moleculares.

A figura 2.9 apresenta um exemplo de resultado obtido com a
aplicacéo do ensaio de placas de lise para quantificagdo de HAdV2.

Figura 2.9: Formagdo de Placas de Lise em células A549 infectadas por
HAdV2, em garrafas de cultivo celular de 25cm?. As placas foram evidenciadas
com a coloragdo por Cristal violeta e identificadas como placas transllcidas,
que foram contadas e marcadas a caneta.

Fonte: http://www.virobathe.org/Cyprus%20presentations/WP4.pdf

2.4.3 Estabelecimento de um Protocolo para Deteccdo Molecular de
MNV-1

O conjunto de iniciadores descrito por Baert et al. (2008), que
tem como alvo a jungdo ORF1- ORF2 do genoma de MNV-1 apresentou
o melhor sinal de amplificacdo e foi selecionado para ser utilizado nos
ensaios posteriores.

A avaliacdo dos trés kits comerciais de qRT-PCR resultou na
selecdo de RNA UltraSense ™ QOne-Step RT-PCR System. Este kit
apresentou melhor sensibilidade de deteccdo (Cts de valores mais
baixos), maior intensidade da emissdo de fluorescéncia da sonda e
auséncia de amplificacdo ndo especifica nos controles negativos. A
tabela 2.4 apresenta os valores de Ct obtidos com a utilizacdo dos
diferentes kits de amplificagdo testados
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Tabela 2.4: Valores de Ct obtidos na avaliacdo de trés kits comerciais para a
amplificacdo de concentragdes conhecidas de copias gendmicas de MNV-1. Os
valores apresentados sdo referentes a ensaios realizados em triplicata.

Codpias RNA Platinum® QuantiTect
Gendmicas UltraSense™ Quantitative RT-  probe One-step
/reacdo One-Step PCR RT-PCR
Quantitative ThermoScript™
RT-PCR System  One-Step System
5x 10° 27.7,27.4;27.8 28.9; 30.3; 29.5 33.05; 32.8;
33.2
5x 10 35.1;36.4;354  36.3;NoCt;35.7 No Ct; 39.8;
40.1

Com a analise dos parametros R?, Slope, eficiéncia da reacio e
maxima fluorescéncia, a avaliacdo das trés diferentes curvas-padrao
curvas resultou na sele¢do da curva gerada com o uso de cRNA (Tabela
2.5).

Foi descrito que o uso de curvas-padrao produzidas com DNA,
para a quantificacdo de amostras de RNA, ndo leva em consideracdo a
etapa de transcricdo reversa, o que conduz a eficiéncias de reacdo
menores que 100% (84 a 98,6%) em compara¢do com os valores obtidos
guando é usado RNA como padrdo de quantificacdo (Fey et al., 2004).
Portanto, a utilizacdo de padrdes produzidos com DNA, leva a uma
guantificacdo subestimada do gene alvo, o que foi possivel observar em
nossos experimentos. Os resultados demonstraram que curvas-padrdo de
RNA obtido por transcricdo reversa, podem ser utilizadas com sucesso
para a quantificacdo do nimero de moléculas de RNA viral.

Levando em consideracdo, que uma PFU de MNV-1
corresponde a aproximadamente de 100 copias de DNA gendmico
(como foi observado durante este estudo), pode-se supor que a eficiéncia
do uso de RNA extraido de particulas virais de MNV-1 é semelhante ao
rendimento obtido através do uso de cRNA. No entanto, 0s parametros
da curva-padrdo obtidos com cRNA apresentaram valores de qualidade
superior.



100

Tabela 2.5: Valores de Ct e parametros obtidos na analise de trés diferentes
curvas-padrdo geradas para quantificar MNV-1. Os valores mostrados sdo
referentes a trés replicas por ensaio.

NuUmero de copias  Curva-padréo

Curva-padréo

Curva-padréo

gendmicas de cRNA de DNA de particulas
esperadas ou plasmidial virais
PFU/reacéo
10° 23.5;23;23.1 25; 25.2; 25 14.9; 14.7; 15
10* 26.4; 26.5; 26.9 28.7; 29; 28.7 18.5;18.8; 19
10° 30.7; 29.8; 29.4 31.3; 31.6; 32 21.8;21.4;21.8
10° 33.2;33.8;33.2 35.4;35.2;35.3 25.4;25.8; 26.5
10 35.9;36.1;36.3  38.8,38.7,37.6 30.7; 30.7; 30.2
10° No Ct No Ct, No Ct, 31.1;31.8; 32
39.1
Parametros da
Curva Padrao
Sloge -3.33 -3.28 -3.58
R 1.0 0.99 0.98
Eficiéncia 99.4% 101.4% 90.1%
Maéaxima 7 3 6

Fluorescencia

2.4.4 Deteccdo Molecular de HAdV2 e JCPyV
O protocolo de gPCR aplicado neste estudo para a quantificagcdo

da copias gendmicas de HAdV2 e JCPyV, foi de acordo com
metodologias previamente estabelecidas no laboratério da Universidade
de Barcelona. As curvas-padrdo geradas a partir de plasmideos
linearizados, contendo as regifes-alvo para cada um dos virus estdo
apresentadas na figura 2.10, bem como os parametros que indicam uma
linearidade na amplificacdo génica.
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R?: 0,99; Slope: - 3,49; Eficiéncia: 93.2%

Figura 2.10: Curva Padrao de DNA obtida com diluigdes seriadas na base 10 de
plamideos contendo a regido alvo de HAdV2 (A) e JCPyV (B)

2.4.5 Ensaios de Desinfeccéo por Cloro Livre

2.45.1 Demanda de Cloro Livre em Agua do Mar Natural e
Avrtificial nos Ensaios de Desinfeccéo

A taxa e a extensdo da demanda de cloro livre nas duas aguas
testadas foram determinadas simultaneamente & coleta de amostras para
a desinfeccdo viral. De acordo com a figura 2.11, ambas as aguas
apresentaram uma demanda de cloro livre, na qual uma concentragdo
residual do desinfetante diminuiu ao longo do tempo. Com a
concentracdo inicial de 2,5mg/l, houve um rapido consumo de cloro
livre em ambas as aguas ja nos primeiros 30s (um consumo de 40%),
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atingindo 80% de reducdo no cloro disponivel ao final do experimento
(60 min).

2.0

15 \
|
> 1.0 T
E I\IE:\L
0.5

0.0 T T T T T T 1

—o— Agua do Mar Natural

—& Agua do Mar Artificial

Tempo de Detencao (min.)

Figura 2.11: Curva de decaimento de cloro livre durante os ensaios de
desinfeccdo com &gua do mar natural e artificial

2.4.5.2 Cinética de Desinfecgao

Os resultados obtidos na avaliagdo da cinética de desinfeccdo
por cloro livre foram inicialmentre analisados com auxilio do programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) para avaliar a
tendéncia das curvas de decaimento viral. De acordo com os parametros
estatisticos obtidos, a reducdo na concentracdo viral seguiu uma cinética
com tendéncia exponencial negativa. Os dados completos estdo em
processo de analise estatistica, a qual esta sendo realizada pelo Professor
Dr. Miquel Calvo, do Departamento de Estatistica, da Faculdade de
Biologia, Universidade de Barcelona.

Os dados de desinfeccdo referentes aos valores absolutos de
concentracdo viral em cada amostra, por métodos moleculares e de
cultivo celular, estdo apresentados na forma de graficos construidos com
o0 programa GraphPad Prism 5.0.

Para a avaliagdo do decaimento logaritmico, em cada
experimento, a concentracgdo viral nas amostras controle (sem adi¢do de
cloro), no primeiro tempo analisado (t= 30s), foi expressa como No. A
concentracdo viral nas amostras tratadas com cloro, em cada tempo de
coleta (t), foi denominada de Nt. A redugdo viral em cada tempo “t” foi
computada como: concentracdo viral em cada tempo t (Nt)/concentragédo
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viral inicial (No) (THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2003). Os valores
obtidos foram entdo transformados para Logl0 (Logl0(Nt/No); valores
maiores que 4 significam uma redugdo de 99,99% das particulas virais
inicialmente quantificadas (EPA, 2003).

2.45.2.1 HAdV2

A cinética de desinfeccdo de HAdV?2 indicou que este virus
apresenta, de forma geral, uma resisténcia ao tratamento com cloro livre,
para ambas as aguas testadas. Baseado nos resultados de quantificacdo
de copias gendmicas por qPCR, HAdV2 apresentou uma redugdo
logaritmica de ~2,5log1o € ~2,3l0g10, NOs primeiros 10 min de contato
com o cloro livre, em &gua do mar natural e artificial, respectivamente.
Ao final de 60 min, foi observada uma reducdo de mais de 3,509 para
ambas as aguas, indicando uma remog¢do de 99,9% da concentragéo
inicial de HAdV2.

Quando foi avaliada a quantificagdo por ensaio de placas de
lise, foi possivel observar que HAdV2, apesar da diminuicdo da
concentracdo viral, manteve-se infeccioso ao final dos ensaios. Quando
0 qPCR foi precedido de um tratamento enzimatico com DNAse I, em
30 min foi observada uma reducédo em torno de 2,5logyo reducdo a qual
foi similar ao observado nas analises de infecciosidade.

A Tabela 2.6 apresenta um sumario dos resultados obtidos em
cada um dos tempos de amostragem, calculados na forma de redugéo
logaritmica. As Figuras 2.12 e 2.13 apresentam os valores absolutos de
quantificacdo em CG/ml (por gPCR e ET-gPCR) e PFU/mI (por Ensaio
de Placas de Lise), obtidos para ambas as guas testadas.
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Tabela 2.6: Sumério dos valores de reducdo logaritmica (Logio(Nt/No) para
HAdV2 apds desinfecgdo por cloro livre em 4gua do mar natural e artificial A
concentragdo residual de cloro foi medida de 0,5 a 60 min. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gPCR, ET-qPCR e Ensaios de Infecciosidade viral.

Tempo Cloro gPCR ET-gPCR  Infecciosidade
(min) Livre
mg/I
Agua do Mar Natural
0 2,50 0,00 0,00 0,00
0,5 1,70 -0,73 -1,20 -0,30
10 1,54 -2,50 NA NA
20 0,95 -3,15 NA NA
30 0,56 -3,00 -2,50 -2,25
45 0,50 -3,60 NA NA
60 0,45 -3,60 -3,35 -2,35

Agua do Mar Artificial

0 2,50 0,00 0,00 0,00
0,5 1,76 -0,75 -1,22 -0,04
10 1,44 -2,30 NA NA
20 0,96 -2,00 NA NA
30 0,74 -3,10 -2,66 -2,40
45 0,58 -3,70 NA NA
60 0,51 -3,70 -2,70 -3,30

NA: Nao analisado
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Figura 2.12: Curva de decaimento de HAdV2 ap6s desinfeccdo em agua do mar
natural tratada inicialmente com 2.5mg/l de cloro livre. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gPCR (A), ET-gPCR (B) e Ensaios de Infecciosidade viral (C).
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Figura 2.13: Curva de decaimento de HAdV2 ap6s desinfeccdo em agua do mar
artificial tratada inicialmente com 2.5mg/l de cloro livre. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gPCR (A), ET-qPCR (B) e Ensaios de Infecciosidade viral (C).
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2.4.5.2 MNV-1

Os resultados obtidos para a cinética de desinfeccdo de MNV-1
indicam uma maior sensibilidade deste virus ao tratamento com cloro
livre, quando comparado a HAdV2 e JCPyV, tanto em 4gua do mar
natural como em artificial. A curva de decaimento de cdpias gendmicas
por RT-gPCR e ET RT-qPCR (Figuras 2.14 e 2.15) indica a presenca do
genoma viral em todos os tempos analisados. No entanto, nas analises
de placas de lise, a partir de 20 min de contato com cloro livre, ndo
foram mais detectados MNV-1 infecciosos, 0 que permite inferir que
houve uma redugdo de 99,99% da concentragdo viral presente no inicio
do ensaio.

De acordo com a Tabela 2.7, os dados obtidos com RT-gPCR
precedido por tratamento enzimatico com RNAse A, indicaram uma
reducdo superior a 4,0log;, valor este similar ao obtido com a anélise de
infecciosidade e inferior aos obtidos por RT-gPCR sem tratamento.

A Tabela 2.7 apresenta um sumario dos resultados obtidos em
cada um dos tempos de amostragem, calculados na forma de reducéo
logaritmica. As Figuras 2.14 e 2.15 apresentam os valores absolutos de
quantificacdo em CG/ml (por gPCR e ET q(RT)PCR) e PFU/mI (por
Ensaio de Placas de Lise), obtidos para ambas as 4guas testadas.
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Tabela 2.7: Sumério dos valores de reducéo logaritmica (Log;o(Nt/No) para
MNV-1 apds desinfecgdo por cloro livre em 4gua do mar natural e artificial A
concentracéo residual de cloro foi medida de 0,5 a 60 min. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gPCR, ET-qPCR e Ensaios de Infecciosidade viral.

Tempo Cloro gPCR ET-gPCR  Infecciosidade
(min) Livre
mg/I
Agua do Mar Natural

0 2,50 0,00 0,00 0,00

0,5 1,70 -0,52 -1,90 -1,75

10 1,54 -0,42 NA -2,65

20 0,95 -1,46 NA -4,2

30 0,56 -2,05 -2,51 NA

45 0,50 -1,85 NA NA

60 0,45 -2,10 -4,2 NA

Agua do Mar Artificial

0 2,50 0,00 0,00 0,00
0,5 1,76 -1,10 -1,80 -1,35
10 1,44 -1,27 NA -2,42
20 0,96 -2,10 NA -4,37
30 0,74 -1,81 -3,47 NA
45 0,58 -3,53 NA NA
60 0,51 -3,83 -4,73 NA

NA: Nao analisado
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Figura 2.14: Curva de decaimento de MNV-1 ap6s desinfeccdo em agua do mar
natural tratada inicialmente com 2.5mg/l de cloro livre. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gRT-PCR (A), ET-qRT-PCR (B) e Ensaios de Infecciosidade
viral (C). |: limite de detecgdo do ensaio de placas de lise
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Figura 2.15: Curva de decaimento de MNV-1 ap6s desinfeccdo em agua do mar
artificial tratada inicialmente com 2.5mg/l de cloro livre. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gRT-PCR (A), ET-gRT-PCR (B) e Ensaios de Infecciosidade
viral (C). |: limite de detec¢do do ensaio de placas de lise
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2.4.5.3 JCPyV

Entre os trés virus analisados, JCPyV apresentou maior
estabilidade do genoma ao tratamento com cloro livre. N&o foi possivel
inferir sobre a infecciosidade das particulas virais integras, devido a
limitacdo da técnica de IFA para este tipo de matriz ambiental.

De acordo com os dados obtidos, foi possivel a deteccdo do
genoma viral em todos os tempos amostrados. Em 30 min de contato
com cloro livre, ocorreu uma redugdo logaritmica ndo superior a
1,6log;o em ambas as aguas testadas. Este valor ndo sofreu alteragdes
significativas até o final de 60 min (Tabela 2.8).

Baseado nos resultados de quantificacdo de cdpias genémicas
por gPCR precedido de tratamento com DNAse |, a reducdo logaritmica,
da mesma forma, foi observada uma pequena diminuicdo na
concentracao viral inicial (1,5log0 € 1,33l0g;0 , para &gua natural e 4gua
artificial, respectivamente). A Tabela 2.8 apresenta um sumario dos
resultados obtidos em cada um dos tempos de amostragem, calculados
na forma de reducéo logaritmica. As figuras 2.16 e 2.17 apresentam 0s
valores absolutos de quantificacdo em CG/ml (por gPCR e ET-gPCR),
obtidos para ambas as aguas testadas.
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Tabela 2.8: Sumério dos valores de reducéo logaritmica (Logio(Nt/No) para
JCPyV apos desinfeccdo por cloro livre em dgua do mar natural e artificial A
concentracdo residual de cloro foi medida de 0,5 a 60 min. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gPCR e ET-gPCR.

Tempo Cloro gPCR ET-gPCR
(min) Livre
mg/I
Agua do Mar Natural
0 2,50 0,00 0,00
0,5 1,70 -0,25 -0,75
10 1,54 -1,45 NA
20 0,95 -1,52 NA
30 0,56 -1,63 -1,56
45 0,50 -1,71 NA
60 0,45 -1,67 -151
Agua do Mar Artificial
0 2,50 0,00 0,00
0,5 1,76 -0,44 -0,30
10 1,44 -0,92 NA
20 0,96 -1,27 NA
30 0,74 -1,31 -1,12
45 0,58 -1,27 NA
60 0,51 -1,31 -1,33

NA: Nao analisado
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Figura 2.16: Curva de decaimento de JCPyV apo6s desinfeccdo em agua do mar
natural tratada inicialmente com 2.5mg/l de cloro livre. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gPCR (A) e ET-gPCR (B).
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Figura 2.17: Curva de decaimento viral de JCPyV apds desinfeccdo em agua do
mar artificial tratada inicialmente com 2.5mg/l de cloro livre. Os resultados
apresentados representam a média de dois experimentos independentes,
avaliados por gPCR (A) e ET-gPCR (B).
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2.5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi investigar a capacidade de cloro em
promover a desinfec¢do simultanea de MNV-1, HAdV2 e JCPyV, em
agua do mar natural e artificial. Até onde temos conhecimento, este € o
primeiro estudo descrevendo o uso da cloracdo da agua do mar,
fornecendo informacfes para a sua aplicagdo em sistemas de
aquicultura. Foram observadas diferencas nas taxas de desinfec¢do entre
os virus utilizados, tanto para a persisténcia dos genomas virais, como
para a infecciosidade viral. Previamente aos ensaios de desinfeccéo por
cloro livre, foram estabelecidas e otimizadas diferentes técnicas que
permitiram uma analise mais completa da cinética de desinfecgdo destes
virus.

Existem poucos estudos sobre a cloragdo da agua do mar
(DUURSMA; PARSI, 1976; WONG; DAVIDSON, 1977; HAAG, 1981,
WONG; OATTS, 1984; DIN et al., 2000) e de todos eles, parece claro
que quando o cloro é adicionado, ocorre uma reducdo da sua
concentragdo inicial, ao longo do tempo, em duas fases. Em uma
cinética tipica de decaimento de cloro, o cloro livre decai rapidamente
apés sua adigdo inicial, mas com o passar do tempo a taxa de
decaimento torna-se mais lenta. Na primeira fase, ocorre um rapido
decréscimo de concentracdo. Este é seguido de uma segunda fase, na
qual ocorre uma redugdo mais lenta e constante na concentragdo de
cloro, evidenciando um equilibrio quimico das formas de cloro
disponiveis nesta fase (DIN et al., 2000).

Uma concentracao de cloro livre suficiente deve ser adicionada a
agua, para que mesmo reagindo com qualquer uma das substancias
presentes, seja possivel a permanéncia de um pequeno excesso de cloro
para garantir a desinfeccdo completa (ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, IRLANDA, 1998). Desta forma, de acordo
com as Figuras 2.6 e 2.7, diferentes concentraces iniciais de cloro livre
(1 a 2,5mg/1) foram testadas para a determinagdo da demanda de cloro
nos dois tipos de aguas, e selecionar a concentracdo inicial que
permitisse uma disponibilidade de cloro em todos os tempos
amostrados.

Uma fracdo significativa da demanda de cloro observada em
nosso estudo foi causada pela reacdo entre este e compostos organicos
que estdo naturalmente presentes na agua do mar, reduzindo a
disponibilidade para a desinfec¢do. Substancias inorgénicas, tais como a
ambnia (NHs) e Ferro (Fe,) reagem rapidamente com o cloro, gerando
ums demanda instantdnea (WARTON et al., 2006). Desta forma, o cloro
livre é somente disponivel momentaneamente antes de sua combinacdo
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com o nitrogénio amoniacal, formando monocloramina, a qual apresenta
reduzida, mas sustentada, acdo desinfetante (DIN et al., 2000). A
presenca simultdnea de cloro livre e cloro combinado produz a curva
bifasica de reacdo (HAVELAAR; NIEUWSTAD, 1985), conforme foi
observado na Figura 2.10.

Considerando-se que agua do mar apresenta um pH aproximado
de 8,0, a reacdo pela adicdo de cloro com agua do mar resulta na
formacéo de HOCI, OCI, HOBr e OBr; estes compostos agirdo de forma
a criar um ambiente hostil para os organismos vivos, influenciando
positivamente no processo de desinfeccdo (DIN et al.,, 2000). Este
fenbmeno pode explicar o fato de que, no presente estudo, mesmo em
baixas concentragdes, o cloro livre disponivel foi capaz de inativar os
virus analisados.

De acordo com Urakami et al. (2007) e Shin e Sobsey (2008) é
amplamente aceito que o cloro livre perde a sua atividade virucida e
bactericida na presenca de substancias organicas, tais como
componentes celulares e proteinas dos meios de cultivo (MEM, por
exemplo, contém agentes redutores, tais como a cisteina, o que interfere
na atividade do hipoclorito de sédio). Portanto, a utilizagdo de uma
suspenséo viral em PBS evitou um maior consumo de cloro em todos 0s
experimentos realizados.

Para o estabelecimento de um protocolo de quantificacdo dos
genomas de MNV-1, por RT-gPCR, foram necessarias diferentes etapas
para otimizar as condicBes deste ensaio. A opcdo pelo uso de Kits
comerciais de RT-gPCR permitiu que as analises fossem realizadas em
somente uma etapa para a quantificacdo do RNA de MNV-1. A
vantagem do uso de protocolo de uso de sintese de cDNA e PCR é
minimizar a variacdo experimental, pois a etapa de transcricdo reversa
do RNA e a amplificacdo génica ocorrem em um mesmo tubo de reacao,
evitando a manipulacdo excessiva e uma possivel contaminacdo na
reacao.

A quantificacdo absoluta de MNV-1 nas amostras de agua,
exigiu o desenvolvimento prévio de uma curva-padrdo de concentracdes
conhecidas do niimero de genomas virais. Uma curva-padrdo produz
uma relacdo linear entre os valores de Ct e a quantidade inicial do RNA
ou cDNA, permitindo a determinacdo de concentracdes do gene alvo,
em amostras desconhecidas, baseada nos valores de Ct dados pela
curva-padrdo (HEID et al., 1996).

Uma curva-padrdo de gPCR utiliza fragmentos de DNA dupla-
fita, DNA simples fita ou cRNA, que contenham a sequéncia génica de
interesse. Curvas-padrdo baseadas em DNA apresentam uma maior
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sensibilidade e estabilidade que curvas baseadas em RNA. No entanto,
uma curva-padrdo de DNA ndo é confiavel para ser utilizada em ensaios
nos quais o alvo seja RNA, devido & auséncia da etapa de transcricéo
reversa (WONG; MENDRANO, 2005). De acordo com estas
informacBes, neste trabalho trés diferentes curvas-padrdo foram
avaliadas quanto a sua eficiéncia de amplificagdo, analisando-se o limite
de sensibilidade de cada uma e os valores obtidos para o slope e R

Com a analise dos parametros selecionados e apresentados na
Tabela 2.5, a avaliacdo das trés curvas resultou na selecdo da curva-
padrdo de cRNA, devido a uma maior eficiéncia em relacdo as outras
curvas geradas. Foi descrito que o uso de curvas de DNA nado leva em
consideracdo a transcricdo reversa do RNA, o que conduz a valores de
eficiéncia entre 84 e 98,6% (FEY et al., 2004). Portanto, a utilizacdo
destas curvas pode subestimar a concentracdo inicial do gene-alvo. Os
resultados demonstraram que uma curva de cRNA obtida por transcri¢édo
reversa in vitro pode ser utilizada com sucesso para a quantificagdo do
namero inicial de moléculas de RNA viral.

Considerando que agentes oxidantes fortes, como o cloro,
atacam tanto o capsideo viral como os acidos nucléicos, ha a
possibilidade de ainda obter-se resultados positivos por métodos
moleculares, mesmo ap6s a degradacdo do  capsideo
(NUANUALSUWAN; CLIVER, 2003). Neste contexto, dois
tratamentos enzimaticos foram aplicados neste estudo para avaliar a
infecciosidade viral, através de qPCR, apresentando resultados
promissores, principalmente para os resultados de JCPyV, para o qual
ndo foi possivel a finalizacdo dos ensaios de infecciosidade. Estes
tratamentos enzimaticos podem diferenciar virus inativados de virus
viaveis, com base na capacidade do seu capsideo protéico proteger o
acido nucléico da acdo de proteases e nucleases (NUANUALSUWAN;
CLIVER, 2002; PECSON et al., 2009), o que facilitaria estudos de
desinfeccdo de virus que ndo sdo adaptados ao cultivo celular, como o
HuNoV.

Embora as técnicas baseadas em qPCR fornecam dados sobre a
deteccdo de genomas virais de forma rapida, sensivel e especifica em
amostras ambientais, devido a persisténcia de genomas de virus
inativados (que ficam parcial ou totalmente intactos no ambiente), seus
resultados podem superestimar a contaminacdo viral real nas amostras
(PECSON et al., 2009).

Alguns estudos de desinfeccdo viral com cloro demonstram
curvas de inativacdo com uma rapida inativacéo inicial, seguida por uma
inativacdo gradual (LEE et al., 2003; PAGE et al., 2009). No entanto,
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talvez mais significante seja a atividade das espécies de cloro presentes
durante o processo de desinfeccdo em amostras ambientais
(CROMEANS et al., 2010).

Neste estudo, diferentes curvas de inativacdo foram observadas,
sugerindo que MNV-1 é mais sensivel & desinfeccdo com cloro, quando
comparado aos HAdV2 e JCPyV. MNV-1 mostrou uma rapida
inativacdo inicial, medida por ensaios de placa de lise em ambas as
aguas testadas, como apresentado nas Figuras 2.14 e 2.15. Estes
resultados estdo de acordo com estudos publicados (CANNON et al.,
2006; BELLIOT et al. 2008, SHIN; SOBSEY, 2008, CROMEANS et
al., 2010) e essa reducdo provavelmente reflete uma maior sensibilidade
da MNV-1 ao cloro livre, do que aos compostos de cloro combinado.
Embora MNV-1 tenha apresentado uma inativacdo rapida, o tempo
necessario para a reducdo de 4logyo foi superior ao tempo observado nos
estudos citados, sugerindo que a existéncia de fatores ambientais, tais
como forga ibnica e compostos encontrados naturalmente na dgua do
mar, possa estar retardando o processo de desinfeccdo, mas ndo sua
eficiéncia.

Por outro lado, HAdV2 mostrou-se mais resistente, apresentando
uma reducdo de 2,5log;y nos primeiros 10 min de contato, mas
mantendo uma infecciosidade residual até o final de 60 min, tanto em
agua do mar natural (Figura 2.12), como em artificial (Figura 2.13). Isto
sugere que o comportamento de HAdV2 pode seguir curvas de
inativacdo bi ou trifasicas, com uma fase inicial rapida de inativagao,
seguida por uma inativacdo gradual, dependendo da qualidade da &gua
(TREE et al., 2003; PAGE et al.,, 2009). Este tipo de curvas de
inativacdo pode ocorrer se 0s microorganismos sdo mais resistentes a
desinfeccdo ou se estdo agregados, 0 que proporciona maior resisténcia
a desinfeccdo do que microrganismos individualizados (TREE et al.,
2003). Outra possibilidade, de acordo com Cromeans et al. (2010), é que
mais de um mecanismo de inativacdo possa afetar o HAdV2, o qual
apresenta um capsideo mais complexo do que MNV-1 e JCPyV,
sugerindo que HAdV2 esteja sendo inativado de forma parcial, mas
mais rapida pela acdo do cloro livre e mais lentamente por cloraminas
(cloro combinado), com particulas infecciosas até o final dos ensaios.

Num estudo mais recente, Page et al. (2010), sugere que
HAdV2 submetidos a tratamentos com cloro livre, mantiveram a
capacidade de se ligar a receptores de células A549, apesar de serem
incapazes de formar placas de lise, indicando que os mecanismos de
acao do cloro podem atuar em eventos iniciais do ciclo de replicacdo do
virus, como a expressdo de proteinas virais precoces. Nesse mesmo
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trabalho, o DNA isolado de HAdV2 inativado por cloro, foi amplificado
por PCR, indicando que danos do genoma ndo sdo a Unica causa de
inativacdo viral.

Neste trabalho, foi observada uma redugdo logaritmica media de
1,5logi para JCPyV, em ambos os tipos de aguas testados, conforme
apresentado nas Figuras 2.16 e 2.17, indicando uma resisténcia deste
virus ao tratamento aplicado, quando comparado aoc comportamento de
MNV- 1 e HAdV2. Embora JCPyV tenha sido descrito como um
potencial indicador de contaminacdo fecal humana (BOFILL-MAS et
al., 2010, FUMIAN et al., 2010) dados sobre a sua inativacdo por cloro
ndo foram relatados até o momento, portanto este estudo apresenta os
primeiros dados sobre a estabilidade e desinfeccdo quimica destes virus
em &gua do mar.

2.6 CONCLUSOES

o Os ensaios realizados permitiram o desenvolvimento de um
delineamento experimental adequado para a avaliagdo da inativacéo de
HAdV2, MNV-1 e JCPyV em 4gua do mar natural e artificial. Estes
experimentos mostraram que algumas condi¢bes devem ser levadas em
consideracdo para subseqlentes estudos de inativacdo viral por cloro
livre, tais como: tratamento prévio de todo o material de vidro para a
eliminacdo da demanda de cloro livre; uso de uma concentragdo inicial
de cloro livre de 2,5 mg/L; uso de estoques virais preparados em PBS;
manutencdo das amostras a 4°C ap6s uma etapa de ultracentrifugacédo e
dissolucdo do sedimento em PBS e diluigdo das amostras antes dos
ensaios de infecciosidade para evitar a citotoxicidade;

. A selecéo do conjunto de iniciadores e sonda que amplificam a
regido da juncdo ORF1/ORF2, a selecdo do kit de qRT-PCR RNA
UltraSense ™ One-Step Quantitative RT-PCR e a 0 uso de cRNA como
curva-padrdo permitiram o desenvolvimento de um protocolo de gRT-
PCR para MNV-1 mais sensivel e especifico para a quantificacdo de
MNV-1 em agua do mar;

. Foi possivel o estabelecimento de um protocolo otimizado para
a avaliacdo da infecciosidade de MNV-1 pelo método de Placas de Lise,
sendo que o tempo de 48h de incubagdo e 0 uso de uma agarose de
baixo ponto de fusdo foram imprescindiveis na obtencdo de resultados
satisfatorios;

. Os resultados obtidos nos ensaios de desinfeccdo em agua do
mar mostraram diferencas na inativacdo de MNV-1, HAdV2 e JCPyV:
apds 60 min de tratamento com cloro livre em agua natural e artificial,
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. Os resultados obtidos para a desinfeccdo de JCPyV indicaram
uma pequena reducdo de genomas virais em 60 min de contato com
cloro livre, mas ndo foi possivel analisar a infecciosidade deste virus
devido a questdes técnicas da IFA; desta forma sdo necessérios outros
estudos para inferir sobre a cinética de desinfeccdo de JCPyV;

. Estes resultados confirmam que HAdV €é um virus
particularmente mais resistente a processos de desinfec¢do, que 0s
demais virus, e necessitaria tempos mais longos para sua inativagao.
Estas diferencas na cinética estdo provavelmente associadas as
diferentes formas de cloro disponiveis, ao tempo de contato e as
caracteristicas estruturais de cada um dos virus.
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CAPITULO 3
Estudo da Estabilidade de Adenovirus Humano tipo 2, Norovirus
Murino tipo 1 e Virus da Hepatite Aem Agua do Mar Natural com e
sem Tratamento por Radiagdo Ultra-Violeta



127

3.1 JUSTIFICATIVA

A desinfeccdo por radiacdo U.V. despertou o interesse das
empresas de tratamento de aguas por ter demonstrado ser efetiva contra
oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia, ambos considerados
resistentes ao tratamento com cloro (HIJNEN; BEERENDONK;
MEDEMA, 2006). Além disso, diferentemente de desifentantes
quimicos, a radiagdo U.V. produz subprodutos de menor toxicidade que
os gerados pela cloragdo (HAIDER et al., 2002). Os raios U.V. sdo
conhecidos por atuarem sobre os acidos nucléicos, causando danos
progressivos aos microrganismos, pois o principal mecanismo de agdo
da radiacdo U.V. é a quebra da estrutura de dupla-hélice do DNA
(UPADHYAYA et al., 2004). Quando o microrganismo absorve uma alta
dose de radiacdo, ocorre a morte biolégica do mesmo, mas para doses
menores, ocorre uma transformacao fotoquimica das bases pirimidicas,
produzindo ligagdes sucessivas entre timinas na cadeia de DNA,
formando dimeros, afetando a capacidade de replicacdo do
microrganismo, tornando-o ndo infeccioso (HIINEN; BEERENDONK;
MEDEMA, 2006).

Varios estudos tém demonstrado que a radiacdo U.V. pode
inativar efetivamente a maioria dos microrganismos, incluindo agentes
patogénicos, como bactérias entéricas, virus, esporos de bactérias e
cistos de protozoarios transmitidos através da dgua (DUAN et al., 2003;
LINDEN et al, 2002; ZIMMER; SLAWSON, 2002; HIIJNEN;
BEERENDONK; MEDEMA, 2006).

A radiacdo ultravioleta é 0 método de escolha para os sistemas
de depuracdo de moluscos bivalves em muitos paises, e uma vantagem
sobre os demais métodos de desinfeccdo de 4gua do mar é ndo alterar as
propriedades fisico-quimicas da agua, ndo interferindo na atividade de
filtracdo dos moluscos (FAO, 2008). As limita¢cBes ao uso de radiagdo
U.V. em 4agua do mar sdo a turbidez e sais dissolvidos na agua. Esses
fatores afetam a transmissao eficaz dos raios U.V. pela coluna de agua,
reduzindo, portanto, a acdo biocida deste processo (RICHARDS et al.,
2010). A preocupacdo é que os patdgenos associados a particulas em
suspensdo podem ser protegidos de desinfeccdo por U.V,, resultando em
uma menor taxa de inativacdo do que seria esperado. No entanto, 0 uso
de um filtro de areia, para a eliminacédo de sdlidos grosseiros na agua do
mar, € indicado para diminuir a turbidez desta agua (RODRICK;
SCHNEIDER, 2003).
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O efeito reconhecido de parametros ambientais sobre a
estabilidade e decaimento viral no ambiente marinho varia muito de
acordo com o tipo de virus estudado. A temperatura e radiagdo U.V. sdo
as que mais afetam a estabilidade das particulas virais em agua do mar,
enquanto a salinidade foi considerada como um fator secundario na
inativacdo viral (BITTON, 1980; 1999; LE GUYADER et al., 1994;
GANTZER et al., 1998). A salinidade, no entanto, foi indicada como
fator importante no aumento da agregacdo de particulas virais,
contribuindo para a reducdo do titulo viral em amostras de agua do mar
(GERBA,; SCAIBERGER, 1975). De acordo com Wets et al. (2004),
geralmente ocorre um decaimento de 99,9% das particulas virais de
Poliovirus, em &gua do mar, entre 2 e 5 dias, a temperaturas de 22 a
30°C.

Sinton et al. (2002) encontraram que as taxas de inativacdo de
bacteriéfagos pela luz solar € 10 vezes maior do que as suas taxas de
inativacdo, quando ndo ha incidéncia de radiacdo solar. Isto é consistente
com o observado por Johnson et al. (1997), que observou 90% e 99,9%
de inativacdo de Poliovirus em agua do mar apds 24h de incubacéo no
escuro e exposicdo ao sol, respectivamente. Apesar de sua sensibilidade
a radiacdo U.V.,, os virus sdao mais resistentes do que muitos outros
agentes patogénicos e bactérias indicadoras (FUJIOKA et al., 2002).
Além disso, os virus de DNA ou RNA fita dupla sdo mais estaveis
quando expostos a radiacdo U.V. (GERBA et al., 2002).

No entanto, em agua do mar, pouco ainda é conhecido sobre a
desinfeccdo e estabilidade de patégenos entéricos virais. Além dos
fatores ambientais citados anteriormente, outros devem ser levados em
consideracdo em estudos de estabilidade viral no ambiente marinho: a
associacdo das particulas virais em material organico particulado, a
concentracdo de nutrientes e presenca de microorganismos predadores
(TANI et al., 1995; LIPP et al., 2001; FONG; LIPP, 2005). Estes fatores
podem influenciar na dindmica de desinfeccdo viral neste tipo de agua,
sendo necessarios maiores estudos nesta area.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

Verificar a estabilidade de Adenovirus Humano tipo 2

(HAdV2), Virus da Hepatite A (HAV) e Norovirus Murino tipo 1 (MNV-
1), em &gua do mar, numa depuradora de moluscos bivalves na presenca
e auséncia de radiagdo Ultravioleta (U.V.).

3.2.2 Objetivos Especificos

Produzir e titular suspensGes-estoque dos virus da hepatite A
(cepa HM 175), Adenovirus Humano (cepa HAdV2) e Norovirus
Murino 1 em células FRhK-4, Hep-2 e RAW 2647,
respectivamente;

Padronizar as metodologias de ICC-RT-PCR (RT-PCR Integrado a
Cultura Celular) e Citometria de Fluxo, para a analise da
infecciosidade de HAdV2;

Avaliar a desinfeccdo viral em agua do mar natural, em um
sistema de depuragdo de moluscos bivalves, utilizando radiagdo
U.V. para tratamento da agua do mar recirculada;

Avaliar a estabilidade viral em agua do mar natural ndo tratada
por radiagdo ultravioleta;

Concentrar 0s virus presentes nas amostras de &agua do mar
através do uso da metodologia da floculagdo organica e extrair 0s
acidos nucléicos totais das mesmas para a quantificacdo de
genomas virais através de qPCR e qRT-PCR;

Avaliar a infecciosidade de HAdV2 e MNV-1 nas amostras de
agua do mar, utilizando técnicas previamente estabelecidas;
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Delineamento Experimental

Os experimentos e resultados apresentados neste capitulo foram
realizados no periodo compreendido entre 0s meses de marco e
setembro de 2010 e divididos em duas etapas: estabelecimento de
condicBes experimentais (padronizacdo de técnicas) e aplicacdo destas
condi¢Bes em ensaios de desinfec¢do de agua do mar, por radiagdo U.V.,
em um sistema comercial de depuracdo de moluscos bivalves. A Figura
3.1 apresenta o fluxograma das atividades realizadas neste periodo.
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'.................................}.................................;
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Padronizacao dos Métodos Moleculares para Detecgdo Viral
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. Padronizacdo de Métodos para Analise de Infecciosidade Viral

Ensaios de Desinfeccio e de Estabilidadede em Agua do Mar por U.V. em
Sistema de Depuracdo Comercial

v

[ Concentragdo Viral nas Amostras de Agua do Mar pelo Método ]

da Floculagédo Organica

T~

Extragéo de Acidos ICC-RT-PCR,

Nucleicos Virais Citometria de Fluxo
e Ensaio de Placas de
¢ Lise

gPCR e gRT-
PCR

Figura 3.1: Fluxograma representativo das etapas experimentais seguidas para
0s experimentos de depuragdo viral. Linha tracejada: etapas de padronizagdo
dos métodos; Linha inteira: etapas de aplicacdo dos métodos.
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CONDICOES EXPERIMENTAIS

3.3.2 Depuradoras e Agua do Mar

O sistema de depuracdo comercial, utilizado no presente
trabalho, foi projetado pela empresa de consultoria em Aquicultura Blue
Water Aquaculture e construido gracas a recursos do projeto
CNPg/MAPA/2008. O mesmo foi alocado no Laboratério de Virologia
Aplicada.

Este sistema foi planejado em sistema fechado de circulacdo de
agua (1.800I/h), composto por um tanque plastico com capacidade para
300 | de &gua do mar, uma bomba de recirculagdo da &gua e um sistema
de radiacdo Ultra Violeta (36W, ATMAN II, baixa pressdo, luz
moncromatica 254nm, intensidade estimada em 12mJ/cm? por passagem
pela luz U.V.) (Figura 3.2). O fluxo de agua deste tanque permite que o
volume de 300l de &gua do mar entre em contato com a luz U.V. 6X a
cada hora, desta forma, a dose de U.V. aplicada é acumulada em
72mJ/icm® O tanque da depuradora comporta 50 dizias de ostras,
distribuidas em quatro caixas plasticas vazadas, apoiadas em um suporte
inferior, destinado a evitar o contato direto com material excretado pelos
moluscos.

A 4gua do mar utilizada neste estudo foi proveniente da Barra
da Lagoa, Floriandpolis. Previamente ao uso, esta agua foi filtrada em
filtro de areia para remocéo de s6lidos em suspensao.

& A —— W | |

Figura 3.2: Sistema de Depuragdo. A: Tanque Plastico com capacidade para
300L de agua e 50 dizias de ostras. B: Lampada de Ultra Violeta (36W); C:
Bomba de recirculacdo de agua.
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3.3.3 Ensaio de Desinfec¢&o e Estabilidade Viral em Agua do Mar

Os estudos de desinfecgdo e estabilidade viral em 4gua do mar
sob tratamento, ou ndo, com radiacdo U.V. foram realizados em
triplicata (trés semanas distintas), e para cada ensaio foram utilizados
dois tanques de depuracdo. Cada um destes tanques foi preenchido com
300L de 4gua do mar previamente filtrada e semeado com os trés virus
selecionados. Um destes tanques foi conectado ao sistema de radiagéo
U.V. de 36W, e o outro ndo foi submetido a este tratamento.

Anteriormente & adicdo dos virus na agua nos tanques de
depuracdo, 1l de 4gua do mar foi semeado simultaneamente com os trés
virus, e este foi utilizado como indculo viral para a semeadura dos 299L
de dgua do mar restantes (j& contidos nos tanques de depuracéo),
totalizando 300L. Apos esta diluicdo, a concentracdo final de cada um
dos virus foi de aproximadamente 2x10* FFU, 2x10° PFU e 3x10° FFU
por ml de &gua do mar, de HAV, MNV e HAdV2, respectivamente.
Deste inoculo, foi retirado 1ml para posterior anélise viral, o qual foi
considerado como tempo Oh.

A é4gua do mar contida nestes tanques foi submetida a um
processo de recirculagdo por um periodo de 120h. A cada 24h, foram
realizadas coletas de 1l de 4gua do mar, totalizando 5 amostragens (24,
48, 72, 96 e 120h). Imediatamente apds cada coleta, as amostras foram
concentradas pelo método da floculagdo organica, descrito no item
3.3.4. A temperatura e o pH foram monitorados a cada periodo de
amostragem.

Outro ensaio de estabilidade viral também foi realizado, em
escala menor, em agua do mar semeada com HAdV2 e MNV-1 em
concentracbes mais elevadas. O ensaio consistiu em um recipiente
contendo 10L de dgua do mar semeado com as concentraces finais de
10° FFU e 10’ PFU por ml de agua do mar, de HAdV2 e MNV-1,
respectivamente. Esta agua foi mantida sob agitacdo constante, por um
periodo de 120h. A cada 24h foram realizadas coletas de 11 de agua, o
qual foi submetido imediatamente ao processo de concentragdo (item
3.3.4). A semeadura destes 10l foi realizada da mesma forma como
descrita acima.
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3.3.4 Concentracdo Viral em Amostras de Agua do Mar pelo
Método da Floculacdo Organica

A metodologia padronizada no presente trabalho baseou-se no
método descrito por Calgua et al. (2008). Esta metodologia utiliza
apenas um passo ha concentracdo das amostras, economizando tempo,
reagentes e evitando a manipulagdo excessiva das mesmas, o que pode
provocar possiveis perdas nas recuperagdes virais.

Apos a coleta de 1L de agua do mar, em cada um dos tempos de
amostragem, as mesmas foram acidificadas com HCI 0,1N a pH 3,5. Em
seguida, adicionou-se as amostras 10ml de uma solugdo de leite
desnatado acidificado (pH 3,5) preparado em agua do mar artificial
(Pre-flocculated Skimmed Milk PSM, 0,1%, Sigma). Em pH acido, esta
solucdo forma flocos, nos quais as particulas virais presentes irdo
agregar-se, promovendo assim, a concentragdo viral. Ap6s a acidificacdo
das amostras, estas foram submetidas a agitacdo por um periodo de 8h,
seguida de 8h de repouso, para a formagdo de um precipitado (Figura
3.3).

Ao final destas 16h, o0 sobrenadante foi aspirado
(aproximadamente 900ml), restando o precipitado de 100ml (Figura 3.3)
o0 qual foi centrifugado a 7.000xg, a 4°C, por 30 min. O sobrenadante
apos esta centrifugacao foi descartado e o precipitado final (concentrado
viral) foi solubilizado em 1ml de tampdo fosfato (NaH,PO,4, Na,HPOy,,
0,2M 1:2v/v) com o objetivo de neutralizar o pH. O concentrado final
foi armazenado em freezer -801 |C para posteriores analises moleculares
e de infecciosidade viral.

Figura 3.3: Formacdo do precipitado pelo método da floculagdo organica. A:
flocos obtidos apds 8h de agitagdo seguida de 8h de respouso; B: concentracdo
da amostra em um volume de 100ml.
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VIRUS E CELULAS

3.3.5 Virus e Células

A produgdo de estoques virais e o cultivo das respectivas
linhagens celulares foram realizados de acordo com os itens 2.4.7
(MNV-1 e células RAW 264.7), 2.4.8 (HAdV5 e células A549) e 1.3.2 ¢
1.3.3 (HAV e células FRhK-4).

A titulacdo de HAdV2 e HAV foi realizada por IFA (item 1.3.3) e
de MNV-1, por ensaios de placa de lise (item 2.3.12).

ANAL ISES DE INFECCIOSIDADE VIRAL

3.3.6 ICC- RT-PCR para HAdV2

A padronizagdo desta técnica foi realizada utilizando
suspensdes virais de HAdV2 inativados por calor (inativagdo em
autoclave, 20 min/121°C/1 atm) e suspensGes virais de HAdV?2 viaveis,
ambas na concentrago de 6,5 x10° FFU/ml

Estas suspensdes foram diluidas seriadamente em meio de
manutencéo, e 200 pl de cada uma das diluicdes 107 (6,5 x10” FFU/ml)
e 10" (6,5 x10° FFU/mI) foram inoculados em monocamadas
confluentes de células A549, em placas de 24 pocgos, preparadas 24h
antes de cada ensaio (2 x10° células/ml). Apés um perfodo de 1h, a
37°C, em atmosfera de 5% de CO,, para a adsorc¢do viral, o inoculo viral
foi aspirado e substituido por meio de manutengdo (1ml/pogo). As
placas foram mantidas a 37°C com 5% de CO,, por um periodo de 48h.

Posteriormente a este periodo de incubacdo, o meio de
manutencdo foi removido e as células foram submetidas a extracéo de
4cidos nucléicos utilizando-se o reagente Trizol®, de acordo com
instrucBes do fabricante, para a obtencdo do mRNA viral. Para eliminar
0 DNA contaminante, as amostras foram tratadas com DNAse, antes de
serem submetidas a amplificacdo génica. Este etapa consistiu no
tratamento de 1jug do RNA extraido com a enzima DNase | (QIAGEN,
Valencia, CA, USA n), utilizando-se 4U desta enzima, adicionada ao
tampdo de reacdo na concentracdo final de 1X (provido juntamente com
a enzima), 20U de inibidor de RNAse (RNase Out, Invitrogen™, CA,
USA) e agua livre de RNAse, para um volume final de 20 ul. Esta
mistura de reativos foi incubada por 15 min a TA. Posteriormente, 2,5
mM de EDTA foram adicionados para interromper a atividade da
enzima e esta foi degradada por tratamento a 65°C/10 min. O material
genético resultante foi imediatamente submetido a uma transcricdo
reversa, de acordo com o descrito no item 1.3.9.1.
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Para a analise da infecciosidade de HAdV2 presentes nas
amostras de desinfeccdo por U.V.,, estas foram previamente tratadas com
antibiético/antifingico (penicilina G 100U/ml; estreptomicina 100ug/ml
e anfotericina B 0,25ug/ml) e diluidas a diluicdes ndo citotoxicas (item
2.4.9). O procedimento para a infeccdo de células A549 e posterior
isolameto do RNA foi realizado de acordo com a metodologia descrita
acima para a padronizacao desta técnica.

Apbs a transcricdo reversa, a amplificagdo génica foi realizada
por Nested-PCR, conforme descrito no item 1.3.9.1. Foram também
incluidas amostras controles que ndo foram submetidas a etapa de
transcricdo reversa, a fim de confirmar a auséncia de DNA viral nas
amostras.

3.3.7 Citometria de Fluxo para HAdV2

Para a padronizacdo deste método, inicialmente foram
realizados testes para averiguar as melhores condi¢des para a reacdo
(nmero de lavagens ap6s a incubagdo com anticorpos, diluices dos
anticorpos primario e secundario e limite de sensibilidade para a
aplicacdo em amostras ambientais). Para todos estes ensaios, foram
utilizadas células A549 em placas de 24 pogos, preparadas 24h antes de

cada ensaio, na concentracdo de 2><105células/poqo (conforme item
1.3.10) e estoques virais de HAdV2 previamente titulados por IFA. As
condigcbes experimentais foram realizadas de acordo com Barardi et al.
(1998), com algumas modificagdes.

Primeiramente, foi avaliado o nimero de lavagens apds a
incubagdo com os anticorpos primario e secundario, utilizando-se
somente controles celulares, sem a presenca de virus. Esta etapa teve por
objetivo, analisar qual o nimero de lavagens com solucdo de blogueio
(BSA 1%, Tween 20 0,05%, EDTA 5 mM, preparada em PBS 1X) seria
adequado para eliminar a fluorescéncia de fundo (Background). As
condi¢Oes de incubacdo dos anticorpos foram as mesmas utilizadas para
0 ensaio de IFA (item 2.3.10).

Para a andlise no citbmetro de fluxo, as células foram
retiradas da placa por tratamento com 150ul de tripsina/poco; apos este
tratamento, cada amostra foi transferida a um microtubo de 1,7ml,
centrifugada a 1500xg/3 min, e ressuspendidas em 200l de solugéo de
bloqueio. Posteriormente, as células foram fixadas com 800ul de
metanol gelado, por 5 min e centrifugadas novamente, para descartar o
metanol. As células foram ressuspendidas em 500ul de solucdo de
blogueio, e mantidas sob agitacdo, a temperatura ambiente, por 30 min.
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Apos o periodo de bloqueio, as células foram novamente centrifugadas,
ressuspendidas em 100ul de solugdo de blogueio contendo anticorpo
primario diluido 1:200 e mantidas a 37°C por 60 min sob agitacao.

Apbs esta incubacdo, foram iniciadas as lavagens com 300l de
solucdo de blogueio, por 5 min cada vez, sob agitacdo. Foram feitas
analises com uma, duas e trés lavagens. Depois de cada lavagem, as
células sempre foram centrifugadas para descartar a solugdo anterior.
Posteriormente, foi realizada a incubacdo com 100ul do anticorpo
secundéario conjugado a FITC, diluido 1:100 em solucdo de bloqueio,
durante 15 min, sob agitacdo. Esta incubagdo foi seguida de lavagens
com solugéo de bloqueio, da mesma forma descrita anteriormente.

Ao final, as células foram centrifugadas novamente, solubilizadas
em 1ml de solugdo de bloqueio e transferidas para tubos plasticos
proprios para citometria de fluxo (BD Biosciences, San Jose, CA). A
leitura foi realizada em citdbmetro BD FACSCanto Il Flow Cytometer
(BD Biosciences, San Jose, CA), analisando-se 10.000 eventos (células).

Apo6s o estabelecimento do melhor nimero de lavagens com
solugcdo de bloqueio, foram realizados ensaios com concentragdes
conhecidas de HAdV2 (10* e 10° FFU/poco, incubadas por um periodo
de infeccdo de 72h) para a otimizacdo da diluicdo dos anticorpos
primario (1:200;1:400; 1:800 e 1:100) e secundario (1:100;1:200 e
1:400). Além disso, foram realizados ensaios para avaliagdo do limite de
sensibilidade desta técnica, utilizando-se HAdV2, diluido seriadamente
de 10" a 107, em meio para manutencéo e em 4gua do mar floculada (de
acordo com o0 método descrito no item 3.3.4).

Uma vez estabelecidas as melhores condi¢fes para os ensaios, as
amostras de agua do mar foram tratadas com antibiético/antiflngico
(penicilina G 100U/ml; estreptomicina 100pg/ml e anfotericina B
0,25ug/mL), diluidas a diluicbes ndo citotoxicas (item 2.4.10) e
aplicadas em células A549, para a avaliacdo da infecciosidade de
HAdV2.

3.3.8 Ensaio de Placa de Lise para MNV-1

A analise da infecciosidade de MNV-1 recuperados das amostras
de agua do mar dos ensaios de desinfeccdo e estabilidade viral foi
realizada de acordo com o0 método descrito no item 2.4.11. As amostras
foram diluidas previamente a diluicdes ndo citotdxicas (item 2.3.10) e
aplicadas, em duplicata, em cultivo celular de células RAW 264.7.

Foi realizado um ensaio para avaliacdo do limite se sensibilidade
desta técnica. Utilizou-se um estoque viral de MNV-1, diluido
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seriadamente de 10™ a 107, em meio de manutenc&o e em 4gua do mar
floculada (de acordo com o método descrito no item 3.3.4), para
averiguar se os componentes presentes na agua do mar poderiam inibir a
infeccdo viral e consequentemente, a formagdo de placas de lise.

ANALISES MOLECULARES

3.3.9 gPCR para HAV

Para a producdo da curvas-padrdo aplicada na quantificacdo por
gRT-PCR para HAV, foi utilizado o plasmideo pGEM®-T Easy \ector
(Promega, Madison, USA) contendo a regido 5"'UTR (Untranslated
Region) do genoma de HAV (gentilmente cedido pela Dr. Rosina
Gironés Llop, do Departamento de Microbiologia, da Universidade da
Barcelona). Bactérias competentes Escherichia coli JM109 (Promega,
Madison, W1, USA) foram transformadas com o plasmideo, e este foi
purificado das bactérias com o uso do kit QIAGEN Plasmid Midi Kit
(QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com as instruces do
fabricante, e 0 DNA obtido, foi quantificado por espectrofotometria.

Para reduzir a possibilidade de contaminagdo por DNA
plasmidial nos laboratérios, o plasmideo foi linearizado com a enzima
de restricdo BSAA-1 (Promega, Madison, WI), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O produto da reagdo enzimatica foi purificado
e novamente quantificado; diluicdes seriadas na base 10 foram
preparadas em tampéo TE, variando de 10" CG/10 pl a 10? CG/10 pl.
Estas diluicbes foram aliquotadas e armazenadas a —80°C para uso
posterior.

Para a quantificacdo de HAV, utilizou-se o kit RNA
UltraSense™ One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), em um volume final de reagcdo de 25 pl. Foram
utilizados os iniciadores HAV-F (5’- GGTAGGCTACGGGTGAAAC-
3’) e HAV-R (5’-GCGGATATTGGTGAGTTGTT- 3’), na concentragao
final de 250 nM cada, com a sonda: HAV-P (5-
CTTAGGCTAATACTTTATGAAGAGATGC-3"), na concentragdo final
de 100nM (JOTHIKUMAR et al., 2005).

A quantificacdo foi realizada com o uso do termociclador
utilizando o termociclador StepOne™ Plus Real Time PCR System
(Applied Biosystems, CA, USA), com as seguintes condi¢Ges de
amplificacdo: transcricdo reversa por 30 min a 50 °C seguida por 15
min a 95°C (ativacdo da enzima) e 45 ciclos de amplificacdo (10s a
95°C, 20s a 55°C e 15s a 72 °C). Para evitar inibicdo da amplificacdo e
aumentar a sensibilidade da reacdo, as amostras sempre foram
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analisadas em duplicata, e em dilui¢Ges 1:10 dos acidos nucléicos.

3.3.10 gPCR para HAdV2 e gRT-PCR para MNV-1

A preparacgdo das curvas-padrdo utilizadas para a quantificacdo de
HAdV2 e MNV-1 estdo descritas nos itens ltem 2.3.13.1 e 2.3.14.2,
respectivamente.

As condicBes de amplificacdo, iniciadores e sonda foram os
descritos nos itens 2.3.13.2 (para HAdV?2) e 2.3.14.2 (para MNV-1).

Da mesma forma descrita no item anterior, as amostras sempre
foram analisadas em duplicatas e em diluicbes 1:10 dos &cidos
nucléicos.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Padronizagdo do ICC RT-PCR para HAdV2

Os resultados obtidos com a padronizacdo desta técnica,
utilizando-se HAdV2 vidveis e inativados por calor Umido,
demonstraram que somente o DNA transcrito a partir do RNA de
particulas virais viaveis foi amplificado. A eficiéncia do método foi
comprovada pela auséncia de amplificagdo génica nas amostras
inativadas e nos controles ndo submetidos a transcri¢do reversa (Figura
3.4).
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3. HAdV 2 Autoclavado 6,5 x105 FFU/mL

4. HAdV 2 Autoclavado 6,5 x107 FFU/mL

5. HAdV 2 Nio Autoclavado 6,5 x10° FFU/mL
6. HAdV 2 Néo Autoclavado 6,5 x107 FFU/mL
9. HAdV 2 Autoclavado 6,5 x10° FFU/mL

10. HAdV 2 Autoclavado 6,5 x107 FFU/mL

11. HAdV 2 Néo Autoclavado 6,5 x105 FFU/mL
12 HAdV 2 Néo Autoclavado 6,5 x107 FFU/mL
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Figura 3.4: Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produtos de nested-PCR
referentes a avaliacdo da viabilidade viral de HAdV2 por ICC- RT-PCR. 1-7 e
14: Amostras submetidas a trascricdo reversa; 8-13: Amostras ao submetidas a
trancricdo reversa.

3.4.2 Sensibilidade do Ensaio de Placa de Lise para MNV-1

Para obter estes resultados, uma suspensdo viral de MNV-1 foi
diluida seriadamente (10" a 10”) utilizando-se como diluente 4gua do
mar natural floculada em concentragcfes ndo citotéxicas; estas diluicoes
foram submetidas ao ensaio de placas de lise, realizado em duplicata.
Paralelamente, esta mesma suspensdo viral foi diluida e titulada da
mesma forma, no entanto, utilizou-se como diluente 0 meio de cultivo
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MEM 1X. Como resultado, ndo foram observadas diferencas
significativas nos valores obtidos para o titulo viral de MNV-1 (5x10°
PFU/ml em &gua do mar e 10" PFU/ml em meio de cultivo MEM 1X),
indicando a ndo interferéncia dos componentes da dgua do mar sobre a
infeccdo viral. A figura 3.5 apresenta o resultado da quantificagdo de
placas de lise em diferentes dilui¢bes, as quais apresentaram um nimero
de placas possivel de ser quantificado.

40407+ . )
I Diluicdo em Agua do Mar floculada

- T [ Diluicdo em MEM 1X

2041024

PFU/mL

10402
Al NI [
5 5 7

Diluicdo Seriada

Figura 3.5: Comparacdo do numero de placas de lise de MNV-1 quantificadas
em distintas diluicdes seriadas de base 10, utilizando dois diferentes diluentes.

3.4.3 Padronizacdo da Citometria de Fluxo para HAdV2

De acordo com os testes realizados para a otimizagdo do nimero
de lavagens apés a incubagdo com os anticorpos primario e secundario,
foi observado que 3 lavagens com solucdo de bloqueio foram
necessarias para eliminar 99% da fluorescéncia de fundo (Background).
Os testes com diferentes diluicbes dos anticorpos resultaram na
padronizacdo de uma diluicdo 1:400 do anticorpo primario, e 1:100 para
0 anticorpo secundario, em solucdo de bloqueio. Estes condicdes,
portanto, foram utilizadas em todos os ensaios posteriores de citometria
de fluxo.

Quando foi comparada a titulagdo de um estoque de HAdV2
diluindo-se este seriadamente (de 10 a 10”") em meio de manutencéo e,
paralelamente, em agua do mar floculada, foi observada uma reducéo de
30% na sensibilidade da técnica, quando a diluicdo foi realizada em
agua do mar. Este resultado indica uma provavel inibicdo da composicédo
da agua do mar, na reacdo de imunofluorescéncia, realizada no
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citbmetro de fluxo. A Figura 3.6 apresenta a comparacdo do nimero de
células positivas para HAdV2 nas distintas matrizes avaliadas.

100+ )
90 [ Diluigdo em Agua do Mar floculada

80 @l Diluicdo em MEM 1X
70
60-
50-
40
30-
20-
104

% Células Positivas

¢ xs@ X@N’ XQQ{L x@% x@b x@% X@b xoé
4 @ (/] (4 & (/] 4 (/]
FFF S

UFF/mL

Figura 3.6: Comparagdo da porcentagem de células positivas por citometria de
fluxo para quantificagdo de HAdV2, em distintas dilui¢Bes seriadas de base 10,
utilizando dois diferentes diluentes. UFF: Unidades Formadoras de
Fluorescéncia; CC: Controle Celular.

3.4.3 Ensaios de Desinfeccdo de dgua do mar por Radiacéo U.V.

Os dados de desinfeccdo referentes a aos valores absolutos de
concentracdo viral em cada amostra, por métodos moleculares e de
cultivo celular, estdo apresentados na forma de Figuras construidas com
o programa GraphPad Prism 5.0. As analises estatisticas serdo
posteriormente realizadas para a submissdo do manuscrito para
publicacéo.

Para a avaliagio do decaimento logaritmico, em cada
experimento, a concentracdo viral nas amostras controle (sem
tratamento com radia¢do U.V.), no primeiro tempo analisado (t= Oh), foi
expressa como No. A concentragcdo viral nas amostras tratadas com
radiagdo U.V., em cada tempo de coleta (t), foi denominada de Nt. A
redugdo viral em cada tempo “t” foi computada como: concentracdo
viral em cada tempo t (Nt)/concentracdo viral inicial (No). Os valores
obtidos foram entdo transformados para Logio (L0gio(Nt/NO)
(THUSTON-ENRIQUEZ et al., 2003). Considerando que também foi
detectada uma reducdo no titulo viral nas amostras que ndo foram
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submetidas ao tratamento com U.V., esta mesma avaliacdo de reducédo
logaritmica foi realizada.

3.4.3.1 Parametros Avaliados durante 0s experimentos: temperatura
e pH médios

A temperatura € 0 pH da agua do mar utilizada em sistemas de
depuracdo foram constantemente monitoradas, para garantir condi¢des
adequadas para as atividades fisiologicas dos moluscos (FAO, 2008).
Em cada um dos experimentos realizados, os valores de temperatura e
pH foram coletados. A Tabela 3.1 apresenta os dados médios destes
pardmetros coletados nos trés ensaios.

Tabela 3.1: Valores de Temperatura e pH da agua do mar durante os ensaios de
desinfecgdo viral por radiagdo U.V. Os resultados estdo apresentados como a
média de trés experimentos independentes.

Tratamento Tempo (h) Temperatura pH Médio
Aplicado Média

Com Radiagédo U.V.
24 22,7 7,7
48 23,8 17
72 24,0 7,8
96 24,2 7,7
120 24,2 7,8

Sem Radiagédo U.V.
24 23,7 7,6
48 25,8 7,5
72 26,3 7,3
96 26,3 7,0
120 26,5 7,4

3.4.3.2 Cinética de Desinfeccdo de HAdV2

Baseado nos resultados de quantificacdo de cépias genémicas
por gPCR, HAdV2 apresentou uma reducdo logaritmica de 2,4logyo nas
primeiras 24h de tratamento com radiacdo U.V. Ao final de 120h, foi
observada uma reducdo de mais de 5log;, indicando uma remogéo de
99,99% da concentragdo inicial de genomas de HAdV2 (Tabela 3.3 e
Figura 3.7).

As amostras de agua do tanque controle, as quais ndo foram
submetidas ao tratamento com U.V., da mesma forma, apresentaram
uma reducdo no nimero de genomas quantificados em cada um dos
tempos. Em 24h de recirculacdo da agua, foi detectada uma reducdo de
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0,25log;0, € ao final do periodo de 120h, o numero de genomas virais
reduziu 2,5 logy em relagdo a quantificacdo inicial. Estes resultados
provavelmente estdo relacionados & heterogeneidade da composigédo da
dgua do mar, a qual pode interferir no padrdo de agregacdo das
particulas virais em suspensdo ou degradando estas particulas em cada
um dos tempos de amostragem.

1.010°
1.0x10° - Sem WV

1.0x107
008 -+ ComUWV

1.0x105
1.0x104 4
1.0x103 4
1.0x102 4
1.0x10* 4

1.0x10° T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144

Tempo de Detencédo (h)

CG/I

Figura 3.7 Curva de decaimento de genomas de HAdV2 em &gua do mar tratada
e nao tratada com radiacio U.V. (36W). Os resultados apresentados
representam a média e desvio padrdo de trés experimentos independentes,
avaliados por gPCR.

A infecciosidade de HAdV2 foi avaliada por dois diferentes
métodos. Com a aplicacdo do ICC RT-PCR, foi possivel observar que
este virus manteve-se infeccioso apenas até 72h de recirculacdo da adgua
(Tabela 3.2), tanto para amostras tratadas como ndo tratadas por
radiagdo U.V., apesar da deteccdo de genomas virais em amostras
coletadas em 120h.

Surpreendentemente, a analise por citometria de fluxo, ndo
apresentou resultados satisfatorios para a deteccdo de HAdAV2
infecciosos. A porcentagem de células infectadas nas amostras tratadas e
ndo tratadas com U.V., até o periodo de 72h de recirculacdo da agua, ndo
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apresentaram diferenca significativa, quando comparadas ao controle
celular (Figura 3.8). Desta forma, os demais tempos ndo foram
analisados.

Tabela 3.2: Resultados obtidos por ICC-RT PCR para HAdV2 em amostras de
&gua do mar tratadas e ndo tratadas com radia¢do U.V., por um periodo de 120h.
Os resultados estdo indicados como o nimero de réplicas com resultados
positivos na RT-PCR (n=3).

Tratamento Aplicado Tempo (h) ICC RT-PCR
Com Radiagéo U.V.
24 13
48 0/3
72 1/3
96 0/3
120 0/3
Sem Radiacéo U.V.
24 3/3
48 2/3
72 1/3
96 0/3

120 0/3
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Figura 3.8: Citometria de Fluxo para andlise da infecciosidade de HAdV2 em
amostras de dgua do mar tratadas e ndo tratadas com radiagdo U.V., por um
periodo de 72h. CC: Controle celular; CV: Controle Viral, infeccdo com 10°
FFU de HAdV2.

3.4.3.3 Cinética de Desinfec¢do de MNV-1

Baseado nos resultados de gRT-PCR, MNV-1 apresentou uma
reducdo logaritmica de 3,1log;0 nas primeiras 24h de tratamento com
radiagdo U.V. Ao final de 120h, ndo foram mais detectados genomas
virais, j& que em 72h de tratamento, foi observada uma redugdo de
4,710g0, indicando uma remocdo de 99,99% da concentragéo inicial de
MNV-1 (Tabela 3.3 e Figura 3.9).

As amostras de dgua ndo submetidas a radiacdo U.V., da mesma
forma como foi observado para HAdV2, apresentaram uma instabilidade
viral em &gua do mar. Houve uma redugcdo no nimero de genomas
quantificados em cada um dos tempos. Em 24h e ao final de 120h de
recirculacdo de agua nos tanques, reducdes de 2logyo e 3logye foram
detectadas em relacdo a quantificacdo inicial.

O ensaio de placas de lise foi aplicado para a analise de MNV-1
vidveis nas amostras de agua do mar. Como somente até 72h de
tratamento com radiacdo U.V. foi observada a presenca de genomas
virais, este ensaio de viabilidade concentrou-se os tempos de 24, 48 e
72h. Foi possivel observar a presenca de MNV-1 em todos os tempos
analisados (Figura 3.10), apesar de uma grande redugdo no nimero de
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particulas virais quando comparadas ao nimero de copias genémicas,
tanto para amostras tratadas como néo tratadas por radiacdo U.V.

1.0x10° -
1.0510° §
1.0x07 4
1.0x106 -
1.0x105 -
1.0x10% -
1.0x103 -
1.0x102 -
1.0x101 -

1.0x100 T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144

Tempo de Detencéo (h)

-e- Sem UV
-= Com UV

CaGl/l

Figura 3.9 Curva de decaimento de genomas de MNV em agua do mar tratada e
ndo tratada com radiagdo U.V. (36W). Os resultados apresentados representam
a média e desvio padrdo de trés experimentos independentes, avaliados por
qRT-PCR.
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Figura 3.10: Ensaio de Placas de Lise para analise da infecciosidade de MNV-1
em amostras de agua do mar tratadas e ndo tratadas com radiacdo U.V., por um
periodo de 72h. Os resultados apresentados representam a média e desvio
padrdo de trés experimentos independentes
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3.4.3.4 Cinética de Desinfeccédo de HAV

Devido a problemas apresentados no cultivo celular de FRhK-4,
ndo foram realizadas analises de infecciosidade para HAV. Desta forma,
os resultados apresentados sdo somente referentes a quantificacdo de
genomas deste virus nas amostras de agua do mar, por gRT-PCR.

Os resultados obtidos indicaram a presencga de genomas de HAV
em todos os tempos amostrados, com uma reducdo logaritmica de
2,1log;o nas primeiras 24h de tratamento com radiacao U.V. Ao final de
120h, foi detectada uma redugdo de 3,5log10, em relagdo a concentragdo
inicialmente detectada (Tabela 3.3 e Figura 3.11). Foi observada, como
para os demais virus analisados, uma reducdo na quantificacdo de
genomas, nas amostras ndo submetidas ao tratamento com radiagdo
U.V. Em 24h de recirculagdo da &gua, 0 niUmero de genomas apresentou
uma reducdo de 1,5logio, NO entanto, essa reducdo nao sofreu variacdo
significativa ao final de 120h, no qual foi observada uma reducdo de
1.7loa:n em cada um dos tempos de analise

1.0x107
1.0x10°
1.0x10°
1.0x10* 1
1.0x10°
1.0x107
1.0x10? 1

1.0)(100 T T T T T 1
0 2448 72 9% 120 144

Temnn de DetencAn (min)

- Sem UV
-+ ComUV

CG/L

Figura 3.11 Curva de decaimento de genomas de HAV em &gua do mar tratada
e nao tratada com radiacdo U.V. (36W). Os resultados apresentados
representam a média e desvio padrdo de trés experimentos independentes,
avaliados por gRT-PCR.
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Tabela 3.3: Sumério dos valores de reducdo logaritmica (Logio(Nt/No) para
HAdV2, HAV e MNV-1 em &gua do mar natural com e sem tratamento com
radiacdo U.V., por um periodo de 120h. Os resultados apresentados representam
a média de trés experimentos independentes, avaliados por gPCR e gRT-PCR.

Tempo gPCR para gRT-PCR gRT-PCR
(h) HAdV2 para HAV ~ para MNV-
1
Com Radiacéo U.V.
0 0,00 0,00 0,00
24 -2,40 -2,14 -3,10
48 -3,40 -2,50 -4,10
72 -3,54 -2,60 -4,750
96 -3,84 -2,86 -
120 -5,24 -3,52 -
Sem Radiacéo U.V.
0 0,00 0,00 0,00
24 -0,25 -1,50 -1,99
48 -1,05 -1,58 -2,20
72 -1,10 -1,86 -2,35
96 -1,30 -1,29 -2,80
120 -2,05 -1,68 -3,10
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3.4.4 Ensaios de Estabilidade

Com a finalidade de confirmar os resultados obtidos nas amostras
de 4gua do mar ndo submetidas ao tratamento com radiacdo U.V., foi
realizado um experimento em escala menor (10L de agua do mar), com
concentragGes mais elevadas de HAdV2 e MNV-1, por um periodo de
120h. Estas amostras foram quantificadas por qPCR e qRT-PCR, e
analisadas por citometria de fluxo (HAdV2) e ensaios de placas de lise
(MNV-1), para avaliagdo da infecciosidade de cada um dos virus.

Como resultado, foi confirmado que ambos os virus apresentam
uma instabilidade em &gua do mar, apresentando reducéo significativas
em suas concentracdes de copias gendmicas a partir de 48h em contato
com agua do mar (Tabela 3.4) . HAdV2, ao final de 120h de analise,
apresentou uma reducéo de 1,7log;o em sua concentragdo inicial de
genomas; € MNV-1, uma reducdo de 1,5log;0, em cada um dos tempos
de analise  Quando estas amostras foram submetidas ao cultivo
celular, novamente foi observada a baixa sensibilidade do ensaio de
Citometria de Fluxo para amostras de agua do mar, para a detec¢do de
HAdV2. De acordo com a figura 3.13, ap6s 48h, ndo foi possivel a
deteccdo de células infectadas por HAdVZ2, pois os demais tempos de
amostrages apresentaram resultados similares aos encontrados para o
controle celular. Apesar deste experimento ter sido realizado uma Unica
vez, os resultados de citometria de fluxo observados corroboram que a
agua do mar contribui para diminuir a estabilidade e infecciosidade
viral. No entanto, o ensaio de placas de lise indicou a presenca de MNV-
1 ifecciosos até o periodo de 96h de contato com agua do mar.
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Figura 3.12 Curva de estabilidade de genomas de HAdV2 em &gua do mar, por
um periodo de 120h, por gPCR.
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Figura 3.13 Estabilidade de HAdV2 em amostras de agua do mar por um
periodo de 120h por citometria de fluxo CC: Controle celular; CV: Controle
Viral, infeccdo com 10* FFU de HAdV2.
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Figura 3.14 Curva de estabilidade de genomas de MNV-1 em &gua do mar, por

um periodo de 120h, por gRT-PCR

Tabela 3.4: Sumario dos valores de reducdo logaritmica (Log;o(Nt/No) para
HAdV2 e MNV-1 nos ensaios de estabilidade em agua do mar natural, por um

periodo de 120h.
Tempo gPCR para gRT-PCR

(h) HAdV2 para MNV-1
0 0,00 0,00

24 -0,31 -0,50

48 -0,83 -1,14

72 -1,55 -0,80

96 -1,60 -0,97

120 -1,66 -1,48
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3.5 DISCUSSAO

O uso de radiacdo U.V. para a desinfeccdo de agua é muito
empregado no tratamento de aguas de reuso, para consumo humano e
recreacdo (HIJNEN; BEERENDONK; MEDEMA, 2006). O interesse
em avaliar um tratamento por U.V. em agua do mar esta diretamente
relacionado com sua aplicacdo na aquicultura, especificamente em
tanques de depuragdo de moluscos bivalves, os quais necessitam um
suprimento de agua do mar de boa qualidade microbioldgica, e, de
particular interesse em analises de bioacumulacdo e eliminagdo de
patdégenos entéricos nestes moluscos. No entanto, pesquisas sobre a
desinfeccdo de &gua do mar para esta aplicagdo ainda sdo poucas
principalmente as relacionadas a desinfec¢do de patégenos virais (HILL
etal., 1967; 1970; CHANG et al., 2002).

Neste capitulo, avaliou-se a eficiéncia de outro sistema fechado
de depuragdo de moluscos bivalves, distinto daquele utilizado no
capitulo 1, na desinfeccdo simultdnea, por radiagdo U.V., de trés
diferentes patdgenos virais, bem como a estabilidade destes virus em
agua do mar. O sistema de depuragdo utilizado neste estudo tem a
capacidade para a depuragdo de 50 dizias de ostras, com a recirculacéo
de 300L de agua do mar. Estas caracteristicas indicam que este sistema
pode ser utilizado para o uso em locais distantes de uma fonte de agua
do mar, como restaurantes, e por isso a eficiéncia de sistema de U.V.
necessita ser avaliada. Os resultados observados indicaram uma taxa de
desinfeccdo diferencial para HAdV2, MNV-1 e HAV e uma
instabilidade das particulas virais em agua do mar, ao longo de um
periodo de 120h, sendo que HAdV2 apresentou uma maior resisténcia
quando comparado aos outros dois virus testados.

Estudos previamente publicados sobre desinfec¢do de diferentes
sorotipos de HAdV, tém mostrado uma significante resisténcia deste
virus aos processos padrdo de desinfeccdo por U.V. (lampadas
monocromaticas de baixa pressdo), comparado a outros virus, como
coxsackievirus, rotavirus e calicivirus (BALLESTER et al., 2004; KO;
CROMEANS; SOBSEY, 2005; EICHED; MEYER; LINDEN, 2009).
Estes estudos mostraram que para atingir uma reducdo de 4-logig no
titulo viral de HAdV, sdo necessarias doses que variam entre 80 a 200
mJ/cm?, dependendo do sorotipo, enquanto que para 0s outros Virus, as
doses exigidas sdo de 30 a 40 mJ/cm®. De acordo com os dados
apresentados nas figuras 3.7 e na tabela 3.2, para HAdV2, observou-se
uma reducédo de 99,9% do titulo viral inicial, e perda da infecciosidade,
jaem 72h de tratamento.

Os resultados observados no presente trabalho indicaram uma
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desinfecclo satisfatoria de HAdV2 em 4gua do mar tratada com
radiacdo U.V, utilizando-se uma dose aproximada de 70 mJ/cm?. Apesar
de esta dose ser menor que os valores observados nos estudos citados
anteriormente, foi possivel atingir uma alta redugdo logaritmica (<5-
l0g10) No nimero de genomas quantificados ao final de 120h, e uma
inativacdo total de HAdV2. Isto provavelmente ocorreu porque este
estudo foi realizado em um sistema de recirculacdo de agua, no qual se
deve levar em consideracdo o efeito cumulativo da dose de U.V. devido
ao tempo de contato (120h).

Uma significante quantidade de dados tém sido publicados sobre
inativacdo de HAdV por radiagdo U.V., com a aplicacdo de ensaios de
cultura celular para analisar a infeccsiosidade viral (EICHED et al.,
2009; BAXTER et al., 2007; KO; SOBSEY, 2003, GERBA et al., 2002).
Com esta proposta, neste estudo foram avaliados dois métodos para
acessar a viabilidade de HAdV2 em 4gua do mar e comparar 0S
resultados com os obtidos por qPCR

A anélise viral por ensaios de ICC-PCR combina o cultivo
celular e deteccdo molecular do genoma viral. O cultivo celular prévio a
amplificacdo génica por PCR aumenta a concentracdo de particulas
virais infecciosas, 0 que leva a uma maior sensibilidade da técnica,
aumentando a probabilidade de detecgdo viral, mesmo daqueles virus
que ndo produzem um efeito citopatico (CROMEANS et al., 2005). No
entanto, mesmo pela utilizacdo de um passo de cultivo celular ndo se
pode descartar a possibilidade de detecgdo de virus inativados que,
apesar de permanecerem adsorvidos a superficie celular, ndo infectam e
replicam no interior das células, o que levaria a resultados falso-
positivos (SOBSEY et al., 1998; LI et al., 2010).

De acordo com Cromeans et al. (2000), a deteccdo do mRNA
viral neste tipo de ensaio, ao invés de DNA, seria uma indicacdo da
presenca de particulas virais infecciosas nas amostras analisadas, ja que
somente virus viaveis podem penetrar nas células e transcreverem
MRNA durante sua replicacdo. Neste contexto, foi utilizado neste
trabalho o ensaio de ICC RT-PCR para a analise da viabilidade de
HAdV2 nas amostras de desinfeccdo de dgua do mar.

Outro método que permite estudar a infecciosidade viral, e que
foi usado neste estudo, foi baseado na citometria de fluxo. Este método
permite a contagem e separagdo de uma suspensdo celular em um ou
mais grupos, de acordo com caracteristicas de granulosidade, tamanho e
fluorescéncia de cada tipo celular (QUIROS et al., 2007). O uso da
citometria de fluxo para a deteccdo viral baseia-se na expressdo de
proteinas virais no interior das células durante os eventos de replicacédo
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do virus (HITT et al., 2000). Anticorpos especificos marcados com
fluordforos se ligam a proteina-alvo, o que resulta numa emissdo de
fluorescéncia a partir das células infectadas. Particulas virais que
estejam localizadas fora das células, ndo sdo detectadas porque o
tamanho o0s virus est4d abaixo do limite de deteccdo deste método.
Portanto, a deteccdo de células fluorescentes, € definitivamente uma
indicacéo da presenca de virus infecciosos nas amostras analisadas (LlI;
HE; JIANG, 2010).

O uso de citometria de fluxo tem sido aplicado como estratégia
para avaliar as diferentes populagdes virais no ambiente marinho
(MARIE et al, 1999; DUHAMEL; JACQUET, 2006), e alguns
trabalhos tem sido feitos para o0 uso deste método em amostras
ambientais (BARARDI et al., 1999; CABALLERO et al., 2004; LI; HE;
JIANG, 2010). O protocolo empregado neste trabalho apresentou um
limite de sensibilidade baixo (Figura 3.6), o que dificultou a deteccdo de
HAdV?2 infecciosos nas amostras submetidas ao U.V. (Figura 3.8). Da
mesma forma, devido & instabilidade destes virus, com possivel
agregacdo e reducdo do titulo viral, mesmo em amostras sem U.V., a
deteccdo viral ndo foi satisfatoria. Da aplicacdo da citometria em
amostras de dgua do mar, com objetivo de analisar infecciosidade viral
apés um processo de desinfeccdo, ainda ndo ha registros a literatura.
Assim, maiores estudos sdo necessarios para a otimizacdo deste método
para este tipo de amostras.

O ICC-PCR, pelo fato de usar uma etapa de amplificacdo génica,
mostrou-se mais eficiente na deteccdo de particulas viaveis de HAdV2,
conforme resultados da Tabela 3.4, mostrando HAdV2 infecciosos até
72h de contato ou ndo com U.V. Este método ja foi reportado na
literatura, atingindo resultados promissores em amostras ambientais (LI
etal., 2010; CROMEANS et al., 2005).

Alguns trabalhos previamente publicados apresentam resultados
divergentes sobre a dose de U.V. necessaria para inativar HAdV (KO,
CROMEANS E SOBSEY, 2005; MENG; GERBA, 1996; THURSTON-
ENRIQUEZ et al., 2003). As razdes para estas aparentes diferencas na
resposta destes virus a radiacdo U.V. ainda ndo estdo bem esclarecidas,
mas podem estar relacionadas a uma real diferenca de estabilidade das
particulas virais entre 0s sorotipos; variabilidade nos ensaios de
infecciosidade aplicados; diferengcas na preparacdo dos estoques virais
(como numero de congelamento e descongelamento, extracdo com
cloroférmio) e diferencas nas condices experimentais em especial ao
método de exposicdo a radiacdo U.V., pH e forca idnica da matriz na
qual os virus estdo diluidos.
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Outro fator que usualmente ndo é citado, mas pode contar para as
diferencas de resultados entre estudos de inativacdo de HAdV, ¢ o tipo
de linhagem celular utilizada nos ensaios de viabilidade
(SIRIKANCHANA; JOANNA; SHISLER; MARINAS, 2008). E
interessante notar que os dados aqui apresentados estdo proximos aos
resultados obtidos por Eiched, Meyer e Linden (2009), os quais
obtiveram uma inativacdo de 4-log;o para HAdV2, com a aplicacdo de
80mJ/cm?, utilizando células A549 para os ensaios de infecciosidade.
Em outros estudos, as células utilizadas foram PLC/PRF/5
(THOMPSON et al, 2003), HeLa (THURSTON-ENRIQUEZ et al.,
2003), e HEK-293 (KO; CROMEANS; SOBSEY, 2005). Para todos
estes estudos, os resultados indicaram que HAdV sdo mais resistentes a
radiacdo U.V. do que outro patdgenos entéricos humanos estudados até
0 momento, necessitando de doses de U.V. maiores que 150mJ/cm? para
uma reducdo de 4-logy. Ha evidéncias de que a avaliacdo de
infecciosidade viral em diferentes linhagens celulares apos a exposicao a
radiacdo U.V. pode fornecer resultados diferentes, ou seja, uma maior
disponibilidade de enzimas de reparo pode resultar em um maior
namero de particulas virais resistentes ao tratamento com radiagdo U.V.
(EICHED; MEYER: LINDEN, 2009).

Uma abordagem mais recente sobre desinfeccdo viral por U.V. é
0 uso de lampadas de média pressdo (MP) e policromaticas, as quais
emitem diferentes comprimentos de onda, incluindo aqueles que séo
absorvidos por proteinas, por isso tem o potencial de danificar o
capsideo e outras proteinas, além dos &cidos nucléicos, sendo mais
eficientes na inativacdo viral. De acordo com Shin e Lee (2010),
radiacdo U.V. MP foi mais efetiva que as lampadas de baixa pressdo,
tradicionalmente usadas em desinfeccdo de aguas, em relacdo ao
HAdV2. Uma inativacdo de 3-log;, foi atingida com a dose de 40
mJ/cm?, quando comparada & reducdo de 1-logy, pela mesma dose de
U.V., mas com lampada de baixa pressdo. Em outro estudo, a inativagao
de HAdV2 por lampadas MP em dose de 90mJ/cm? atingiu uma
reducdo de 5.3- logip (SHIN; LEE; LINDEN, 2009). Estes resultados
indicam que lampadas de MP podem ser mais efetivas contra HAdV2
que LP, e que a eficiéncia de MP esta relacionada ao maior dano
causado a particula viral, podendo impedir o processo de reparo de
DNA.

De fato, HAdV de forma geral, tem sido reconhecido por ter uma
taxa de desinfeccdo mais lenta que quaisquer outros patdégenos entéricos
(virus, bactérias e protozoarios) e o mecanismo de reparo de DNA é
apontado como a razdo para a alta resisténcia deste virus ao U.V.
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(EICHED; MEYER: LINDEN, 20009).

Apesar da importancia de Norovirus, em relagdo & contaminacéo
do ambiente aquatico, sua persisténcia em diferentes condi¢es
ambientais e a eficiéncia da desinfeccdo por radiacdo U.V. ndo tém sido
muito investigadas. Neste contexto, este trabalho avaliou a estabilidade
em agua do mar e inativagdo de MNV-1 como modelo para estudos de
HuNoV.

Os resultados obtidos para a desinfeccdo de MNV-1 em amostras
de 4gua do mar indicaram uma susceptibilidade deste virus frente a
desinfeccdo por radiacdo U.V., tanto para a quantificacdo de genomas,
como para a infecciosidade viral. De acordo com a Figura 3.9, a
presenca do genoma de MNV-1 em amostras tratadas por radiacdo U.V,,
foi detectada somente até 72h de recirculagdo da agua, apresentando
uma reducdo de 4,7-log10 (Tabela 3.3). Em amostras sem o tratamento
de U.V., foi possivel a deteccdo do genoma até 120h, indicando que uma
eficiéncia da U.V. em degradar o0 genoma de RNA deste virus.

Até onde temos conhecimento, este é o primeiro estudo que
descreve a estabilidade e desinfeccdo de MNV-1 em 4gua do mar
natural. No entanto os resultados obtidos podem ser comparados a
outras matrizes. De acordo com Li, Zoh e Ko (2008), MNV-1 apresenta
uma resisténcia ao tratamento por radiagdo U.V. maior que outros
calicivirus também utilizados como modelo para estudos de HuNoV,
sendo considerado adequado como modelo viral. Doses de U.V. de 10,
20 e 25 mJ/cm? permitiram uma reducéo de 1,0, 2,8 e 3,3-logso no titulo
viral de uma suspensdo de MNV-1 em PBS. Estudos precedentes
relataram uma reducéo de 4-logio no valor de Calicivirus Felino (FCV)
apds o tratamento com uma dose de 19,4 md/cm? (TREE et al., 2005) e
uma reducdo de 3-logye para 12 mJ/cm? (DUIZER et al., 2004). No
entanto, MNV-1 sdo muito mais suscetiveis aos raios U.V. do que outros
virus entéricos, tais como o HAdV2, como observado no presente
trabalho.

A estabilidade de MNV-1 em agua do mar sem tratamento com
U.V. pode ter sido influenciada pela salinidade (Figuras 3.9 e 3.14). De
acordo com Li, Zoh e Ko (2008), uma alta concentracao de sal facilita a
inativacdo do MNV-1, indicando que os Norovirus podem ser inativados
mais rapidamente em agua do mar do que em agua doce, porque agua do
mar apresenta uma concentracdo de NaCl préxima a 3% (0,5M de
NaCl). Os resultados obtidos por este grupo apresentaram uma reducéo
de 2-logyy na presenca de 0,5 M NaCl, em 72h de incubacdo a
temperatura ambiente. Estes dados corroboram com os obtidos no
presente trabalho, com uma reducéo de 2,3-logsp no titulo de MNV-1 em
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72h de recirculacdo de 4gua nao tratada por U.V., e uma reducdo de 3,1-
logioem 120h, a 25°C.

Em relagdo aos resultados observados sobre a cinética de
desinfeccdo de HAV, foi possivel observar a presenca do genoma viral
em todos os tempos amostrais. Uma reducéo de 3,5l0g;0 € de 1,7l0g;, foi
observada para agua tratada e ndo tratada com U.V., respectivamente
(Figura 3.11 e Tabela 3.3). Estes valores de redugéo foram inferiores aos
observados para os demais virus analisados, no entanto, isso
provavelmente foi devido ao titulo deste virus estar mais baixo que o de
MNV-1 e HAdV2, impedindo uma redugdo logaritmica mais elevada.
De acordo com Battigelli, Sobsey e Lobe (1993), HAV (cepa HM 175)
apresenta uma alta sensibilidade ao tratamento com U.V. A dose de U.V.
necessaria para a inativacdo de 99,99% de uma suspensdo viral em PBS,
foi de 16md/cm?; ja em 4gua tamponada essa reducéo foi de 3-logl0 em
uma dose 20mJ/cm?. Relatos de desinfeccdo deste virus em diferentes
tipos de &guas, por tratamento com radiagdo U.V., ndo estdo disponiveis
na literatura.

De uma forma geral, os dados apresentados neste estudo indicam
que em &gua do mar ocorre uma diminuicdo natural e gradual da
viabilidade viral, e reducdo do titulo devido a fatores ambientais
intrinsecos ao ambiente marinho, ao longo de 120h. O tratamento com
radiacdo U.V. foi eficiente na desinfeccdo viral em agua do mar, e que as
diferentes cinéticas de inativacdo estdo associadas diretamente as
caracteristicas fisico-quimicas das particulas virais, principalmente a
estrutura do genoma, o qual é primeiramente afetado pela absorcdo de
radiagdo U.V.

3.6 CONCLUSOES

o Provavelmente devido a instabilidade do HAdV2 em agua do
mar, com possivel agregacdo e dréastica reducdo do titulo viral, mesmo
em amostras sem tratamento com radiagdo U.V., 0 ensaio de Citometria
de Fluxo ndo pode detectar virus vidveis nas amostras analisadas, apesar
de mostrar-se uma técnica viavel para detectar células em cultura
infectadas por quantidades variaveis de adenovirus;

. O ICC-RT-PCR mostrou-se mais eficiente na detec¢do de
particulas viaveis de HAdV2, pelo fato de usar uma etapa de
amplificacdo génica;

. A técnica de placas de lise utilizada para os ensaios de
viabilidade de MNV-1 apresentou-se como um método sensivel, nédo
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sendo observada inibi¢cdo da infeccdo viral de particulas de MNV-1
presentes nas amostras de agua do mar;

. O método da floculagdo orgénica apresentou-se como um
método répido, de baixo custo e eficiente para a concentracdo das
particulas virais nas amostras de agua do mar natural;

. Todos os trés virus analisados neste estudo apresentam uma
instabilidade em &gua do mar, sendo observada uma diminuigdo gradual
da concentracdo de particulas virais ao longo de 120h, em amostras nao
tratadas com U.V.; a diminuicdo natural da carga viral pode ser devido a
existéncia de fatores ambientais, tais como forca ibnica e compostos
encontrados naturalmente na 4gua do mar.

. Em amostras submetidas ao tratamento com U.V., foi possivel
observar diferentes cinéticas de desinfeccdo para cada um dos trés virus.
HAdV2 foi considerado mais resistente ao tratamento, seguido de HAV
e MNV-1;

o O tratamento com U.V. foi eficiente para a desinfeccdo viral em
um periodo de 72h, resultado o qual corrobora com o observado nas
analises anteriores no sistema de depuracdo comercial (Capitulo 1), no
qual foram necessarias 72h para a desinfeccdo viral (HAdV5 e HAV) de
ostras submetidas a depuragdo em sistema fechado e desinfeccdo por
U.V. (18W);

. Este trabalho confirmou que HAdV é um patégeno viral
particularmente resistente a exige mais tempo para inativacdo quando
comparado a HAV e MNV-1. Estes dados serdo (teis para a otimizagdo
de desinfeccdo da agua nos tanques de depuracdo de moluscos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nos grandes mercados produtores de moluscos bivalves, a
depuracdo destes organismos garante um produto final com alto valor
comercial e com garantia de boas condi¢Ges sanitarias. Para que a
producdo brasileira de ostras e mexilhGes possa competir por um espaco
no mercado internacional, é necessario que esta esteja de acordo com a
legislagdo dos paises concorrentes.

Apesar de a qualidade sanitaria dos moluscos bivalves
comercializados ser avaliada somente pela presenca de bactérias
(bactérias coliformes, Escherichia coli e Salmonella), tem sido
claramente demonstrado que um controle baseado em parametros
bacterianos ndo apresenta co-relagdo com presenca de virus nesses
moluscos. Problemas de salde humana associados ao consumo de ostras
e mexilhdes sdo bem descritos e contaminantes virais tém sido
associados a muitos episddios de gastroenterites, considerando que estes
moluscos sdo na maioria das vezes consumidos crus.

Estudos brasileiros sobre depuracdo de moluscos sdo raros, mas
tornam-se necessérios, considerando a necessidade de maior
entendimento nesta area, com a finalidade de produzir conhecimento
nacional para essa pratica e evitar a importacdo de tecnologias
estrangeiras. Nesta perspectiva, os resultados obtidos no presente
trabalho s&o promissores para que a depuracdo de moluscos cultivados
seja implementada no pais. Sistemas de depuracdo de pequeno porte,
permitem que esta tecnologia chegue mais facilmente a
estabelecimentos comerciais como restaurantes e locais de venda de
frutos do mar “in natura, o que traria grandes beneficios ao consumidor
destes produtos.

Em breve a producdo do Estado de Santa Catarina necessitara
ultrapassar as fronteiras nacionais, devido ao grande aumento nos
Gltimos anos. Desta forma, é de grande importancia que as areas de
cultivo e a producdo de moluscos apresentem uma qualidade
microbiol6gica de acordo com a regulamentacgéo vigente no Pais.
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