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RESUMO

Os métodos atuais que asseguram a qualidade sanitaria dos alimentos, em
geral, e mais especificamente dos alimentos de origem marinha e da agua do mar,
séo baseados somente no monitoramento dos niveis de coliformes fecais. Esta
afirmacdo também é valida com relagdo as aguas do mar utilizadas para
recreacdo e também para a agua doce tratada para consumo da populacéo.
Existem obviamente sérias criticas sobre a utilizacdo deste parametro unico,
baseadas no fato de que, amostras de agua e de alimentos de origem marinha
contendo niveis aceitaveis de coliformes fecais, podem estar contaminadas por
virus e parasitas, ja que a remogao de bactérias por depuragdo nem sempre
remove os demais patégenos contaminantes. Os rotavirus sdo responsaveis por
gastroenterites severas em seres humanos e animais. Os casos mais graves séo
sempre detectados em criangas mas os rotavirus também podem causar
gastroenterites em adultos tanto através do contato com criancas infectadas ou
através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados. O numero de particulas
virais encontradas em 1g de fezes infectadas pode ser superior a 1 milhdo, sendo
que uma grande porcentagem destes virus estd associada com soélidos nos
efluentes das redes de esgotos podendo ser transportados para areas utilizadas
para fins recreacionais e para cultivo de alimentos de origem marinha, tais como
ostras e mexilndes. A estabilidade dos rotavirus nas aguas, associada a sua
resisténcia aos tratamentos fisico-quimicos facilitam ainda mais sua transmisséo e
revestem de maior gravidade o problema da contaminagdo do meio ambiente
aquatico. No presente trabalho o rotavirus simio SA11 foi utilizado como modelo
para a padronizacdo de protocolos de preparacdo de extratos de ostras com o
objetivo de detectar o menor nuamero possivel de particulas virais. Foram
realizados ensaios de citopatogenicidade e imunofluorescéncia envolvendo o
cultivo dos virus recuperados dos extratos tissulares de ostras experimentalmente
inoculadas em células MA104. Destes, verificamos que um método simplificado de
preparacéo dos extratos de ostras experimentalmente inoculadas com rotavirus foi
0 mais sensivel, detectando até 488ffu em testes citopatogenicidade. Também
foram utilizados dois protocolos distintos de purificagcdo do RNA viral a partir
destes extratos bem como dois protocolos de RT-PCR. Em sintese o protocolo
tradicional que utiliza fenol/cloroférmio e o kit PCR Supermix desenvolvido pela
Gibco/BRL foram os mais eficientes com o limite de detecgéo chegando a 0,03ffu.
Os protocolos padronizados nesta dissertagcdo terdo aplicabilidade imediata nos
estudos de verificagdo da contaminagéo viral em amostras de campo.
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SUMMARY

The methods to remove pathogens from shellfish by self-cleansing
mechanisms have not consistently removed viruses and, depurated shellfish have
been source of outbreaks of gastroenteritis and hepatitis. The depuration
effectiveness depends upon the number of virus bioaccumulated and wheter virus
is solid associated. This has led to efforts to develop surrogates for the presence of
viral pathogens in shelifish or to develop methods to directly detect these viruses in
shellfish. Rotaviruses are considered the major agents of severe infantile diarrohea
and their presence has been described in drinking water, sea water, and shellfish.
Shellfish are readily contaminated with viruses present in water containing sewage
because of the concentrating effect of filter feeding. The risk of acquiring a
shellfish-bome viral disease is substantial since they are often eaten raw. In this
work, the SA11 simian strain of rotavirus has been used as a model to standardize
protocols for virus isolation and detection from oyster extracts. The main goal was
to use cell culture and RT-PCR methods and to improve to maximum the sensitivity
of these methods on rotavirus detection. Our results indicate that the better
method for preparation of oyster extracts was the simplified one which could detect
488 ffu in cytopathogenicity assays. Concerning the results for RT-PCR, the best
protocol, which could detect as little as 0,03 ffu, was the one which uses
phenol/chloroform for viral RNA isolation and PCR supermix (Gibco/BRL) for the
amplification of the genome.

These protocols, standardized in this work, will be immediatly applied on
monitoring viral contamination for the shelifish produced in Santa Catarina State.
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1. INTRODUCAO

1.1 SOBRE OS MOLUSCOS BIVALVES

1.1.1 Taxonomia e introdugdo da espécie Crassostrea gigas

A espécie Crassostrea gigas (Thunberg, 1795) (Figura 1) conhecida
popularmente como ostra do Pacifico ou ostra japonesa pertence ao Filo Mollusca,
Classe Bivalvia, Ordem Ostreoida, Familia Ostreidae (RUPPERT & BARNES,
1996). Essa é uma espécie nativa do sudeste asiatico, incluindo o mar do Japéo,
China e Coréia (IMAI, 1982; AKABOSHI & SINQUE, 1983), e que tem importancia
mundial visto ser adaptavel ao cultivo planejado (AKABOSH] et al., 1982).

Em 1974, a espécie foi introduzida experimentaimente no Brasil através do
Instituto de Pesquisa da Marinha de Cabo Frio - RJ, com sementes importadas da
Gra-Bretanha (MUNIZ, SALVADOR, HELM, 1986). A introducdo da espécie no
Estado de Santa Catarina ocorreu no ano de 1985, quando sementes originarias
da regido de Cabo Frio foram inseridas no Laboratério de Cultivo de Moluscos
Marinhos (LCMM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), visando
motivar o cultivo de ostras pelos pescadores artesanais da regido (POLI, 1994).

Atualmente, a espécie C. gigas é cultivada no Estado de Santa Catarina,
onde tem alcancado um grande desenvolvimento devido as caracteristicas
climaticas, adequadas & espécie e geoldgicas, pela grande quantidade de baias
que favorecem a diminuicdo nos custos com as estruturas de cultivo e propiciam

condicdes ideais de disponibilidade de nutrientes (NASCIMENTO, 1983).
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Figura 1 - llustracdo da ostra Crassostrea gigas, cultivada em Florianépolis, SC.
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1.1.2 Produgdo

O crescente aumento da demanda de alimentos evidencia a importancia do
mar como fonte potencial de alimentos. Dessa maneira, a exploragao dos recursos
marinhos tem atraido a aten¢ao de muitos pesquisadores, na tentativa de viabilizar
a exploragao através do cultivo racional de espécies marinhas (FERNANDES,
1993).

O desenvolvimento de sistemas de cultivo de espécies marinhas, tais como
os moluscos bivalves, proporciona uma fonte alternativa de alimento para a
populacdo e uma forma de subsisténcia para os pescadores artesanais. A
descoberta da necessidade de uma atividade complementar para as comunidades
pesqueiras de Floriandpolis (llha de Santa Catarina) é salientada por FANTIN &
SILVA (1990), tendo em vista o declinio substancial da pesca na regido
(TEIXEIRA & TEIXEIRA, 1986; MEDEIROS, POLETTE, VIZINHO, 1996).

A importancia da produg&o destes moluscos pode ser ainda justificada por
proporcionarem uma dieta alimentar bastante nutritiva, rica em proteinas, sais

minerais e vitaminas (MAGALHAES, 1985; DORE, 1991) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Informagdes nutricionais de alguns moluscos bivalves nao
cozidos/100g.

Nutriente Marisco Ostrado Leste  Ostra do Pacifico
Energia (Kcal) 74 69 81
Proteinas (g) 12,7 7,0 9,5
Lipideos totais (g) 0,97 2,47 23
Carboidratos totais (g) 2,57 3,91 4,95
Calcio (mg) 46 45 8
Ferro (mg) 13,98 6,7 51
Magnésio (mg) 9 54 22
Fdsforo(mg) 169 139 162
Potassio (mg) 314 229 168
Sddio (mg) 56 112 106
Zinco (mg) 1,37 90,95 16,62
Tiamina (mg) - - 0,067
Ribofavina (mg) 0,213 0,166 0,233
Niacina (mg) 1,76 1,31 2,01
Acidos graxos totais:
Saturados (@) 0,094 0,63 0,51
Monoinsaturados (g) 0,08 0,25 0,36
Polinsaturados(g) 0,28 0,74 0,89
Colesterol (mg) 34 55 -

Adaptada de DORE (1991)

A producdo de moluscos bivalves tem crescido no mundo, e segundo a

organizagdo Food and Agriculture Organization (FAO), no ano de 1997, o maior

produtor de ostras foi a China com 2,3 milhdes de toneladas métricas (TM)

correspondendo a 71% da produgdo mundial. A Republica da Coréia e o Japéao

também contribuem grandemente para a produgdo mundial de ostras, sendo que

cada um produziu o equivalente a 218.000TM no ano de 1997 (correspondendo a

7% da produgédo mundial) (FAO, 2000). Nesse mesmo ano, a produ¢ao mundial de

C. gigas foi de 2.968.266 toneladas, sendo que a China liderou a lista dos paises

produtores.
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No Brasil, a produgéo de C. gigas entre 1990 e 1997 cresceu de 28 para 134
toneladas (LCMM, 2000). No litoral de Santa Catarina (SC), no periodo de 1991 e
1998, a producdo da espécie aumentou continuamente, atingindo cerca de
250.000 duzias (DZ) de ostras no ano de 1998 (Figura 2A). Atualmente, existem
treze associagbes de maricultores no litoral de Santa Catarina num total de 700
produtores de moluscos em geral, sendo que 61 destes s&o produtores de ostras.
Os principais municipios produtores de ostras em Santa Catarina sao:
Florianépolis, Penha, Governador Celso Ramos, Bombinhas, Palho¢a e Porto
Belo, sendo que a maioria dos produtores |ocaliza-se em Floriandpolis (Figura 2B)
(LCMM, 2000).

Atualmente, 95% das ostras produzidas em Santa Catarina permanece no
estado, sendo a maioria consumida no litoral. O percentual restante da produgao é
comercializado, principalmente, nos Estados de Sao Paulo, Rio Grande do Sul e
Parana (LCMM, 2000).

A expansao da maricultura no Brasil foi impulsionada pelo governo canadense
através da Canadian International Cooperation Agency (CIDA), que criou no Brasil
o Programa Brasileiro ligado a Maricultura (Brazilian Mariculture Linkage Program-
BMLP). Nele, participam a UFSC e mais quatro universidades brasileiras
(Universidades Federais da Bahia, Maranh&o, Rio Grande do Norte e Espirito
Santo), que pretendem trilhar os mesmos caminhos de Santa Catarina na
expanséo desta atividade. As universidades canadenses de Victoria, Malaspina e
Memorial University, também participam deste programa. De forma geral, o BMLP
visa apoiar a maricultura tropical, respeitando o meio ambiente e a saude publica

através da produgéo de alimentos de boa qualidade e que possam ser absorvidos
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tanto pelo mercado local quanto internacional. O programa ainda objetiva a
transferéncia de tecnologias em maricultura e a aplicagdo das metodologias
desenvolvidas nos laboratérios de pesquisa diretamente nas comunidades de

maricultores.
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PRINCIPAIS LOCAIS DE PRODUGCAO

Penha

Santa Catarina -~ Bombinhas
Governador C. Ramas

Florianépolis
Palhoga

Figura 2 — Evolugéo da producgao de ostras no litoral de Santa Catarina de 1991 a
1998 (A) e os principais locais produtores do Estado de SC (B).
Adaptado de LCMM (2000).
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1.1.3 Aspectos nutricionais

Do ponto de vista ecoldgico, a alimentagdo dos moluscos bivalves refere-se
a entrada de energia e matéria nos organismos, sendo que diferentes mecanismos
alimentares podem estar envolvidos com os mesmos. A espécie C. gigas, como a
maioria dos bivalves, alimenta-se através da remocgdo de matéria particulada
microscépica da coluna d'agua, bombeando-a através de um filtro estrutural
interno capaz de reter as particulas alimentares. Os bivalves filtradores habitam
areas costeiras com abundancia de material particulado em suspensdo e
microrganismos, tais como bactérias, microalgas, zooplancton. Devido a sua
caracteristica séssil, esses animais bombeiam e filtram consideraveis volumes de
agua do seu habitat, com a finalidade de consumirem quantidade suficiente de
fitoplancton para sua sobrevivéncia (DAME, 1996).

Algumas fontes de alimentacdo destes organismos, tais como bactérias,
detritos e nanozooplancton (PRIEUR, 1981; BIRBECK & Mc HENERY, 1982:
LANGDON & NEWELL, 1990) estdo presentes na agua de cultivo, além de
compostos dissolvidos na agua do mar, tais como aminoacidos livres (WRIGTH,
1982). As bactérias presentes em Aaguas naturais contém alta taxa
carbono/nitrogénio, fornecendo quantidades significantes de nitrogénio para os
moluscos que delas se alimentam. O processo de alimentag&o por filtragéo é o
resultado da ag&o combinada de trés tipos de cilios dos filamentos branquiais. Os
cilios laterais s&o os movimentadores da agua, criando uma corrente de agua
atraves das branquias. As particulas alimentares carreadas pela agua sé&o

interceptadas pelo impacto com a inércia branquial ou pela deposigéo



Introdugdo 10

gravitacional. Os cirros latero-frontais, formando uma fina matha com capacidade
de filtrar as particulas presas as branquias movem as particulas alimentares sobre
os cilios frontais. Os cilios frontais transportam as particulas alimentares presas na
superficie branquial, verticalmente aos sulcos alimentares. As particulas
alimentares sao, ent&o, transportadas aos palpos labiais onde teoricamente ocorre
a selecdo alimentar. As particulas de tamanho inadequado, materiais né&o
nutritivos ou excesso de alimento sdo agregados ao muco, sendo eliminados na
forma de pseudofezes, as quais deixam a cavidade do manto através da abertura
inalante. Dos palpos labiais, as particulas alimentares selecionadas séo
encaminhadas até a boca que se liga ao estdbmago através de um curto esdfago
(Figura 3) (JORGENSEN, 1990, MEGLITSCH & SCHRAM, 1991; WARD et al,,
1993; LEVINTON, WARD, THOMPSON, 1996; RUPPERT & BARNES, 1996). No
entanto, a capacidade dos moluscos bivalves em selecionar particulas alimentares
€ tema de divergéncias entre os estudiosos do assunto. Segundo RUPPERT &
BARNES (1996) parece nao existir tal capacidade em C. gigas, visto sua
anatomia. Por outro lado, KIJRBOE & MZJHLENBERG (1981) demonstraram que
a espécie apresenta 5% de eficiéncia na selegdo de particulas durante seu

processo alimentar.
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Esbfago
Diverticulos digestivos
Estdmago Palpos labiais

Kepetio Ganglio cerebral

Coraghio
Pericardio

Mtisculo adutor

Reto
Anus Branquias
dos dois N
Iiziodoorianto Lobo do manto direito (voltado
e branquias ligeiramente para cima)
Lobo do manto esquerdo
Concha
Tentaculos

Figura 3 — Anatomia geral de uma ostra, segundo RUPPERT & BARNES (1996)
mostrando, entre outras estruturas, as branquias e as partes
envolvidas no processo alimentar.
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1.1.4 Indicadores do estresse ambiental

A "saude" do ecossistema pode ser definida como a capacidade do
ambiente estar livre de estresse, ou resiliente ao mesmo, ser estavel e
sustentavel. Como cada ecossistema é unico, definir sua "saude" é um processo
dinamico que requer, além de outros fatores, a selecdo de bons indicadores da
qualidade ambiental (CONSTANZA, 1992). Com o advento da percepgdo que
poluentes e contaminantes podem afetar a humanidade e o ambiente de maneira
geral, esforgos tém sido realizados com a finalidade de monitorar a detecgao de
materiais antropogénicos no ambiente. Aos moluscos bivalves foi atribuida a
capacidade de identificar diversos sintomas de um ambiente costeiro ou estuarino
em estresse, visto seu habito alimentar filtrante com consequente acumulagéo de
contaminantes em seus tecidos, recebendo desta forma a denominacido de
"indicadores"” ou "monitores" de contaminantes presentes no ambiente
(WIDDOWS & DONKIN, 1992; SMAAL & WIDDOWS, 1994). A dtilizacdo dos
bivalves como indicadores de estresse ambiental tem sido relacionada ao
monitoramento de coritaminantes quimicos em aguas naturais, tais como tragos
de metais (arsénio, zinco, cobre e mercurio), metais pesados (ferro, chumbo,
cobre, cadmio, cromo e manganés), organoclorados, hidrocarbonetos de petréleo
e elementos radioativos (GOLDBERG et al, 1983; O'CONNOR, CANTILLO,
LAUENSTEIN, 1994, ANDERSEN, MAAGE, JOHANNESSEN, 1996; JULSHAMN
& GRAHL-NIELSEN, 1996; KENNISH & RUPPEL, 1996; LEE, KRUSE,
WASSERMANN; 1996; BOCQUENE, ROIG, FOURNIER, 1997; SZEFER et al.,

1997, SHIM et al.,, 1998, BAUMARD et al., 1999; ST-JEAN et al., 1999).
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A presenca desses contaminantes em fontes naturais pode indicar a ocorréncia de

alteracdes ambientais de origem antropogénica (O'CONNOR et al., 1994).

1.1.5 Capacidade de bioconcentrar patégenos

Em algumas situagdes, os moluscos bivalves podem ser cultivados em
areas contaminadas por microrganismos entéricos, através de fontes pontuais e
nao-pontuais. Uma fonte pontual de contaminagédo entérica é aquela na qual o
ambiente recebe aguas de forma discreta e em grandes extensées. Como
exemplo, pode-se citar os residuos descarregados em aguas naturais a partir de
plantas de tratamento de efluentes, plantas de processamento de alimentos ou
fabricas de polpas. As fontes nao-pontuais estdo relacionadas a contaminagéo
entérica oriunda de atividades humanas ou_ processos naturais, caracterizando-se
pela dispersao ou difusdo no ambiente. Ambas as fontes de contaminagdo podem
langcar no ambiente contaminantes quimicos e/ou microbioldgicos de interesse
para a saude publica (CANADIAN SHELLFISH SANITATION PROGRAM, 1992;
GARREIS, 1994).

O rapido crescimento de centros urbanos transforma a descarga de
efluentes domésticos (esgotos sanitarios) nas aguas costeiras uma pratica
comum, visto os custos minimos exigidos para tal atividade (COOPER, 1995).
Atualmente, é possivel monitorar o impacto da descarga dos efluentes em zonas
costeiras ou a extensdo e o tipo da contaminagdo em areas de cultivo de

moluscos com facilidade, através do Sistema de Informacdo Geografica (SIG), o
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gual gera rapidamente informagdes, utilizando modelos estatisticos e
computacionais (LEE & GLOVER, 1998).

O efluente doméstico € uma combinag¢ao de excre¢bes humanas e animais
(fezes e urina) e de aguas resultantes de lavagens, banheiros e preparo de
alimentos. As excre¢des de individuos infectados com agentes entéricos,
indep:endente da presenga de sintomas clinicos, podem conter diversos
microfganismos patogénicos, tais como bactérias, virus e parasitas (BITTON,
1994), que posteriormente serdo liberados nos efluentes domésticos.
Especificamente, a presenca de diversos virus entéricos nesses efluentes, tais
como virus da Hepatite A (HAV), rotavirus, poliovirus, virus Norwalk, adenovirus,
enterovirus, virus Snow Mountain e astrovirus tem sido extensamente relatada na
literatura (STEINMANN, 1981; SMITH & GERBA, 1982; HEIKAL, SMITH, GERBA,
1984; ANSARI, SPRINGTHORPE, SATTAR, 1991; JAYKUS, HEMARD, SOBSEY,
1993; MEHNERT & STEWIEN, 1993; ROSE & SOBSEY, 1993; GAJARDO et al,,
1995; METCALF, MELNICK, ESTES, 1995; PINA et al., 1998). Ao encontrar as
aguas naturais, o esgoto doméstico pode tornar-se um veiculo desses e de outros
microrganismos patogénicos, colocando em risco a saude da populagdo que
daquelas se beneficia.

Desta forma, quando cultivados em areas sujeitas a aportes de efluentes
contaminados com microrganismos patogénicos, os moluscos bivalves poderao
concentra-los em seus tecidos (METCALF & STILES, 1965, SATO, 1971;
BEDFORD, WILLIAMS, BELLAMY, 1978; GERBA & GOYAL, 1978; OGAWA et al.,
1980; LANDRY et al., 1983, FRAISER & KOBURGER, 1984; GERBA, 1988;

KELLY & STROH, 1988; RICHARDS & HETRICK, 1988; De LEON & GERBA,
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1990; PLUSQUELLEC et al., 1990; 1994, AHMED, 1992; NATIONAL ADVISORY
COMMITTEE, 1992; BOSCH et al., 1994; CHAI, HAN, COCKEY, 1994; MATTE et
al., 1994; BOSCH, PINTO, ABAD, 1995; FAYER et al., 1997; 1998; BUSSE,
1998).

ABAD et al. (1997), pesquisando 0 processo de bioconcentragdo viral,
observaram que a maxima adsorgcdo in vitro de rotavirus e adenovirus por
mexilhdes ocorreu apds 6h de contato. Da quantidade total de virus semeada,
56% de HAV, 35% de rotavirus, 25% de adenovirus e 4% de poliovirus foram
adsorvidos pelos mexilhdes apds esse periodo. Entretanto, mesmo apds 1h de
contato os virus foram detectados por infeccédo celular, sendo que a maior taxa de

adsorc¢ao de rotavirus ocorreu nas branquias e trato digestivo dos mexilhdes.

12 SOBRE 0S VIRUS ENTERICOS

1.2.1 Caracteristicas gerais

Posteriormente a ingestdo pelo homem, os virus entéricos replicam-se no
trato gastrointestinal, sendo excretados em grande numero através das fezes e
sobrevivendo no ambiente com relativa estabilidade (MELNICK & GERBA, 1980).
Estes virus sado capazes de produzir diversas doencas em humanos, tais como
diarréias, meningites assépticas, paralisia, conjuntivites, miocardites e hepatites

(ROSE & SOBSEY, 1993).
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1.2.2 Vias de transmissdo

Estudos epidemioldgicos iniciais indicavam apenas a transmissao feco-oral
para os virus entéricos. Entretanto, atualmente vem sendo também relacionada a
esses patdgenos, uma via de transmissdo ambiental, diretamente, através das
aguas (potavel, de piscinas, aerosséis) ou indiretamente, através da ingestdo de
alimentos contaminados (moluscos Dbivalves, vegetais ou alimentos
inadequadamente cozidos) (JAYKUS, HEMARD, SOBSEY, 1994; GERBA et al.,
1996).

A via ambiental de transmiss&o dos virus entéricos encontra-se ilustrada na
Figura 4 (MELNICK, GERBA, WALLIS, 1978), na qual as excre¢des humanas séo
primeiramente langadas no efluente doméstico. O efluente, sendo uma fonte
tradicional de nutrientes para solos e plantagdes, € aplicado na agricultura
(HESPANHOL & PROST, 1994). Porém, tanto os efluentes quanto os aerossois
advindos do processo de utilizacdo dos efluentes na agricultura, podem conter
microrganismos patogénicos resistentes aos processos convencionais de
tratamento. CARDUCCI et al. (1999) observaram a amplitude de alcance dos
aerossoOis oriundos de uma planta de tratamento de efluentes, apresentando
reovirus e enterovirus até a distancia de 50m do tanque de aeragdo. Quando
vegetais cultivados nestas areas forem consumidos crus, poderao tornar-se uma
fonte de transmissdo de virus entéricos.

O lodo proveniente do processo de tratamento do esgoto pode conter

quantidades téxicas de nitratos, detergentes e metais, bem como de virus. A sua
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deposicdo em solos ou aguas também poderd resultar em contaminagao

(COOPER, 1995).
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Figura 4 — Vias ambientais de transmissdo dos virus entéricos. Adaptado de
MELNICK, GERBA, WALLIS (1978).
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No Brasil, os suprimentos de agua potavel sdo obtidos a partir de rios ou
lagos, mas em alguns paises esses podem ser obtidos diretamente a partir de
efluentes desinfetado O cloro que é utilizado tradicionalmente como agente
desinfetante, nem sempre é o mais adequado para eliminar virus entéricos, visto
que esses resistem mais intensamente ao cloro do que as bactérias coliformes.
Desta forma, suprimentos de agua potavel podem estar contaminados com virus
entéricos através da infiltragcdo de efluentes domésticos pelas conexdes cruzadas
em tubulagbes do sistema de distribuicdo ou pela ineficiéncia na desinfeccdo da
agua (MURPHY, GROHMAN, SEXTON, 1983; METCALF et al., 1995; KUKKULA
et al, 1997). SATTAR, RAPHAEL, SPRINGTHORPE (1984) demonstraram que os
rotavirus sao resistentes a inativacdo pela adicdo de 0,75mg/L de cloro,
concentracdo convencionalmente utilizada no tratamento de &guas potaveis.
Segundo RAPHAEL, SATTAR, SPRINGTHORPE (1985), a redugdo maxima do
titulo do rotavirus em aguas potaveis, tratadas com cloro na concentragdo de
0,05mg/L, foi cerca de 2 logio apds 64 dias a 20°C, ou seja, aproximadamente
99% de redugdo. Os rotavirus exibem maior resisténcia a inativagdo por
cloraminas e ozdnio do que os poliovirus do tipo 1, porém sdo mais sensiveis a
inativagcdo pelo didxido de cloro (CHEN & VAUGHN, 1990; CLARK, HURST,
REGLI, 1993).

A taxa de aplicacdo do efluente, a declividade e a composi¢ao do solo irdo
direcionar o movimento do mesmo, que podera alcancar rios ou lagos (TANI et al.,
1995; PINA et al, 1998). Nesses ambientes, os virus poderdo associar-se a
pequenos sblidos em suspenséo, depositando-se junto aos sedimentos de fundo

(METCALF et al, 1995). O efeito de marés, tempestades ou dragagens poderdo
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causar a ressuspensao destes, disponibilizando particulas virais viaveis na coluna
d'agua. Ao alcancgarem areas costeiras, recreacionais ou de cultivo de moluscos
bivalves, as particulas virais representam um risco potencial a saude humana
(CHAPALATI, METCALF, MELNICK, 1986; MELNICK, 1987; COOPER, 1995;
PINA et al., 1998; GRIFFIN, et al., 1999).

A contaminacgao viral de ambientes marinhos podera influenciar a cadeia
alimentar, no momento em que particulas virais presentes em aguas naturais
poderdo ser consumidas por moluscos, crustaceos ou outros detritivoros,
conduzindo a contaminagao viral aos estagios finais da cadeia alimentar. Segundo
SMITH et al. (1978), aves marinhas também podem contaminar-se com virus
entéricos ao alimentarem-se de invertebrados contaminados com os mesmos. Da
mesma forma, os autores citam a contaminacdo de mamiferos marinhos com

calicivirus, que alimentaram-se de peixes e nematddeos infectados pelo virus.

1.2.3. Sobrevivéncia viral

Varios fatores fisicos, quimicos e bioldgicos influenciam a sobrevivéncia de
virus entéricos em aguas naturais (SATTAR, 1981). Variéveis; tais como
temperatura da agua, matéria particulada em suspens&o, microflora e fauna
aquaticas, qualidade da agua, entre outras, deverdo ser consideradas nos estudos
sobre inativacdo ou sobrevivéncia destes microrganismos (RAPHAEL, SATTAR,
SPRINGTHORPE, 1985; NASSER & OMAN, 1999).

Estes patdogenos sao bastante estaveis no ambiente, sobrevivendo por

longos periodos sob certas condigdes ambientais. HURST & GERBA (1980)
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demonstraram a sobrevivéncia do rotavirus simio SA11 em aguas doces e
estuarinas por diversos dias a 20°C, especialmente em aguas muito contaminadas
com esgoto. Segundo PANCORPO et al. (1987) e RAPHAEL et al. (1985), os
rotavirus podem persistir em aguas de superficie entre 8 e 32 dias, ou por mais de
64 dias em aguas potaveis. O rotavirus simio SA11 pode sobreviver por, no
minimo, 9 dias em aguas marinhas ou por mais de 19 dias em sedimentos
marinhos a 25°C (RAO et al.,, 1984). Em aguas de rios, rotavirus isolados de
animais e humanos sobreviveram por 32 dias a 4°C ou por 10 dias a 20°C
(RAPHAEL et al., 1985; PANCORPO et al., 1987).

A temperatura da agua tem grande influéncia no processo de inativagao
viral, sendo que o seu aumento podera favorecer o crescimento de bactérias e
outros tipos de microrganismos no ambiente, que apresentariam agao deletéria
sobre os virus. Esta afirmacgao foi indiretamente comprovada por RAPHAEL et al.
(1985), através da observagdo do aumento da taxa de sobrevivéncia viral em
amostras de esgoto nédo tratado, filtradas através de poros de 0,22um de diametro.
O processo de filtragdo eliminou a presenga de outros microrganismos na
amostra, possibilitando uma maior sobrevivéncia viral. Mc DANIELS et al. (1983)
também comprovaram essa hipotese, demonstrando que os rotavirus podem
sobreviver por, no minimo, 30 dias em amostras de agua destilada livre de
microrganismos. NASSER & OMAN (1999) demonstraram a inativagdo viral em
temperaturas mais elevadas. As altas temperaturas podem desnaturar as
proteinas do capsideo viral, com consequente liberacdo do genoma viral. Porém, o

HAV apresentou maior resisténcia em altas temperaturas do que os poliovirus,
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bacteriéfagos e Escherichia coli, tanto em efluentes quanto em aguas
subterraneas.

A capacidade dos rotavirus em sobreviver nos efluentes tem sido estudada
utilizando-se o rotavirus simio SA11 como modelo (RAQ et al., 1984). Esse virus é
capaz de sobreviver no efluente mesmo apds o tratamento secundario (SOBSEY,
1989; ANSARI et al, 1991; GERBA et al., 1996). SMITH & GERBA (1982)
demonstraram que o nivel de rotavirus em efluentes tratados foi equivalente ao
encontrado no esgoto ndo tratado. O tratamento do lodo do esgoto por
dessecacao, pasteurizagao, digestao anaerdbica e compostagem reduz, mas nao
elimina os virus entéricos, que podem sobreviver por até 30 dias a 50°C.
SPILLMANN et al. (1987), estudando a inativacdo de rotavirus humanos,
observaram que esses foram mais resistentes a inativagdo quando o lodo foi
anaerobicamente digerido entre 35 e 36°C. Entretanto, a digestdo anaerdbica,
entre 54 e 56°C ou a fermentacdo aerdbica entre 60 e 61°C foram capazes de
inativar rapidamente o rotavirus. A relativa resisténcia dos rotavirus pode ser
atribuida ao seu genoma de RNA constituido de dupla-fita, normalmente mais
resistentes do que os genomas virais de RNA fita simples (TANIGUCHI &
URASAWA, 1995).

Os virus entéricos também poderdo permanecer estaveis por longos
periodos de tempo quando adsorvidos a matéria particulada ou acumulados aos
sedimentos (GERBA & GOYAL, 1978; METCALF et al., 1995).

Os virus entéricos também podem sobreviver nos alimentos, como relatado
por BADAWY, GERBA, KELLEY (1985), que demonstraram a sobrevivéncia do

rotavirus simio SA11 em vegetais crus durante 25 a 30 dias a 4°C ou durante 5 a
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25 dias a 20°C. A inativacao de poliovirus, rotavirus e HAV a partir de moluscos
bivalves foi testada por ABAD et al. (1997) através do cozimento desses animais
durante 5min. Apds este periodo, ndo foram mais detectados poliovirus nos
moluscos, porém HAV e rotavirus continuaram presentes, demonstrando uma

redugdo no titulo original abaixo de 3 logio (ou 99,9% de redugéo do titulo original).

1.3 Qualidade sanitdria dos moluscos bivalves e dguas de cultivo

Em vista do exposto, diversos autores tém relatado a falta de adequacéao
dos atuais indicadores de contaminacgéo fecal para fontes ambientais. Os métodos
atuais, que asseguram a qualidade microbioldgica das aguas oceanicas utilizadas
para recreagdo ou das aguas doces tratadas para consumo da populagao, séo
baseados na detecgao dos niveis de coliformes fecais (CONAMA, 1986; APHA,
1995, COOPER, 1995). Entretanto, como tais microrganismos sdo facilmente
inativados pelos procedimentos de tratamento de agua ou efluentes, a auséncia
de coliformes fecais ndo assegura a inexisténcia de outros patdégenos, resistentes
a inativacao, tais como rotavirus, HAV, entre outros (SATO et al., 1992; ROSE &
SOBSEY, 1993; BOSCH et al., 1994; NASSER & OMAN, 1999). Da mesma forma,
os poliovirus ndo se apresentam como um bom modelo de contaminagao entérica,
visto sua menor resisténcia a inativacao; portanto, sua presenca no ambiente nao
garante a inexisténcia de outros virus mais resistentes (ABAD, PINTO, BOSCH,
1994).

Para a determinacao da qualidade sanitaria de alimento de origem marinha

0s métodos atuais também sdo baseados no monitoramento dos niveis de
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coliformes fecais presentes nas aguas de cultivo (REGAN, MARGOLIN,
WATKINS, 1993). Entretanto, existem varios relatos que demonstraram a
presenca de virus em moluscos bivalves e diversos surtos de doencgas originarias
da ingestao desses animais, mesmo quando colhidos em aguas com qualidade
bacterioldgica satisfatoria (GERBA et al, 1980; WAIT et al., 1983; DUFOUR, 1984;
SOBSEY, DAVIS, RULLMAN, 1987; CDC, 1993, 1994; 1996; KAWAMOTO et al.,
1993; ROSE & SOBSEY, 1993; BOSCH et al., 1994; JAYKUS et al., 1994;
RIPPEY, 1994; Le GUYADER et al., 1998; PINA et al., 1998).

De maneira geral, as bactérias sdo mais facilmente inativadas do que os
virus nos moluscos bivalves, como demonstrado por DOMBROSKI et al. (1999),
quando a bactéria Vibrio vulnificus, normalmente isolada de moluscos bivalves e
aguas de cultivo e associada a surtos de gastroenterites, foi inativada de 95 a 99%
através do congelamento convencional (-20°C) de ostras cruas. A inativagao
bacteriana também pode ser realizada através da depuragdo, processo de
purificacdo de moluscos bivalves ndo traumatico para o animal. Esse processo
consiste em manter os moluscos em aguas tratadas, livres de microrganismos
patogénicos, nas quais os animais filtram constantemente a agua, de forma a
eliminar os patégenos que porventura foram acumulados em seus tecidos
(RODERICK & SCHNEIDER, 1994). BERNARD (1989) demonstrou que, num
periodo de depuragéo inferior a 24h, os mexilndes da espécie Mytilus edulis
Qontaminados com Escherichia coli apresentaram redugcdo do seu nivel de
contaminag&o abaixo de valores detectaveis. BOSCH et al. (1995), pesquisando a

depuragao de virus entéricos, tais como rotavirus, HAV, adenovirus e poliovirus,
observaram uma redugao de 2iogio (99%) nos titulos infecciosos somente apds
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96h de depuracédo para rotavirus € HAV e 2,7log+o (aproximadamente 99,9%) para
adenovirus. O titulo infeccioso do poliovirus foi mais rapidamente reduzido, em
3logio (99,9%), apés.48h de depuragdo. ABAD et al. (1997) confirmaram a
reducédo de poliovirus em 3logso, apds 48h de depuragéo, e observaram redugdes
na infectividade viral de 99,82% para adenovirus, 98,71% para HAV e 96,99%
para rotavirus apos 96h de depuragdo. Desta forma, fica comprovado que a
remocao de bactérias através do processo de depuragédo ndo assegura a remogao
de virus entéricos (WITTMAN & FLICK, 1995, REYNOLDS, GERBA, PEPPER,
1997).

A sobrevivéncia de virus entéricos nos tecidos dos moluscos bivalves
demonstra a necessidade de um monitoramento microbiolégico constante dos
mesmos (NATIONAL ADVISORY COMMITTEE, 1992; CHALMER & McMILLAN,
1995; COOPER, 1995; WITTMAN & FLICK, 1995; LE GUYADER et al., 1996). A
transmisséo de doengas relacionadas ao consumo de molﬁscos contaminados foi
reconhécida pela primeira vez em 1956 através de um grande surto de hepatite A
associado ao consumo de mariscos (ROOS, 1956). Desde entdo, as evidéncias
epidemioldgicas vinculadas a transmissdo de doencgas virais pelo consumo de
molusco‘s bivalves contaminados continuam a aumentar (GILL et al., 1983;
RIPPEY, 1994; CHAN, 1995; KOHN et al, 1995, METCALF et al., 1995;
CHRISTENSEN et al,, 1998, MIOSSEC et al.,, 1998). Estudos epidemiolégicos
realizados nos Estados Unidos indicam que o maior risco de doengas agudas esta
associado ao consumo de bivalves crus. Porém, o risco de consumo de alimentos
marinhos contaminados com varios microrganismos ndo € restrito a este pais,

tendo abrangéncia mundial (GROHMAN et al., 1980; CDC, 1989; AHMED, 1992;
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MORRIS, 1994). WITTMAN & FLICK (1995) publicaram uma revisdo sobre a
incidéncia e os riscos de aquisicdo de doencas relacionadas ao consumio de
moluscos bivalves e citaram que as ostras foram responsaveis por 49% dos casos
de doencas e 97% das notificagbes de mortes, e os mariscos por 38% e 2%,
respectivamente. Esta diferenca no percentual de doengas e mortes relacionadas
ao consumo de moluscos bivalves entre os tipos de moluscos parece estar
associada ao fato de que as ostras sdo consumidas preferencialmente cruas,
aumentando o risco de transmissdo de patégenos.

Portanto, torna-se necessaria a utilizagdo de um indicador eficiente de
contaminacgdo entérica para o monitoramento das aguas de cultivo e alimentos de
origem marinha. A utilizagdo de rotavirus como indicador de contaminacgéo
ambiental traz algumas vantagens ja que eles sao eliminados de fontes humanas
e de animais, indicando uma origem antropogénica de contaminagdo, além de
apresentarem alta taxa de sobrevivéncia no ambiente (PATTI, AULICINO, SANTI,

1997).

1.4 SOBRE OS ROTAVIRUS

Os rotavirus foram identificados pela primeira vez em humanos em 1973,
por BISHOP et al., quando particulas foram observadas no citoplasma de células
do epitélio duodenal obtidas a partir de criangas admitidas no hospital para
tratamento de diarréia aguda. Desde entdo, numerosos estudos epidemiolégicos
tém confirmado que os rotavirus sdo o's maiores responsaveis por diarréia severa
em criangas no mundo todo (Mc NULTY, 1978, GUERRANT et al, 1990;

KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; GLASS et al., 1996). Além disso, sdo notificadas
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também varias complicagées associadas as diarréias, tais como desidratagao,
deseaquilibrios eletroliticos, acidose, sintomas neurolégicos e infec¢do persistente
com grande envolvimento de todo o© organismo em pacientes
imunocomprometidos, como os individuos infectados pelo HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) (GILGER et al., 1992). Alguns autores relatam ainda a
presengca de rotavirus no fluido cerebroespinhal de criangas, indicando a
possibilidade de comprometimento do sistema neurolégico em infec¢des pelo virus
(KEIDAN et al., 1992; NISHIMURA et al., 1993; USHIJIMA et al., 1994; MAKINO et
al., 1996; TAKAHASHI et al., 1999).

Em adultos, os casos de gastroenterites provocados pelo rotavirus sdo
menos freqientes e estdo predominantemente associados a contaminagdo pelos
rotavirus do grupo B, ocorrendo através do contato com criangas infectadas (VON
BONDSDOREFF et al., 1978; NAKATA et al., 1987) ou através da ingestdo de agua
el/ou alimentos contaminados (HUNG et al., 1984; DUBOIS et al., 1997). WARD,
BERSTEIN, YOUNG (1986) demonstraram que 56% dos pacientes adultos que
receberam agua contaminada por rotavirus desenvolveram gastroenterite.

Estima-se que, em todo o mundo, os rotavirus sejam responsaveis por 140
milhdes de casos de diarréias pbr ano, sendo que mais de 1 milhdo desses casos
resultam em morte (BERN et al., 1992).

Os rotavirus séo classificados como um género da familia Reoviridae,
compreendendo particulas com simetria icosaédrica de aproximadamente 65 a
75nm de diametro, ndo envelopados, o que os torna mais resistentes aos
solventes lipidicos. O nome rotavirus (do latim, rota significa roda) foi sugerido

baseado na sua morfologia circular (FLEWET et al., 1974).
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Morfologicamente, os rotavirus possuem duas proteinas de capsideo, uma
externa e outra interna. Essas circulam um nucleocapsideo, no qual encontra-se o
genoma composto por 11 segmentos de RNA dupla-fita (RODGER, SCHNAGL,
HOLMES, 1975; NEWMAN et al, 1975).

Os segmentos génicos do rotavirus podem ser facilmente extraidos e
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Os segmentos de
RNA s&o numerados de acordo com sua ordem de migrac&o no gel, indiretamente
proporcional ao seu peso molecular (HERRING et al.,, 1982; WHITTON et al.,
1983). Cada segmento representa um gene que codifica uma proteina, seja ela
estrutural ou ndo estrutural (ESTES, 1996). A particula infecciosa completa é
composta por seis proteinas estruturais agregadas formando uma estrutura tripla,
que compreende um nucleo interno composto por VP1, VP2 e VP3 (codificadas
pelos genes 1, 2 e 3, respectivamente), um capsideo interno de VP6 (codificada
pelo gene 6) e um capsideo externo de uma glicoproteina VP7 (codificada pelos
genes 7, 8 ou 9, dependendo da cepa) que é penetrado por mais de 60 espiculas
da proteina VP4 (codificada pelo gene 4). A Figura 5 apresenta, de forma
esquematica, a morfologia e as proteinas componentes da estrutura do rotavirus
(CONNER, MATSON, ESTES, 1994). A nomenclatura para denominagio destas
proteinas (como originalmente proposto para o rotavirus simio SA11) designa as
proteinas estruturais como VP, seguido por um numero referente ao gene que a
codifica, sendo as ndo estruturais designadas como NS, seguido pelo numero
indicativo do .peso molecular da proteina (ARIAS, LOPEZ, ESPEJO, 1982;

MASON, GRAHAM, ESTES, 1983; LIU, OFFIT, ESTES, 1988).
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Figura 5 — Esquema da morfologia do rotavirus, proteinas e genes constituintes
da sua estrutura. Fonte: CONNER et al. (1994).
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Os rotavirus séo divididos em grupos e sorotipos. Atualmente, sao
reconhecidos os grupos A, B, C, D, E e F (BRIDGER, 1894; SAIF & JIANG, 1994),
que foram definidos de acordo com as distintas antigenicidades da proteina de
capsideo interno VP6. Os rotavirus dos grupos A, B e C sdo comumente
encontrados em humanos e animais, sendo que os rotavirus dos grupos D, E e F
sdo encontrados somente em animais (MURRAY et al, 1992; WHITE &
FENNER, 1994; BISHOP, 1996). Os rotavirus do grupo A podem ser subdivididos
de acordo com as antigenicidades das proteinas VP6 (subgrupos |, Il), VP7
(sorotipos G) e VP4 (genotipos P) (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996).

VP4 e VP7 sao as proteinas de superficie dos rotavirus, sendo
reconhecidas por anticorpos neutralizantes. VP4 é sensivel a clivagem por
enzimas proteoliticas (dai a denominagao P na divisdo dos genotipos), sendo que
a clivagem de VP4 através da tripsina nos residuos de arginina 241 e 247 resuita
em dois fragmentos: VP5 e VP8. A VP4 é o imundgeno primario que estimula
anticorpos de neutralizagao durante a infecgdo natural pelo rotavirus (WARD et al.,
1988), sendo que epitopos heterotipicos de neutralizagdo estdo localizados na
VPS5, que €& a porgdo carboxi-terminal da VP4 obtida apds sua clivagem
proteolitica. O cultivo in vitro do rotavirus é dependente do tratamento com
tripsina, visto que o produto da clivagem resulta no aumento da infectividade viral
(ESPEJO, LOPEZ, ARIAS, 1981; ESTES et al., 1981; ARIAS et al., 1996).

A glicoproteina de capsideo externo VP7 é a maior proteina de superficie
viral, compreendendo 30% do virion. Apresenta uma massa molecular de 37kDa,
sendo o maior antigeno de neutralizagdo dos rotavirus. Andlises da sequéncia de

nucleotideos identificaram regibes de VP7 altamente conservadas entre os
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diferentes sorotipos; entretanto, cita-se a existéncia de seis regides hipervariaveis
de VP7, associadas as especificidades dos sorotipos G (assim denominadas por
serem glicoproteinas) (GLASS et al, 1985; GREEN et al.,, 1987, TANIGUCHI &
URASAWA, 1995).

Os rotavirus do grupo A foram classificados em diferentes sorotipos,
utilizando-se testes de neutralizagdo contra as proteinas de capsideo externo VP4
e VP7, as quais expressam os epitopos sorotipo-especificos (HOSHINO et al.,
1985). Com relacédo a VP7, foram identificados 14 sorotipos diferentes para o
rotavirus do grupo A (ESTES, 1996), sendo que o sorotipo G1 é o prevalente no
mundo, seguido pelos sorotipos 3 e 2 (WOODS et al., 1992; USHIJIMA et al.,
1994). A epidemiologia das infecgbes pelo rotavirus no mundo € influenciada pela
extensa variabilidade gendmica das cepas virais; desta forma, o conhecimento dos
diferentes sorotipos que circulam em determinadas regides e que contaminam o
meio ambiente s&o importantes para o desenvolvimento de vacinas efetivas e
estudos de vigilancia epidemiologica (JACOBSON, 1999).

No Brasil, diversos estudos epidemioldgicos tém sido realizados associando
surtos de diarréia a presenga de rotavirus, bem como a identificagao de genotipos
circulantes no pais (LINHARES et al., 1988; TIMENETSKY et al., 1993; 1996;
1997; CASTRO et al., 1994; GOUVEA et al., 1994b; GUSMAO, et al., 1995;
SANTOS et al., 1998; TIMENETSKY & CARMONA, 1999, MASCARENHAS et al.,
1998; 1999), entretanto n&o existem estudos sobre a veiculagcado deste patdgeno
através de alimentos, por exemplo pelo consumo de ostras, como ja relatado para

outros paises.
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1.4.1 Detecgdo de rotavirus em moluscos bivalves

Em 1997, o Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC (LVA) integrou-se
ao BMLP financiado pelo governo canadense (CIDA). Isto ocorreu devido a
conscientizacdo de pesquisadores catarinenses que entendem que a
contaminagdo das aguas oceanicas por virus entéricos deve ser seriamente
considerada quando da liberagdo dos alimentos de origem marinha ali cultivados
para consumo pela populagdo. Ainda existe na populagdo e nos governantes a
concepcdo errdbnea de que o nivel aceitavel de coliformes fecais (bactérias)
encontrados nas aguas e frutos do mar seja um parametro suficiente para libera-
las para consumo e recreagao.

O modelo de virus entérico escolhido para a realizagao deste trabalho foi o
rotavirus, que pode ser detectado tanto através de meétodos de cultura celular,
visto serem adaptaveis ao cultivo in vitro, quanto através de técnicas moleculares.
A detecgdo de rotavirus foi realizada por ambos os métodos, sendo que a
amplificagdo génica via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi a técnica
molecular escolhida. GOUVEA et al. (1990) e WU et al. (1994) descreveram,
respectivamente, sequéncias de oligonucleotideos referentes a diferengas génicas
nos genes que codificam as proteinas VP7 e VP4 dos rotavirus. Através da
utilizag&o de iniciadores externos que flanqueiam o inicio e o final do gene 7,8 ou
9 dos rotavirus do grupo A (dependendo da cepa viral), seguidos pela utilizagdo de
iniciadores  internos  sorotipo-especificos, estes autores descreveram a
possibilidade de sorotipagem dos rotavirus através da amplificacdo génica

precedida de transcricdo reversa (RT-PCR). A utilizagdo dos iniciadores internos
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numa segunda reacdo de PCR, denominada semi-nested PCR, permite assim a
sorotipagem ja que o peso molecular dos produtos génicos gerados com cada
iniciador sorotipo-especifico é diferente.

Em vista do exposto, esta dissertacdo apresenta o processo de
padronizacdo de uma metodologia para a detecgéo do rotavirus simio SA11 (G3)
a partir de ostras C. gigas, inoculadas experimentalmente, que podera ser
futuramente aplicada no monitoramento das ostras cultivadas e consumidas no

litoral de Santa Catarina.
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Padronizar métodos de detecgdo do rotavirus simio SA11 em ostras
Crassostrea gigas experimentalmente inoculadas, através de reagdes de RT-PCR,
da infecgao de células in vitro e da imunofluorescéncia indireta.

2.2 Especificos

Avaliar a sensibilidade da reacdo de RT-PCR seguida de semi-nested PCR
para detec¢do do rotavirus simio SA11 em ostras C. gigas, experimentalmente

inoculadas.

Testar a eficiéncia do método de preparacdo dos extratos tissulares de
ostras C. gigas, experimentalmente inoculadas com o rotavirus simio SA11,
através da reacao de RT-PCR, da imunofluorescéncia indireta e da infecgcdo de

células in vitro.

Avaliar a recuperagdo viral a partir dos extratos de ostras C. gigas,
experimentalmente inoculadas com o rotavirus simio SA11, através da reagéo de

RT-PCR, da infec¢ao de células in vitro e da imunofluorescéncia indireta.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo de células MA104

Foram utilizadas células MA104, culturas continuas de fibroblastos obtidos
a partir de rins embrionarios do macaco Rhesus sp e permissivas a infecgcéo in
vitro pelos rotavirus.

As células foram cultivadas em garrafas descartaveis de 25cm? ou 75cm?
contendo Meio Minimo Essencial com sais de Earle’'s (MEM, Sigma)
suplementado com soro fetal bovino (SFB, GibcoBRL), antibiéticos e antifungico
(GibcoBRL) (Tabela 2), sendo mantidas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,
Subculturas (passagens sucessivas das células com a finalidade de manutencao
da viabilidade celular) foram produzidas retirando-se o meio de cultivo das
garrafas que apresentavam uma monocamada celular. As células foram lavadas
2X com tampéo salina fosfato (PBS) esterilizado (NaC! 150mM; KH,PO4 1,5mM;
Na;HPO4 20mM e KCI 27mM pH 7,2), recebendo, em seguida, um tratamento
enzimatico através da introdugdo de 0,5ml ou 1ml de tripsina (1:250, Sigma),
utilizada na forma de solugédo a 0,05% (NaCl 0,8%; KCI 0,04%; dextrose 0,1%:;
NaHCOs 0,058%, EDTA 0,02% e vermelho de fenol 0,045%) dependendo do
tamanho do frasco de cultura e foram incubadas a 37°C durante 5min. Apés a
desagregagao da monocamada, as células dissociadas receberam rapidamente

meio MEM suplementado com SFB, com a finalidade de bloquear a ag&o da

tripsina e evitar a citélise. As subculturas foram incubadas nas condi¢cdes de
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temperatura e atmosferas de CO; descritas acima com a finalidade de formacgao

de nova monocamada.

Tabela 2 — Composicdo do meio de crescimento e concentragdo final de cada
componente para cultivo de células MA104.

Componente Concentracao final
Meio Minimo Essencial com sais de Earle's (MEM, Sigma) 9,57g/l
NaHCO; (Sigma) 2,2g/l
Aminoacidos ndo-essenciais 100X (GibcoBRL) 1X

Hepes pH 7,2 (Sigma) 15mM
L-glutamina (Sigma) 2mM

SFB (Sigma) 10% (viv)
Anfotericina B (GibcoBRL) 0,25ug/ml
Penicilina (GibcoBRL) 100ug/mi
Estreptomicina (GibcoBRL) 100ug/mi

Extraido do catalogo GIBCO BRL products & reference guide 2000/2001
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3.2 Produgdo de fluido infeccioso do rotavirus (estoque viral)

Foram produzidos sobrenadantes infecciosos do rotavirus simio SA11
(sorotipo G3). Células MA104 foram previamente cultivadas como descrito no item
3.1 e ao atingirem uma monocamada, foram lavadas 2X com PBS esterilizado,
pH 7,2. As células receberam 2ml de um inéculo viral j& existente (ndo
quantificado) que foi previamente incubado durante 30min a 37°C na presenca de
10ug/ml de tripsina. As células que receberam esse indculo viral foram entéo
incubadas durante uma 1h a 37°C, em atmosfera de CO,, a fim de propiciar a
adsorgéo das particulas virais a monocamada. A seguir, 0 excesso do indculg” foi
removido e as células suplementadas de meio para infecgéo (meio MEM sem SFB
e acrescido de Sug/ml de tripsina), sendo incubadas sob as mesmas condi¢des de
temperatura e pressdo de CO, acima mencionadas (BIRCH et al., 1983).

Neste trabalho, a evidéncia da replicagéo viral foi monitorada a cada 24h,
através da observacdo do efeito citopatico (ECP) nas células infectadas, ao
microscopio invertido (Coleman XDP-1) (Figura 6). Quando o percentual de
destruicdo da monocamada atingiu 100%, as células foram congeladas a -80°C e
descongeladas a 37°C, por 3X, com a finalidade de romper as membranas
celulares.

A suspensao foi transferida para tubo e centrifugada a 350Xg, durante
20min, a 4°C. O procedimento de preparagéo dos fluidos infecciosos foi realizado
rotineiramente a fim de obter um estoque viral com alto titulo infeccioso.
No momento em que foi observada a total destruicdo da camada celular num

periodo de 24h, os fluidos foram considerados prontos para estocagem. Desta
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forma, o sobrenadante final foi transferido para outro tubo, aliquotado em volumes

de 2ml em tubos de criopreservacao e estocado a -80°C.
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Figura 6 — Células MA104. (A) monocamada de células MA104, ndo infectadas
(B) efeito citopatico provocado pelo rotavirus nas células MA104.
Aumento de 250X, microscopio invertido.
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3.3 Produgdo do anticorpo monoclonal M60

Os hibridomas produtores do anticorpo monoclonal M60 foram gentilmente
cedidos pelo Dr. H. Greenberg, da Universidade de Stanford. O anticorpo
monoclonal MB0 reconhece cepas de rotavirus do grupo A sorotipos 1 a 4
(SHAW et al., 1986) a apresenta alta afinidade para a glicoproteina VP7 desses
virus.

Os hibridomas foram cultivados segundo HARLOW & LANE (1988), em
garrafas de 75cm? contendo meio RPMI (Sigma) suplementado com Hepes 15mM
pH 7,2; NaHCO3 0,2%; SFB 10%; piruvato de sddio (Sigma) 1mM; L-glutamina
2mM; anfotericina B 0,25ug/ml, penicilina e estreptomicina a 100ug/ml cada,
sendo mantidos a 37°C em incubadora sob atmosfera de 5% de CO..

Para a manutencdo das células em cultura, a suspens&o celular foi diluida
na propor¢ao 1:10 em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado e incubada sob as
mesmas condi¢cdes de temperatura e atmosferas de CO» citadas acima. Ao atingir
a concentracdo de 10%élulas/ml, a suspensao celular foi centrifugada a 4°C,
durante 20min a 350Xg, o sobrenadante contendo o anticorpo secretado pelas
células foi transferido para um novo tubo, acrescido de solugéo de azida de sédio

0,02% (pfv) e estocado a -20°C.

3.4 Titulagdo do fluido infeccioso do rotavirus simio SA11

O titulo infeccioso de cada estoque viral produzido conforme o item 3.2 foi
determinado através do ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFA), segundo

BARARDI et al. (1998).
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Células MA104 foram cultivadas em meio de crescimento durante 48h, em
camaras de 8 pogos (Lab Tek, NUNC). O fluido infeccioso do rotavirus foi diluido
seriadamente de 10" a 107 em meio para infeccdo. Foi realizado também o
controle negativo, contendo somente meio para infeccdo e a monocamada de
células. As células contidas em cada po¢o da camara foram lavadas 2X com 300p!
de PBS estéril, pH 7,2 e inoculadas com 50ul de cada diluicdo do fluido infeccioso.
As camaras foram incubadas durante 60min a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO-
a fim de proporcionar a adsorgdo viral as células. Posteriormente, o in6culo
excedente de cada pogo foi removido e 300ul de meio para infecgdo foi
adicionado. As células foram entdo incubadas durante 24h, sob as mesmas
condi¢des de temperatura e atmosferas de CO, mencionadas acima.

Apés a incubacdo, o meio foi removido das camaras e as células lavadas
2X com PBS. Em seguida, as células foram fixadas a camara pela adigao de 300ul
de metanol a —20°C e mantidas por 5min a temperatura ambiente. Esta etapa foi
novamente realizada e, entdo, as cadmaras foram secas ao ar. As células de cada
poco foram reidratadas pela adigdo de 300ul de PBS e incubadas durante 15min
com 300l de solugéo bloqueadora (PBS, soroalbumina bovina a 1%, GibcoBRL e
Tween-20 a 0,05%, BIO-RAD) A cada pogo foram adicionados 100ul do
sobrenadante de hibridoma contendo o anticorpo monoclonal M60 diluido a 1:1 em
solucao bloqueadora, sendo as células incubadas por 12h a 4°C. Apés, as células
foram lavadas 3X com solucdo bloqueadora e finalmente incubadas a 37°C
durante 15min com um anticorpo anti-IgG de camundongo, conjugado a

fluoresceina (FITC, Silenus). As camaras receberam meio de montagem contendo
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PBS a 40%, glicerol 50% (Merck), formalina a 5%, NaC! a 5% e DABCO a 2,5%
pH 8,6 (Sigma) e foram recobertas por laminula para a analise em microscdpio de
epifluorescéncia (Olympus BX 40).

As células infectadas pelo rotavirus apresentam fluorescéncia
citoplasmatica e nucleo nao fluorescente. O titulo viral foi determinado através da
contagem do numero de células fluorescentes na maior diluigdo viral, sendo

expresso em unidades formadoras de focos/ml (ffu/ml).

3.5 Extragdo do RNA viral a partir do fluido infeccioso do rotavirus

A extracdo do RNA do fluido infeccioso do rotavirus, previamente titulado
(item 3.4) foi realizada de acordo com a metodologia proposta por SAMBROOK,
FRITSCH, MANIATIS (1989).

Cada amostra foi processada em duplicata, onde 500ul do fluido infeccioso
foram colocados em tubos tipo Eppendorf e adicionou-se 0 mesmo volume de
FREON 113 (Triclorotrifluoroetano, Aldrich). As amostras foram agitadas
vigorosamente durante 30seg e centrifugadas a 30.000Xg por 5min, a temperatura
ambiente. Apos centrifugacéo, a fase aquosa foi transferida para outro tubo novo,
acrescida de dodecil sulfato de soédio 1% (SDS, GibcoBRL) e incubada a 37°C,
durante 30min. Apds a incubagado, foram acrescentados as amostras 500ul da
mistura dos solventes fenol:.cloroférmio:alcool isoamilico, na proporgéo 25:24:1.
Essas foram agitadas vigorosamente por 30seg e centrifugadas como descrito
acima. Apés a centrifugacéo, a fase aquosa foi transferida para outro tubo novo e

acrescida de 500ul de cloroférmio, agitada vigorosamente por 30seg e
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centrifugada a 30.000Xg por 5min, a temperatura ambiente. Para precipitacdo dos
acidos nucléicos, foram adicionados a fase aquosa acetato de sédio 3M pH 5,3 na
concentragdo final de 10% desse valor e 3 volumes de etanol absoluto (Merck)
mantido a -20°C. As amostras foram incubadas a -20°C durante 2h ou
alternativamente, a -80°C durante 30min. Apds precipitacdo, as amostras de RNA
foram centrifugadas a 30.000Xg durante 20min, a 4°C. A fase aquosa foi
descartada, cada amostra foi acrescida de 3 volumes de etanol 70%, mantido
a —20°C, homogeneizada levemente e centrifugada a 30.000Xg, durante 20min, a
4°C. A fase aquosa foi novamente descartada, o tubo vertido sob papel
absorvente e o RNA precipitado foi seco ao ar. Foram adicionados ao precipitado
50ul de agua livre de ribonucleases (RNase) e o tubo foi estocado a -20°C, até
utilizacao.

Alternativamente, também foi realizado o procedimento de extracdo de
acidos nucléicos com o reagente TRIZOL® (GibcoBRL), mistura comercial
contendo fenol e isotiocianato de guanidina a partir do fluido infeccioso do

rotavirus, seguindo as especificagdes do fabricante (Anexo 1).

3.6 Quantificagdo do RNA viral

A fim de quantificar o RNA viral obtido apdés o processo de extragdo, a
amostra foi analisada por espectrofotometria.

A concentragdo do RNA viral foi medida em espectrofotdmetro Ultrospec
3000 (Pharmacia Biotech) através da leitura da densidade ética (D.O.) nos

comprimentos de onda 260 e 280nm, simultaneamente. Também foi medida a
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razdo entre as absorbancias 260/280nm com a finalidade de avaliar o grau de

pureza da mesma (SAMBROOK et al., 1989).

3.7 Ensaios de RT-PCR e semi-nested PCR para detecgdo do RNA de
rotavirus extraido a partir do fluido infeccioso

Todos os reagentes destinados as reagbes de RT e PCR foram mantidos
a -20°C. Para preparagdo das reagbes, os reagentes foram manipulados e
pipetados anteriormente a adicdo do RNA (que ocorreu em outro ambiente fisico).
Esta preocupagdo em separar os ambientes e os materiais utilizados
anteriormente a adigdo do RNA visou evitar qualquer contaminagdo dos reagentes
ou locais de preparagdo da mistura de reagdo com o RNA viral. A andlise dos
produtos das reagbes de PCR foi processada num terceiro ambiente fisico distinto
dos demais.

As sequéncias dos iniciadores utilizados encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para a amplificagdo génica do
rotavirus simio SA11 através da reagao de RT-PCR.

Iniciador Sequéncia (5-3)

BEGY GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G

ENDS GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT AAG

ET3 CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG
Adaptado de Gouvea et al. (1990)
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3.7.1 Definigdo das concentragoes ideais de MgCl; e de iniciadores para as
reagoes de PCR

Neste ensaio foi utilizado o RNA viral extraido com fenol/cloroférmio (item
3.5) e diluido a 1:5 (160ng).

As amostras do RNA viral foram testadas com cinco diferentes
concentragdes de MgCl,: 1,0 mM; 1,5 mM; 2,0 mM; 2,5 mM e 3,0 mM, através do
protocolo de amplificagdo numero 1, descrito a seguir (item 3.7.2.1). Também
foram testadas pelo mesmo protocolo, as concentragdes dos iniciadores de 400 e
200pmoles para a primeira reac&o de PCR, e 100 e 200pmoles para a segunda

reacé@o de PCR.

3.7.2 Protocolos de amplificagdo para o rotavirus simio SA11

As amostras de RNA viral obtidas a partir de fluido infeccioso (item 3.5),
foram diluidas seriadamente desde 1.5 até 1:160.000, correspondendo
respectivamente a 160ng (5x10°fu) e 5fg (15,2ffu) de RNA. Essas foram testadas
conforme com os protocolos de RT-PCR numeros 1 e 2, descritos logo abaixo.
Para ambos os protocolos, foram utilizados 2ul (equivalendo a 800ng de RNA) da
amostra do controle positivo (RNA purificado n&o diluido) e 5ul das diluigdes do
RNA purificado, cujas concentragdes equivalentes sdo apresentadas no Anexo 2.
Também foram realizados controles negativos, nos quais foi introduzida agua no

lugar do RNA viral.
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3.7.2.1 Protocolo nimero 1 (PCR tradicional)

Segundo BARARDI et al. (1999), 5ul de cada diluicdo do RNA viral, cujas
concentragdes equivalentes encontram-se no Anexo 2, e 2ul do controle positivo
(800ng de RNA) foram adicionados a tubos previamente preparados contendo o
par de iniciadores BEG9 e END9, ambos na concentragdo de 200pmoles. As
amostras de RNA dupla fita foram desnaturadas a 99°C durante 5min no
termociclador (MiniCycler™, PTC-150-16&-25, MJ RESEARCH) e transferidas
rapidamente para o gelo. A cada tubo, foi adicionado o tampdo de reacéo
(Cenbiot) na concentragao final 1X, contendo Tris-HCI 10mM pH 8,0 e KCI 50mM.
A esta mistura foram adicionados MgCl, (Sigma) 1,5mM; DTT (Ditiotreitol, Sigma)
10mM, deoxinucleotideos trifosfatados (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Gibco) 400uM
e 40U de M-MLV transcriptase reversa (Gibco). A reagdo de RT foi realizada a
37°C, durante 90min, na qual o segmento de RNA foi transcrito & sequéncia de
DNA complementar. Posteriormente, foram adicionadas 5U de Tag DNA
Polimerase (Cenbiot) diretamente a cada tubo, sendo as amostras
homogeneizadas e cobertas com 20ul de 6leo mineral (Sigma). A primeira reagio
de amplificag&o foi realizada utilizando-se o seguinte programa de temperaturas e
ciclos: 25 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1min, anelamento a 55°C por 2min e
extensdo a 72°C por 3min. Foi realizado ainda um passo final de extensdo a 72°C

por 10min (Figura 7).
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Desnaturagéo
94°C 1min
=z

by

Analamento dos iniciadores
55°C 2min

25 ciclos

Extenséo
72°C 3min

Extensao final
72°C 10min

amplificagdo do segmento génico 9
do rotavirus simio SA11

Figura 7 — Programa de ciclos e temperaturas utilizado para as reagbées de PCR
para o rotavirus simio SA11, segundo BARARDI et al. (1999).
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Para a reagdo semi-nested PCR, 2ul do produto da primeira reagao de
amplificagdo foram adicionados a mistura de reagdo contendo o mesmo tampéo
utilizado na primeira reac¢ao; MgCl, 1,5mM; deoxinucleotideos trifosfatados 400uM;
os iniciadores ET3 e END9 na concentragdo 100pmoles cada e Tag DNA
Polimerase 5U, sendo as amostras homogeneizadas e cobertas com 20ul de éleo
mineral. A reacao foi realizada utilizando-se 0 mesmo programa de temperaturas e

ciclos descrito para a primeira reagao e apresentado na Figura 7.

3.7.2.2 Protocolo nimero 2 (PCR SuperMix)

Neste ensaio, foi testada a mistura comercial de reacdo “PCR SuperMix”
(GibcoBRL), seguindo-se as especificagbes do fabricante, com exceg¢do da
concentragdo de MgCl,, definida conforme o descrito no item 3.7.1.

Cinco microlitros de cada diluicdo do RNA viral, cujas concentractes
encontram-se especificadas no Anexo 2, e 2ul do controle positivo (equivalendo a
800ng de RNA) foram desnaturadas a 99°C durante 5min no termociclador e
transferidas rapidamente para gelo. Aos tubos foram adicionados tampio de
reacao 1X (Gibco) (Tris-HCI 50mM pH8,3; KCI 75mM; MgCl, 3,0mM); DTT 5mM;
deoxinucleotideos trifosfatados 500uM, os iniciadores BEG9 e END9 ambos na
concentracdo de 100pmoles e 40U de M-MLYV transcriptase reversa. As amostras
foram incubadas a 37°C, durante 90min para a realizacéo da reacdo de RT.

Para a primeira reagcdo de amplificagdo, 2ul do produto da RT foram
adicionados aos tubos contendo a mistura “PCR SuperMix” (Tris-HCI 22mM pH

8,4, KCI 55mM; MgCl, 1,65mM, deoxinucleotideos trifosfatados 220uM e 22U/mi
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de Taqg DNA Polimerase recombinante e os iniciadores BEG9 e ENDYS na
concentragdo de 100pmoles cada. Uma solugdo de MgCl, 1,35mM foi introduzida
aos tubos contendo a “‘PCR SuperMix’, com a finalidade de adequar a
concentracao final do reagente.

As amostras foram cobertas com 20ul de éleo mineral e incubadas a 80°C,
por 1min, conforme indicagdes do fabricante. Em seguida, a reagcdo de
amplificag@o foi iniciada, utilizando-se o mesmo programa de temperaturas e
ciclos apresentado na Figura 7.

Para a reac&o de semi-nested PCR, 2l do produto da primeira reagdo de
amplificagao e 100 pmoles de cada um dos iniciadores internos foram adicionados
a “PCR SuperMix’. As amostras foram cobertas com 20ul de 6leo mineral, sendo a
reagéo realizada através do programa de temperaturas e ciclos apresentado na

Figura7.

3.8 Visualizagdo dos produtos de PCR

Os produtos das reagcdes de PCR foram visualizados através de gel de
agarose a 1% ou através de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) a 10%
(Tabela 4), segundo SAMBROOK et al. (1989).

Cinco microlitros de cada amostra foram misturados ao tampdo de
aplicagao (azul de bromofenol 0,25% e sacarose 40% p/v em agua) e aplicados no
gel, sendo a eletroforese realizada a 100V em tamp&o de corrida Tris-
borato/EDTA 1X (TBE, Tris-HCI 0,09M, acido borico 0,09M e EDTA 0,002M). O

marcador de peso molecular 100pb DNA /adder (GibcoBRL) foi aplicado a cada
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conjunto de amostras, a fim de definir o peso molecular dos fragmentos
amplificados. Ao término da eletroforese, o gel foi corado com solug&o aquosa de
brometo de etideo 0,5ug/mi, sendo os produtos amplificados visualizados através

da exposi¢do a luz ultravioleta.

Tabela 4 — Composigao do gel de poliacrilamida utilizado para visualizagdo dos
produtos das reagdes de PCR com as concentragdes finais de cada

componente.
Componente Concentragao final
Acrilamida (Sigma) 10%
Bis-acrilamida (Sigma) 0,26%
TBE 5X (Sigma) 1X
Persulfato de aménio (APS, Sigma) 1%
N,N,N",N’-Tetrametil-etilenodiamino 0,03%

(Temed, Sigma)
Adaptado de SAMBROOK et al. (1989)

3.9 Preparagdo dos extratos tissulares de ostras experimentalmente
inoculadas com rotavirus

3.9.1 Inoculagdo experimental das ostras com rotavirus simio SA11

O procedimento de inoculagdo das ostras com rotavirus foi realizado
segundo BARARDI et al. (1999). Exemplares de C. gigas foram adquiridos
diretamente com produtores, na praia de Ribeirdo da llha, situada no extremo sul
da llha de Santa Catarina, voltada para a baia sul, distante 18km do centro da
cidade de Florianopolis. Este local foi escolhido para a coleta das ostras, por

apresentar um grande numero de cultivos de ostras e mexilhdes e possuir agua de
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qualidade bacteriolégica satisfatéria, segundo a Fundagdo de Amparo a
Tecnologia e ao Meio Ambiente (FATMA).

As valvas foram cuidadosamente limpas com o auxilio de uma escova,
cobertas com solugé@o de alcool iodado a 10% por 10min e secas ao ar durante
30min. Posteriormente, as valvas foram abertas com auxilio de faca especial
desinfetada através de um solugdo aquosa de hipoclorito de sddio a 10%.

Duas ostras (10 a 20g de tecido vivo de cada animal) foram processadas
como amostra Unica, sendo inoculadas com 3,0x10ffu de fluido infeccioso do
rotavirus simio SA11, preparado e titulado de acordo com os itens 3.2 e 3.4.
A inoculagao foi realizada em 3 ou 4 sitios distintos da regido gastrointestinal das
ostras, utilizando-se ponteira de micropipeta (CROMEANS, NAINAN, MARGOLIS,
1997). Apos 30min a temperatura ambiente, as ostras foram processadas
conforme protocolo a seguir, visando a preparagdo de um extrato tissular,
designado Extrato B.

Ainda foram preparados extratos tissulares a partir de ostras nao inoculadas
com rotavirus (sadias), que serviram como controles negativos do experimento
e designados Extratos Negativos.

Com a finalidade de obter uma referéncia de 100% de recuperagdo viral,
ostras ndo inoculadas com rotavirus, foram processadas de acordo com
procedimento descrito a seguir. Ao final, o extrato tissular produzido foi inoculado
com a mesma quantidade de fluido infeccioso injetada inicialmente nas ostras para

a produc¢ao do Extrato B, ou seja, com 3.0x10/ffu. Este foi designado Extrato A.
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3.9.2 Preparagdo do extrato tissular de ostras

A preparagdo dos extratos tissulares de ostras experimentalmente
inoculadas com o rotavirus encontra-se esquematizada na Figura 8 (LEWIS &
METCALF, 1988; BARARDI et al., 1999, com modificagbes). Os tecidos das ostras
foram macerados com auxilio de um homogeneizador Ultra-Turrax (Modelo T25
basic, IKA Labortechnik) durante 30seg a 24.000 rotagdes/min, na presenga de
100ml de tampao triptose-fosfato (TPB) 10% (v/v) (TPB 100% contém 20g de
triptose; 2,0g de glicose; 5,0g de NaCl e 2,5g de Na,HPO4 pH 7,3) preparado em
glicina 0,05M, pH 9,0. O homogeneizado foi agitado a 4°C, durante 30min e
posteriormente centrifugado a 10.000Xg durante 30min, a 4°C. O sobrenadante foi
colhido e acrescido de polietileno glicol 8.000 (PEG) 8% (p/v), preparado em TPB
10%, e mantido sob agitagdo durante 16h, a 4°C. O homogeneizado foi
novamente centrifugado a 10.000Xg durante 20min, a 4°C, e o sobrenadante
descartado. O precipitado final foi acrescido de 5ml de Na,HPO,4 0,15M, pH 9,0.
Apos, as amostras foram sonicadas em aparelho Sonic Dismembrator, Modelo 60
(Fisher Scientific) na velocidade 20, durante o tempo total de 1min, sendo
realizadas duas etapas de 30seg cada com um intervalo de 5seg. Como etapa
final do procedimento, os extratos foram agitados durante 20min e centrifugados a
10.000Xg, durante 30min, a 4°C.

Os extratos foram transferidos para tubos novos e estéreis, tiveram seu pH
ajustado para 7,4 e foram tratados com solugdo de penicilina e estreptomicina
150pg/ml cada; 50ug/ml de anfotericina B e 10ug/ml de tripsina. As amostras

foram estocadas a -80°C até sua utilizagao.
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Alguns extratos tissulares de ostras ndo foram submetidos a etapa final do
procedimento descrita logo acima (nova etapa de centrifugagdo apds o
procedimento de sonicagéo). Desta forma, apds sonicacdo, os extratos A e B
receberam diferentes tratamentos, sendo subdivididos em: A1, A2, B1 e B2. Os
extratos A2 e B2 n&o foram submetidos a esta etapa final, sendo os extratos A1 e
B1 submetidos & mesma (Figura 8). llustragdes da preparacdo desses extratos

estdo na Figura 9.
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‘,.,_-;/‘____ﬁ_ _

Ostras inoculadas no
inicio do processamento |
com 3x10’ ffu do fluido |
infeccioso do rotavirus
l simio SA11

Homogeneizar em TPB10% e glicina
0,05M pH 9,0

Centrifugar a 10.000Xg, 4°C, 30min
Reservar o sobrenadante

Adicionar PEG 8.000 ao sobrenadante (8% final)
Agitar durante 2 a 16h

Centrifugar a 10.000Xg, 4°C, 20min
Descartar o sobrenadante

Ressuspender o precipitado em tamp&o Na HPO,
Sonicar por 1min

. / Semear o extrato
BT |

preparado a partir de
ostras nao inocyladas
Extrato A (A) com 3x10° ffu. | Extrato B
Adicionar antibiéticos, —
z s anfotericina B e tripsina z &
Agitar por 20min Estocar a -80°C Agitar por 20min Estocar a -80°C
Centrifugar a 10.000 X Centrifugar a 10.000X g
g, durante 30min Extrato A2 durante 30min Extrato B2
Ajustar pH do sobrenadante Ajustar pH do sobrenadante
para 7,4, tratar com para 7,4, tratar com
antibidticos e tripsina antibidticos e tripsina
Estocar a -80°C Estocar a -80°C
Extrato A1 Extrato B1

Figura 8 — Procedimento de preparacdo dos extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com o rotavirus.
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Figura 9 — Esquema ilustrativo do procedimento de preparacdo dos extratos
tissulares de ostras. (A) limpeza e assepsia externa das valvas das
ostras (B) inoculagdo viral na regido gastrointestinal da ostra (C)
homogeneizagao dos tecidos das ostras (D) extracdo do RNA viral a
partir dos extratos tissulares das ostras e RT-PCR (E) utilizacdo dos
extratos tissulares das ostras em ensaios de cultura celular.
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3.10 Extragdo do RNA viral a partir dos extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com rotavirus

O procedimento de extracdo do RNA viral a partir dos extratos tissulares de
ostras experimentalmente inoculadas com rotavirus foi realizado segundo ATMAR
et al. (1993); LEES, HENSHILWOOD, DORE (1994); BARARDI et al. (1999).
Quinhentos microlitros de cada extrato de ostras receberam o mesmo volume de
FREON 113, que foram agitados vigorosamenie por 30seg e, em seguida,
centrifugados a 30.000Xg, por 5min, a temperatura ambiente. Apds centrifugacéo,
a fase aquosa foi transferida para outro tubo e adicionada de Tris-HCI 10mM
pH 7,5; EDTA (Sigma) 5mM, SDS 0,5%(p/v) e proteinase K (GibcoBRL) 400ug/mi,
sendo incubada a 37°C, durante 30min. Aos tubos foram adicionados brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB, Sigma) 1,3%(p/v) e NaCl (Sigma) 0,52M, sendo as
amostras incubadas a 56°C durante 30min. Apds este periodo, o procedimento
padrdo de extragdo de acidos nucléicos com fenol.cloroférmio e precipitagido com
etanol foi realizado de acordo com o descrito no item 3.5.

Alternativamente, o procedimento de extragdo de &cidos nucléicos com o
reagente TRIZOL® também foi realizado para os extratos tissulares de ostras,

seguindo as especificagdes do fabricante (Anexo 1).
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3.11 Ensaios de RT-PCR e semi-nested PCR para detecgdo do RNA de
rotavirus extraido dos extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas

3.11.1 Definigdo da concentragao ideal de MgCl

Com a finalidade de definir a concentrag&o ideal de MgCl, para a reagéo de
PCR, foi utilizada somente a diluicdo 1:5 (160ng ou 5x10° ffu) do RNA viral, ndo
sendo necessario testar outras diluigdes. As amostras de RNA foram testadas com
cinco diferentes concentragdes de MgCl,: 1,0 mM; 1.5 mM; 20 mM; 2,5 mM e

3,0 mM, através do protocolo de amplificagdo numero 1, conforme o item 3.7.2.1.

3.11 .2 Protocolos de amplificagao

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade do ensaio de amplificagdo génica
para recuperacdo do rotavirus a partir de ostras inoculadas experimentalmente, as
amostras de RNA viral, que foram extraidas dos extratos tissulares de ostras (item
3.10) foram diluidas seriadamente desde 1:5 até 1:5.000.000, correspondendo
respectivamente a 2x10* e 0,03ffu. Essas concentragdes foram calculadas para o
Extrato A (Anexo 3).

As amostras foram testadas conforme com os protocolos de PCR numeros
1 e 2, descritos respectivamente nos itens 3.7.2.1 e 3.7.2.2. Para ambos, foram
utilizados 2pl (800ng) de RNA purificado (controle positivo do experimento) e 5yl
das diluigbes do RNA extraido a partir dos extratos, cujas concentragdes

equivalentes encontram-se no Anexo 3.
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3.12 Ensaio de citotoxicidade do extrato tissular de ostras sadias ndo

inoculadas com o rotavirus (Extrato Negativo)
Este ensaio objetivou detectar a citotoxicidade dos extratos tissulares de

ostras sadias ou Extrato Negativo (n&o inoculadas com rotavirus), preparado de
acordo com o item 3.9.2. Células MA104 (aproximadamente 10° células/ml) foram
cultivadas em placas de 24 pocos (NUNC) e mantidas como descrito no item 3.1.

Apds 48h de incubacgdo a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO, o Extrato
Negativo foi diluido seriadamente em meio para infecgdo desde a proporgéo 1:2
até 1:1000. Cada um dos 24 pocos da placa contendo a monocamada de células
foi lavado 2X com 1ml de PBS estéril, pH 7,2 e em seguida, inoculado com 250ul
de cada diluicdo do extrato, bem como com o Extrato Negativo n&o diluido (puro).
As placas foram mantidas durante 1h a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. Apds
este periodo, o extrato foi aspirado e as células suplementadas com 1ml de meio
para infecgao.

O experimento foi mantido sob as mesmas condi¢bes de temperatura e
atmosferas de CO, mencionadas anteriormente, sendo realizadas observagdes da
camada celular 24, 48 e 72h apés a incubacgéo, com a finalidade de identificar as
alteragdes morfologicas celulares. Cada observagéo foi comparada com um
controle negativo, sem o extrato de ostra, contendo apenas a monocamada celular
e meio para infec¢do. Foram realizadas quatro repeticdes para cada diluigdo do
Extrato Negativo, sendo que o ensaio apresenta-se esquematizado na Figura 10.
Os dados semi-quantitativos obtidos diretamente a partir das observagbes de
alteragdes morfologicas celulares foram transformados em valores quantitativos

(Tabela 5), sendo obtidos média e desvio padrao para cada grupo de dados.
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Figura 10 — Disposicdo da placa de 24 pocgos utilizada para a determinacdo da
citotoxicidade das diferentes diluicdes do Extrato Negativo (extrato
tissular de ostras sadias, nédo inoculadas com o rotavirus), em células
MA104.
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3.13 Ensaio de citopatogenicidade dos extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com rotavirus simio SA11

Este ensaio visou comparar dois tipos de extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com fluido infeccioso do rotavirus simio SA11 (A2 e
B2) e verificar a recuperagao viral apds a preparagéo dos extratos.

Células MA104 foram cultivadas em placas de 24 pogos e incubadas a
37°C durante 48h sob atmosfera de 5% de CO, conforme descrito no item 3.12.

Os extratos tissulares de ostras experimentalmente inoculadas com fluido
infeccioso de rotavirus (A2 e B2), preparados de acordo com item 3.9.2, foram
diluidos seriadamente em meio para infecgdo desde a proporg¢ao 1:32 até 1:1000,
correspondendo respectivamente a 1,56x10% e 488ffu (Anexo 4). As diluicdes dos
extratos (250ul) foram inoculadas na monocamada de células, sendo as mesmas
mantidas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,, durante 1h, para a adsorg&o do
inoculo. Apds este periodo, o indculo excedente foi aspirado e as células
suplementadas com 1ml de meio para infecgao.

Como controle negativo do experimento, foram incubados na placa de
24 pogos, somente células e meio para infecgdo. O controle positivo constou de
fluido infeccioso do rotavirus simio SA11, diluido em meio para infecgdo nas
mesmas propor¢des dos extratos tissulares de ostras, equivalendo as mesmas
concentragdes em ffu para os extratos inoculados com rotavirus. Estas amostras
foram inoculadas nas células, conforme ja descrito acima.

O experimento foi mantido sob as mesmas condi¢gdes de temperatura e
atmosfera de CO, e as células observadas 24, 48 e 72h apds a incubagéo. Ao

término de cada periodo, foram realizadas observagdes do ECP provocado em
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cada amostra, comparando-as com os controles negativo e positivo (ou controle
viral) e atribuido um escore semi-quantitativo de uma a cinco cruzes. Esta
designacgado variou de acordo com o percentual de destruicdo da monocamada
celular. Posteriormente, visando a aplicagdo de uma analise estatistica aos
resultados obtidos, foi designado um escore quantitativo, com valores de 1 a 5 aos
atributos semi-quantitativos determinados no momento da observagcdo do ensaio

(Tabela 5).

Tabela 5 — Percentuais de destruigdo da camada celular devido a infecgdo viral
utilizados no ensaio de citopatogenicidade dos extratos tissulares de
ostras experimentalmente inoculadas com o rotavirus simio SA11.

Percentual de destruigdo da Escore semi-quantitativo Escore quantitativo
camada celular(%)

10% + 1
30% ++ 2
50% +++ 3
80% ++++ 4
100% +++++ 5
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3.13.1 Andlise estatistica para os valores obtidos no ensaio de
citopatogenicidade dos extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com rotavirus simio SA11

Os valores obtidos no ensaio de citopatogenicidade foram submetidos a
uma analise da variancia (ANOVA) monofatorial, utilizando o programa
STATGRAPHICS Plus®, versdo 2.1 (Copyright© 1995, Manugistics, EUA),
relacionando os dois extratos A2 e B2 em diferentes diluicdes seriadas (1:32 a
1:1000) e tempos de incubacao (24, 48 e 72h). O teste de separagdo de médias

utilizado foi o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3.14 Ensaio de avaliagdo da recuperagdo viral a partir dos extratos
tissulares de ostras experimentalmente inoculadas com rotavirus
simio SA11, por imunofluorescéncia indireta

Este ensaio foi realizado visando comparar a quantidade de particulas virais
viaveis nos extratos tissulares de ostras experimentalmente inoculadas (A2 e B2)
e avaliar a recuperacéo viral apdés a preparacdo dos mesmos. Os extratos
tissulares de ostras inoculadas experimentalmente foram diluidos seriadamente
em meio para infecgdo nas proporgdes: 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400, sendo cada
diluicio realizada em triplicata.

Células MA104 foram cultivadas em camaras de 8 pogos, especiais para
ensaios de imunofluorescéncia, durante 48h conforme descrito no item 3.4. As
monocamadas celulares foram lavadas 2X com 300ul de PBS estéril pH 7,2 e
inoculadas com 50ul de cada diluicdo dos extratos. As camaras foram incubadas

durante 60min a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. Apos este periodo, o indculo
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de cada pogo foi removido e 300ul de meio para infeccdo foram adicionados as
células. As camaras foram entdo incubadas durante 48h, a 37°C sob atmosfera de
5% de CO,. O procedimento de fixagdo das células e incubagdo com os
anticorpos foi realizado conforme descrito no item 3.4.

Tambéem foram testados os dois extratos A1 e A2 nas mesmas diluicdes
citadas anteriormente e com 48h de incubacio. Posteriormente, foi realizado um
experimento adicional, reduzindo-se a concentragdo de tripsina no extrato para
5ug/ml e inoculando-se a monocamada celular com os extratos tissulares de
ostras A1 e B1 (ambos receberam a etapa final de centrifugagdo durante o
processo de preparacéo dos extratos), diluidos seriadamente a 1:50; 1:100; 1:200

e 1:400, num periodo de incubacio de 72h.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Titulo infeccioso do rotavirus simio SA11

O fluido infeccioso do rotavirus, ndo quantificado, e produzido de acordo
com o item 3.2 foi titulado através do ensaio de imunofluorescéncia indireta (item
3.4) utilizando o anticorpo monoclonal M60 produzido de acordo com o item 3.3 e
revelado com anti-lgG de camundongo conjugada a FITC. De acordo com este

ensaio, o titulo viral foi de 5x107 ffu/mi (Figura 11).

4 2 Quantificagdo do RNA viral

O RNA viral obtido a partir do fluido infeccioso do rotavirus, previamente
titulado, foi dosado espectrofotometricamente de acordo com o item 3.6. A
concentragdo do RNA do rotavirus SA11 foi de 0,4ug/ul, apresentando um valor

de 1,8 para a relacao entre absorbancias 260/280nm.

4.3 Reagoes de RT-PCR

4.3.1 Reagoes de RT-PCR para o RNA viral obtido do fluido infeccioso
4.3.1.1 Comparagdo entre os procedimentos de extragdo do RNA viral

Foram avaliados dois procedimentos de extragdo do RNA viral obtido do
fluido infeccioso do rotavirus: utilizagdo da técnica convencional de extragdo pelo
fenol/cloroformio e da técnica comercial utilizando-se o reagente TRIZOL® (item

3.5). O RNA viral foi reversamente transcrito e amplificado através da RT-PCR
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Figura 11 — Imunofluorescéncia de células MA104 infectadas pelo rotavirus
simio SA11 na diluigao 103 incubadas primeiramente com o
anticorpo monoclonal M60 e posteriormente com um anti-IgG de
camundongo conjugado a FITC (A) e controle negativo de células
néo infectadas pelo rotavirus simio SA11(B).
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(iniciadores BEG9 e ENDS9), seguido da reagdo semi-nested PCR (iniciadores
END9 e ET3) utilizando-se o protocolo 2 (item 3.7.2.2). A Figura 12 apresenta os
resultados de amplificagdo que indicam sensibilidade similar nos produtos
amplificados do rotavirus, em ambos os procedimentos de extragdo. Nos ensaios
subsequentes foi utiizado somente o procedimento de extragcdo com
fenol/cloroférmio, visto apresentar sensibilidade similar na amplificagdo do RNA
viral aliado ao menor custo de processamento, quando comparado com O

procedimento de extragdo com TRIZOL®.
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Figura 12 - Produtos da reagdo de semi-nested PCR (protocolo 2 - PCR
Supermix) do RNA extraido do fluido infeccioso do rotavirus SA11 e
diluido a 1:5 (160ng) utilizando-se diferentes procedimentos de
extrag&o. Linhas: 1: marcador de peso molecular (100pb /adder);
2: procedimento de extraggo do RNA com TRIZOL®: 3:
procedimento de extragdo do RNA com fenol/cloroférmio; 4:

controle negativo.
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4.3.1.2 Padronizagdo das concentragoes ideais de MgCl, e de iniciadores

Foi empregado o ensaio de padronizagdo das concentragbes ideais de
MgCl, e de iniciadores a serem utilizados na primeira e segunda reacdes de PCR
(tem 3.7.1) para a amplificagdo do rotavirus utilizando-se o protocolo 1 (PCR
tradicional - item 3.7.2.1). Dentre as concentragbes de MgCl, testadas (1; 1,5; 2,
2,5 e 3,0mM), observou-se amplificacdo do segmento génico 9 do rotavirus
somente com as concentragdes de 2,5 e 3mM do reagente. Com 3mM de MgCl,
detectou-se maior intensidade no produto amplificado, demonstrando uma melhor
sensibilidade na amplificacao (Figura 13A). Para determinar a concentracdo ideal
de iniciadores, foram testados através do protocolo 1 (onde as reacbes de RT e
PCR sé&o feitas num unico passo), 400 e 200pmoles de iniciadores para a primeira
reacdo (RT-PCR) e 200 e 100pmoles de iniciadores para a segunda reacéo (semi-
nested PCR). Para as concentracdes de 200 e 100pmoles de iniciadores foi
observada uma maior intensidade no produto amplificado, demonstrando maior

especificidade na amplificag&do (Figura 13B).

4.3.1 3 Limite de detecgdo do RNA viral

O limite de sensibilidade para detecgdo do segmento génico 9 do rotavirus
obtido a partir do fluido infeccioso, foi determinado utilizando-se dois diferentes
procedimentos de amplificagdo: os protocolos 1 (PCR tradicional item 3.7.2.1) e

2 (PCR Supermix - item 3.7.2.2).
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Figura 13 - Produtos das reagdes de semi-nested PCR (protocolo 1 - PCR
tradicional) do RNA extraido a partir do fluido infeccioso do rotavirus
SA11 (utilizando-se fenol/cloroférmio) e diluido a 1:5 (160ng) com
diferentes concentragbes de MgCl, e iniciadores (géis de agarose a
1%).
(A) Linha 1: marcador de peso molecular,; linhas 2 a 6 concentracdes de
MgCl, de 1; 1,5; 2, 2,5 e 3,0mM, respectivamente.
(B) Linha 1: marcador de peso molecular; linha 2: 200 e 100pmoles de
iniciadores; linha 3: 400 e 200 pmoles de iniciadores; linha 4: controle
negativo.
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Utilizando-se o protocolo 1, o limite minimo de detecg&o viral foi de 7,8x10°
ffu correspondendo a 2,5ng de RNA dosado espectrofotometricamente (Figura
14A). Com o protocolo 2, o limite minimo de detecg¢&o viral foi de 30ffu ou 0,01ng

de RNA (Figura 14B). A Figura 15 apresenta graficamente os resultados obtidos

com os dois distintos protocolos de RT-PCR.
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Figura 14 — Produtos da reacio de semi-nested PCR para o RNA viral extraido do
fluido infeccioso e amplificado através de diferentes procedimentos:
protocolo 1 (A) e protocolo 2 (B) (géis de poliacrilamida a 10%).

(A) Linha 1: marcador de peso molecular; linhas 2 a 9, diluicao
seriada do RNA viral correspondendo a 800ng (1x10%fu), 160ng
(5x10°ffu) 80ng (2,5x10%fu) 40ng (1,25x10%fu) 20ng (6,2x10%fu)
10ng (3,12x10%ffu) 5ng (1,56x10%fu) e 2,5ng (7,8x10° ffu) de RNA
respectivamente.

(B) Linha 1: marcador de peso molecular; linhas 2 a 16, diluicdo
seriada do RNA viral de 160ng (5x10°ffu) 80ng (2,5x10°ffu) 40ng
(1,25x10%fu) 20ng (6,2x10%fu) 10ng (3,12x10%fu) 5ng (1,56x10%fu);
2,5ng (7,8x10° ffu); 1,25ng (3,9x10°ffu); 0,65ng (1,95x10%fu); 0,31ng
(975ffu); 0,16ng (487ffu); 0,08ng (243ffu); 0,04ng (121ffu); 0,02ng
(60,9ffu) e 0,01ng (30,4ffu). Linha 17: controle negativo.
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concentragdo viral
em ng de RNA

protocolos de amplificagdo

Cprot1 Mprot 2

prot.1 = protocolo 1 (PCR tradicional)
prot. 2 = protocolo 2 (PCR Supermix)

Figura 15 — Limites de deteccéo viral do RNA extraido do fluido infeccioso do
rotavirus simio SA11, através de diferentes protocolos de RT-PCR

(protocolos 1 e 2).
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4.3.2 Reagoes de RT-PCR para o RNA viral extraido a partir dos extratos
tissulares de ostras experimentalmente inoculadas com o rotavirus
simio SA11

4.3.2.1 Comparagdo entre os procedimentos de extracdo do RNA viral

O método de extragdo do RNA do rotavirus obtido a partir dos extratos
tissulares de ostras experimentaimente inoculadas foi realizado através de dois
procedimentos: fenol/cloroférmio e TRIZOL® (item 3.10). Este RNA viral, diluido a
1:5 (160ng) e a 1:40 (20ng) foi transcrito e amplificado através de uma reacgéo de
RT-PCR seguida de uma reagado de semi-nested PCR, utilizando o protocolo 2
(item 3.7.2.2). Os resultados encontram-se apresentados na Figura 16, onde a
intensidade do produto amplificado foi similar para ambos os procedimentos de
extragao. A avaliagdo dos procedimentos de extracdo do RNA viral foi realizada
para os diferentes extratos tissulares de ostras: A1, A2, B1 e B2 (Figura 8). Em
todos esses extratos, a intensidade do produto amplificado foi similar para ambos

os procedimentos de extracao.
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Figura 16 - Produtos da reacdo de semi-nested PCR (protocolo 2 — PCR
Supermix) do RNA do rotavirus simio SA11 extraido dos diferentes
extratos tissulares de ostras inoculadas experimentalmente, diluido a
1:5 (160ng) e a 1:40 (20ng) e extraido a partir de diferentes
procedimentos: fenol/cloroférmio e TRIZOL® (géis de agarose a 1%).
Linhas 1 e 3 (extrato B1) e 5 e 7 (extrato A1) partindo de 160 e 20ng
de RNA, respectivamente, e tratados com TRIZOL®; 2 e 4 (extrato B1)
e 6 e 8 (extrato A1) partindo de 160 e 20ng de RNA, respectivamente,
e tratados com fenol/cloroférmio; 9 e 11 (extrato B2) e 13 e 15 (extrato
A2) partindo de 160 e 20ng de RNA, respectivamente, e tratados com
TRIZOL®; 10 e 12 (extrato B2) e 14 e 16 (extrato A2) partindo de 160 e
20ng de RNA, respectivamente, e tratados com fenol/cloroférmio; 17:
controle negativo, 18: marcador de peso molecular.
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4.3.2.2 Padronizagdo da concentragdo ideal de MgCl.

Foi empregado o ensaio de padronizagdo das concentragbes ideais de
MgCl; (item 3.11.1) a serem utilizadas nas reagbes de amplificagdo do segmento 9
do rotavirus através do protocolo 1 (3.7.2.1). O RNA viral obtido a partir dos
diferentes extratos tissulares de ostras: A1, A2, B1 e B2 foram reversamente
transcritos e amplificados com as concentragdes de 1; 1,5; 2; 2,5 e 3,0mM de
MgCla.

A Figura 17A apresenta os produtos de amplificacdo do RNA viral extraido
dos extratos tissulares de ostras B1 € B2. O RNA viral obtido a partir do extrato B1
foi amplificado somente com as concentragbes de 2,5 e 3,0mM de MgCl, e
apresentou intensidades similares para ambos os produtos amplificados. Para o
extrato B2, a concentragao de 3,0mM de MgClz resultou na melhor intensidade do
produto amplificado.

Os resultados deste ensaio, usando o RNA viral extraido a partir dos
extratos tissulares de ostras A1 e A2, sdo apresentados na Figura 17B. Para o
extrato A1, o RNA foi amplificado somente com as concentracdes de 2,5 e 3,0mM
de MgCl;; porém, a intensidade dos produtos amplificados com essas
concentracfes foi diferente. Com a concentragdo de 3,0mM de MgCl,, a
intensidade do produto amplificado foi maior do que com 2,5mM do reagente. Para
0 extrato A2, foram detectados produtos de amplificagdo com 1,5; 2; 2,5 e 3,0mM
de MgClz, entretanto, a intensidade do produto foi maior com as trés ultimas

concentragdes do reagente.
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Figura 17 - Produtos da reagdo de semi-nested PCR (protocolo 1- PCR
tradicional) do RNA do rotavirus simio SA11 extraido dos extratos
tissulares de ostras (géis de poliacrilamida a 10%).

(A)semi-nested PCR do RNA viral extraido dos extratos B1 e B2 com
diferentes concentragdes de MgCl,. Linhas 1 e 13: marcador de peso
molecular; linha 2: controle viral (800ng de RNA); linhas 3 a 7:
concentragdes de MgCi, de 1; 1,5; 2, 2,5 e 3,0mM, respectivamente
para o extrato B1 e linhas 8 a 12 correspondem as mesmas
concentragdes de MgCl; para o extrato B2.

(B)semi-nested PCR do RNA viral extraido dos extratos A1 e A2 com
diferentes concentracbées de MgCl,. Linha 12 marcador de peso
molecular; linha 1: controle viral (800ng de RNA); linhas 2 a 6:
concentragdes de MgCl, de 1; 1,5; 2, 2,5 e 3,0mM, respectivamente
para o extrato A1 e linhas 7 a 11 correspondem as mesmas
concentragdes de MgCl; para o extrato A2.
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4 3.2 3 Limite de detecgdo do RNA viral

O limite de sensibilidade da amplificagdo do segmento génico 9 do rotavirus
obtido a partir dos extratos tissulares de ostras experimentalmente inoculadas, foi
determinado utilizando-se dois diferentes procedimentos de reagdo de RT-PCR
seguido de uma reagdo de semi-nested PCR: protocolo 1 (PCR tradicional - item
3.7.2.1) e protocolo 2 (PCR Supermix - item 3.7.2.2).

Utilizando-se o protocolo 1, a reagdo de RT-PCR foi realizada somente para
os extratos tissulares de ostras A2 e B2. A Figura 18A apresenta o limite de
deteccdo viral para o extrato A2 (deteccdo minima de 312ffu) e a Figura 18B
apresenta o limite de detecgdo para o extrato B2 (detecgao minima de 625ffu).

Utilizando-se o protocolo 2, a reagdo de RT-PCR foi realizada para todos os
extratos tissulares de ostras (A1, A2, B1 e B2). A Figura 19A apresenta o limite de
deteccao para o extrato B1 (detec¢cédo minima de 1,2ffu) e Figura 19B apresenta o
limite de detecgé@o para o extrato A1 (detecgcdo minima de 0,6ffu). A Figura 19C
mostra o limite de detecgdo para o extrato B2 (detecgdo minima de 0,15ffu) e
Figura 19D mostra o limite de detecgédo para o extrato A2 (deteccdo minima de
0,03ffu). Nas Figuras 20 e 21 estdo representados graficamente os limites de
detecgéo viral obtidos com estes dois protocolos de RT-PCR e com as duas

formas de preparacao dos extratos.
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Figura 18 - Produtos de reagbes de semi-nested PCR (protocolo 1- PCR
tradicional) do RNA do rotavirus simio SA11 extraido dos extratos
tissulares de ostras A2 e B2 (géis de poliacrilamida a 10%).
(A) Semi-nested PCR do RNA isolado do extrato A2. Linhas 1:
marcador de peso molecular; linhas 2 a 8: diluicdes seriadas do RNA
viral correspondendo desde 2x10* até 312ffu respectivamente; linha 9:
controle negativo.
(B) Semi-nested PCR do RNA isolado do extratos B2. Linha 1 e 9:
marcador de peso molecular; linhas 2 a 8: diluicbes seriadas do RNA
viral correspondendo desde 1,6x10° até 625 ffu respectivamente.
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Figura 19 - Produtos da reagdo de semi-nested PCR (protocolo 2 — PCR
Supermix) do RNA do rotavirus simio SA11 extraido dos extratos
tissulares de ostras A1, A2, B1 e B2 (géis de agarose a 1%).
(A) Limite de deteccdo do RNA extraido do extrato B1. Linhas 1 a 10:
diluigbes do RNA viral correspondendo desde 1x10° até 0,6ffu; linha
11: controle negativo, linha 12: marcador de peso molecular.
(B) Limite de deteccdo do RNA extraido do extrato A1. Linhas 1 e 14:
marcador de peso molecular; linhas 2 a 12: diluicdes seriadas do
RNA viral correspondendo desde 1x10° até 0,3ffu, linha 13: controle
negativo.
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Figura 19 — (cont.)

(C) Limite de detecg@o do RNA extraido do extrato B2. Linhas 1 e 15,
marcador de peso molecular, linhas 2 a 13: diluigdes seriadas do RNA
viral correspondendo desde 1x1 0° até 0,07ffu, linha 14: controle
negativo.

(D) Limite de detecgdo do RNA extraido do extrato A2. Linhas 1 e 17:
marcador de peso molecular; linhas 2 a 15: diluicbes seriadas do RNA
viral correspondendo desde 1x10° até 0,015ffu, linha 16: controle
negativo.
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concentragdo viral (ffu)

Figura 20 — Comparagéo entre os resultados da determinacdo dos limites de
detecgdo viral para o0s extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com o rotavirus simio SA11 (A2 e B2),
que foram obtidos através de dois diferentes protocolos de reacdes
de RT-PCR: protocolos 1(PCR tradicional) e 2(PCR Supermix).
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Figura 21 — Comparagédo entre os resultados da determinacdo dos limites de
deteccao viral através da reagdo de semi-nested PCR (protocolo 2)
para os extratos tissulares de ostras experimentalmente inoculadas
com o rotavirus simio SA11 (A1, A2, B1 e B2), que foram obtidos
através de um processo de preparagao simplificado (A2 e B2) e de
um protocolo envolvendo uma etapa adicional de centrifugacao (A1 e
B1).
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4 5 Citotoxicidade do extrato tissular de ostras ndo inoculadas com
rotavirus

A avaliagdo da toxicidade do Extrato Negativo (ou extrato tissular de ostras
sadias, ndo inoculadas com rotavirus) em células MA104 foi realizada de acordo
com o item 3.12, em quadruplicata. Neste ensaio, foram feitas observagbes semi-
quantitativas das alteragées morfolégicas celulares, para cada diluicdo do Extrato
Negativo e em diferentes periodos de incubacéo: 24, 48 e 72h (dados n&o
mostrados). Essas observacgdes foram tranformadas em valores quantitativos, de
acordo com a Tabela 5, sendo obtidos os valores de média e desvio padrao para
cada amostra (Tabela 6).

A partir da diluicdo 1:64, o Extrato Negativo ndo apresentou toxicidade para
as células, em 24h de incubagdo. Com a diluicdo 1:32 e no mesmo tempo de
incubacdo, o extrato apresentou baixa toxicidade para as células.

Apés 48h de incubacédo, o extrato diluido 1:32 apresentou maior toxicidade
do que as diluigdes subsequentes e do que as observagdes realizadas em 24h.
Também em 48h, o extrato demonstrou baixa toxicidade para as células a partir da
diluicéo 1:64.

Apos 72h de incubacao, o extrato diluido 1:32 apresentou-se mais toxico do
gue nos periodos de incubagdo anteriores. A partir dessa diluigdo, a toxicidade
celular reduziu, porém apresentou-se maior do que nos periodos de incubagao
anteriores (24 e 48h) (Figura 22).

Em vista dos resultados obtidos, a diluigdo 1:32 do Extrato Negativo foi

considerada a dilui¢do limite ndo citotéxica, sendo que para o ensaio subsequente
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de citopatogenicidade dos extratos inoculados com rotavirus, foram utilizadas

diluicbes a partir dessa.

Tabela 6 - Avaliacdo quantitativa da citotoxicidade em células MA104, do extrato
tissular de ostras ndo inoculadas com o rotavirus simio SA11 (Extrato
Negativo) apds 24, 48 e 72h de incubagdo e em diferentes diluigdes.

Diluigdes do Avaliagao Avaliagao Avaliagao
Extrato quantitativa em  quantitativa em quantitativa em

Negativo 24h* 48h* 72h*
Puro 4,7540,5 4,75+0,43 540
1:2 4,75+0 4,5+0,5 5+0
1:4 2,75+0,5 4,75+0,43 5+0
1:8 2,510,5 4,75+0,43 510
1:16 2+0 4,75+0,43 510
1:32 1,25+0,43 2,75+0,43 4+0
1:64 0 1,25+0,43 310

1:128 0 1£0 2,75+0,43
1:256 0 10 3+0
1:500 0 110 310

1:1000 0 110 2,751+0,43

*QOs valores apresentados acima referem-se a média de quatro repetigbes +
o valor respectivo do desvio padrao.
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Figura 22 — Avaliag&do quantitativa da citotoxicidade em células MA104, do extrato
tissular de ostras n&o inoculadas com rotavirus (Extrato Negativo),
apos 24, 48 e 72h de incubagado e em diferentes diluigbes. Todas as
leituras foram realizadas em quadruplicata.
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4.6 Ensaio de recuperagdo viral a partir dos extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com rotavirus simio SA11, através de
imunofluorescéncia indireta.

Os extratos tissulares de ostras experimentalmente inoculadas com
rotavirus (A2 e B2) e previamente tratados com 10ug/mi de tripsina, foram diluidos
seriadamente e incubados com células MA104, de acordo com o item 3.14. Este
ensaio visou avaliar através de IFA, a recuperagdo viral ap6s a preparagdo dos
extratos. A Tabela 7 apresenta os resultados iniciais obtidos neste ensaio, no qual
é comparado 0 numero de células infectadas para ambos os extratos tissulares de
ostras A2 e B2, e mostra os percentuais de recuperagao viral em cada extrato, em
diferentes dilui¢bes, considerando como referéncia de 100% de recuperagao viral
os extratos semeados com virus ao final do processo de preparagdo do extrato. O
maior percentual de recuperacio obtido foi com o extrato diluido.a 1:200, porém
considera-se este valor de 11,3% muito baixo, indicando que a taxa de
recuperacao viral foi pequena através deste método. Analisando o desvio padréao
para cada diluigdo do extrato, observa-se que n&o houve uma distribuigcdo
homogénea para a quantificacdo das células infectadas. Entretanto, comparando-
se o0 numero de células infectadas do controle virai com o0 numero inicial de virus
adicionado @ monocamada celular, observa-se que esse namero (159) também é
baixo. Em vista destes resultados insatisfatorios, testou-se a citotoxicidade do
extrato tissular de ostras em pequenas camaras, através da inoculagdo dos
extratos A1 e A2, tratados com a mesma concentragdo de tripsina acima
mencionada e diluidos seriadamente a 1:50; 1:100, 1:200 e 1:400. As diferencas

metodolégicas na preparacéo dos dois extratos pode ser observada na Figura 8,
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onde o extrato A1 recebeu uma etapa adicional de centrifugac&o, sendo desta
forma, considerado eventualmente menos toxico para as células. Os resultados
deste segundo ensaio estdo apresentados na Tabela 8 na qual pode-se observar
que com o extrato A1 o numero de células infectadas foi maior do que com o
extrato A2, em todas as diluicbes dos extratos, com exceg¢do da diluicao 1:400.
Somente nessa diluicao, o numero de células infectadas foi maior para o extrato
A2. Porém, para o extrato B2, observa-se uma maior homogeneidade no numero

de células infectadas para as repeti¢des (menor desvio padr&o).

Tabela 7 — Numero de células infectadas (ffu) e recuperacgéo viral a partir dos
extratos tissulares de ostras experimentalmente inoculadas com o
rotavirus simio SA11 (A2 e B2) obtidos através do ensaio de IFA.

Diluiggo do Concentragdo N° de células N°decélulas  N°de células % de
extrato e do  virai inicial infectadas (ffu)  infectadas (ffu) infectadas(ffu) recuperacao
CVv (ffu) Extrato B2 Extrato A2 CVv virai
1:50 2x10° 4,66+1,52* 101467,80* 191 1,58
1:100 1x10° 4,33+1,52* 66158,07* 993 6,50
1:200 5x10* 12,66+8,14* 106,3+107,30* 159 11,30

CV= controle viral, *= valor médio de trés repeticdes e desvlo padrdo, respectivamente

Tabela 8 - Numero de células infectadas obtidas através do ensaio de IFA para os
extratos tissulares de ostras experimentaimente inoculadas com
rotavirus simio SA11 (A1 e A2), que foram obtidos através do
processo simplificado de preparagéo do extrato (A2) e de um protocolo
envolvendo uma etapa adicional de centrifugacéo (A1).

Diluicdodo Concentragdo Ne de células N° de células
extrato e do viral inicial (ffu) infectadas (ffu) infectadas (ffu)
CV Extrato A1 Extrato A2
1:50 2x10° 221** 121*
1:100 1x10° 219* 89**
1:200 5x10* 274* 165**
1:400 2,5x10* 111** 168**

CV= controle viral, *= valor médio de duas repetigdes
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Posteriormente, foi realizado um terceiro ensaio, reduzindo-se a
concentragdo de tripsina para 5ug/ml e novamente inoculando-se a monocamada
celular com os extratos tissulares de ostras A1 e B1 (ambos foram centrifugados
ao final do processo de preparagdo do extrato), diluidos seriadamente a 1:50,
1:100, 1:200 e 1:400, num periodo de incubagéo de 72h. A Tabela 9 apresenta os
resultados obtidos através nesse ensaio. Nao foram obtidas células infectadas
para o extrato B1, indicando uma péssima recuperacio viral. O numero de células
infectadas para o extrato A1 foi menor do que o encontrado no primeiro ensaio
(Tabela 7) (extrato B2), com exceg¢do da diluicdo 1:400. Nessa, o0 numero de
células infectadas foi maior com o extrato A1 do que com o extrato A2 (primeiro
ensaio). Porém, o numero de células infectadas no controle viral foi maior do que o

encontrado no primeiro ensaio.

Tabela 9 - Numero de células infectadas e recuperagao viral a partir dos extratos
tissulares de ostras experimentalmente inoculadas com o rotavirus
simio SA11 (A1 e B1) obtidos através do ensaio de IFA .

Diluigdo Concentracdo N°de células N° de células N° de % de
do virai inicial infectadas - infectadas - células  recuperacio

extrato (ffu) extrato A1 extrato B1 infectadas viral

ou CV CcVv
1:50 2x10° 20,66+17,92* 0* 191 0
1:100 1x10° 41,66+72,16* o* 993 0
1:200 5x10* 11,33+19,62* o 159 0
1:400 2,5x10* 82,33+91,59* 0* 17 0

CV= controle viral; *= valor médio de trés repeticGes e desvlo padrio, respectivamente
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4.7 Recuperagdo viral a partir do ensaio de citopatogenicidade dos
extratos tissulares de ostras experimentaimente inoculadas com
rotavirus (A.2 e B.2)

O ensaio de citopatogenicidade foi realizado de acordo com o item 3.13,
sendo que os resultados foram obtidos através de observagdes das alteragbes
morfolégicas celulares provocadas pela infecg¢do viral. Para cada periodo de
incubacéo (24, 48 e 72h) foram realizadas quatro observagdes semi-quantitativas
para cada diluicdo dos extratos (dados ndo mostrados). Essas foram
posteriormente transformadas em valores quantitativos, visando a realizacdo de
uma analise estatistica (Tabela 10).

A partir dos valores quantitativos, foi realizada uma analise da variancia

(ANOVA) monofatorial para 48 e 72h de incubagéo (Tabela 11), seguida do teste
| de TUKEY, ao nivel de 5% de significancia. Para 24h de incubagcdo nao foi
realizada analise estatistica alguma, pois nesse periodo de incubagdo ndo foram
detectadas alteragées morfolégicas celulares. Entretanto, para os periodos de 48
e 72h, a analise da variancia indicou que os tratamentos foram significativamente
diferentes, ao nivel de 5% de significancia (indicado pelo F-teste). O teste de
TUKEY, usado para ambos os periodos de incubagdo, indicou diferencas
significativas somente entre as diluicdes de cada extrato. Entretanto, os extratos
A2 e B2 nao apresentaram diferengas significativas entre si, quando comparados
numa mesma diluicdo (Tabela 10). Desta forma, através deste ensaio pode-se
inferir que a recuperagéo viral foi de aproximadamente 100%, pois ndo ocorreram

diferencas significativas entre os dois extratos, ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 10 — Quantificacdo das alteragdes morfolégicas celulares (células MA104)
apds 48 e 72h de incubagdo com os extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com o rotavirus simio SA11 (A2 e
B2), diluidos seriadamente.

48h 72h

DiluicGes Extrato A.2 Extrato B.2 Extrato A.2 Extrato B.2
dos extratos

1:32 2,510,57 2,2540,5 3,540, 57 3,510, 57
1.64 2,0+0,81 1,75+0,5 3,2540,5 3,2540,5
1:128 2,2540,5 1,75+0,5 3,510,57 3,2540,95
1:256 1,7510,5 1,2540,5 2,7510,5 3,0+0,81
1:500 2,04£0,0 1,0+0,0 3,040,0 2,510,57
1:1000 1,0+0,0 1,0£0,0 2,0+0,0 2,2510,5

Os valores apresentados acima referem-se a média de quatro repeticdes + o valor
respectivo do desvio padréo.

Tabela 11 - Analise das variancias (ANOVA) dos resultados quantitativos das
alteracdes morfoldgicas celulares (células MA104) apds 48h (A) e
72h (B) de incubagdo com os extratos tissulares de ostras

experimentalmente inoculadas com o rotavirus simio SA11 (A2 e
B2).

(A) 48h de incubagéo

Fontes de variacdo SQ GL QM F-teste
Entre grupos (e) 12,42 11 1,13 5,42*
Dentro dos grupos (d) 7,5 36 0,21

Total 19,92 47

SQ = soma de quadrados; GL= graus de liberdade; QM= quadrados médios, F-teste= QMe/QMd; * diferenca significativa ao
nivel de 5% de probabilidae.
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(B) 72h de incubacgéo

Fontes de variagdo SQ GL QM F-teste
Entre grupos (e) 11,22 11 1,03 3,13*
Dentro dos grupos (d) 11,75 36 0,33

Total 22,98 47

$Q = soma de quadrados; GL= graus de liberdade; QM= quadrados médios, F-teste= QMe/QMd; * diferen¢a significativa ao
nivel de 5% de probabilidae.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos no teste de TUKEY realizado
separadamente para cada periodo de incubacg&o, com a finalidade de avaliar
similaridades ou diferengas entre as médias dos tratamentos. Entre os pares de
tratamentos A1 e B1, A2 e B2, A3 e B3, A4 e B4, A5 e B5, A6 e B6, para ambos
os periodos de incubacdo 48 e 72h, ndo foram observadas diferencas
significativas. Aqui, os tratamentos A e B referem-se aos valores obtidos,
respectivamente, com os extratos A2 e B2 (Figura 7) sendo que a numeragao de 1
a 6 é indicativa das diluicdes seriadas dos extratos, ou seja, de 1:32 (1,56x10%fu)
até 1:1000 (488ffu). Entre as diferentes diluicdes dos extratos foram observadas
diferengas significativas, mas isto parece um tanto ébvio, j& que as diluicbes
iniciais apresentam uma maior quantidade de particulas virais do que as finais.
Procurando atingir um dos objetivos deste trabalho, foram analisadas somente
diferencgas ou similaridades entre os dois tipos de extratos A2 e B2, ndo tendo sido
realizada avaliagdo alguma com relagcdo as diferencas entre as diluicbes dos

extratos.
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Tabela 12 - Avaliacdo estatistica , através do teste de TUKEY, dos valores
médios das observagdes das alteragbes morfologicas celulares
(células MA104), apbés 48 (A) e 72h (B) de incubagdo com os
extratos tissulares de ostras experimentalimente inoculadas com o
rotavirus simio SA11 (A2 e B2), diluidos seriadamente.

(A) 48h de incubacao

Extrato Dilui¢cdes Médias Separacéo de médias

A2 1:1000 1,0 X

B2 1:1000 1,0 X
B2 1:500 1,0 X
B2 1:256 1,25 XX
B2 1:128 1,75 XXX
A2 1:256 1,75 XXX
B2 1.64 1,75 XXX
A2 1:500 20 XXX
A2 1:64 2,0 XXX
B2 1:32 2,25 XX
A2 1:128 2,25 XX
A2 1:32 2,5 X

Todas as observagdes foram realizadas em quadruplicata. p<0,05

(B) 72h de incubagéo

Extratos Diluicbes Médias Separacéo de médias
A2 1:1000 2,0 X
B2 1:1000 2,25 XX
B2 1:500 2,5 XX
A2 1:256 2,75 XX
A2 1:500 3,0 XX
B2 1:256 3,0 XX
B2 1:128 3,25 XX
A2 1:64 3,25 XX
B2 1:64 3,25 XX
A2 1:32 3,5 X
A2 1:128 3,5 X
B2 1:32 3,5 X

Todas as observagdes foram realizadas em quadruplicata. p<0,05
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5. DISCUSSAO

Os trabalhos iniciais realizados para o isolamento de virus a partir de
amostras ambientais, tais como moluscos e aguas, foram bastante limitados em
precisdo, visto a falta de técnicas quantitativas confiaveis nessa época (GERBA &
GOYAL, 1978).

Os métodos envolviam, principalmente, técnicas de cultura celular, na qual
a presenca dos virus era detectada através da observacdo do efeito citopatico
(ECP) viral nas células infectadas. O ECP pode ser definido como o dano celular
resultante da infeccdo pelo virus as células, sendo visualizado através de
alteracbes da morfologia celular, tais como arredondamento de células
originalmente fibrosas, formagdo de vacuolos ou granulosidades celulares, entre
outros (WHITE & FENNER, 1994). Esses efeitos demonstram que os virus utilizam
gradualmente a maquinaria celular durante seu processo de replicagéo
(BURLESON, CHAMBERS, WIEDBRAUK, 1992).

Entretanto, além do tempo extensivo consumido com estes métodos, as
amostras ambientais contém substancias téxicas para as células, causando danos
morfolégicos, o que diminui a viabilidade de utilizagdo dos mesmos (HEJKAL,
GERBA, RAQ, 1982; HURST & GOYKE, 1983). Segundo NARDONE (1977), a
citotoxicidade é definida como "...as alteragdes na homeostase celular, afetando a
habilidade das células em adaptar-se, sobreviver, reproduzir-se ou desenvolver
suas fungbes especializadas", podendo ser observada através de alteragbes na

morfologia celular (STREISSLE, SCHWOBEL, HEWLETT, 1981). Diversos autores
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tém relatado a presenca de toxicidade nos extratos obtidos de moluscos bivalves
(LARKIN & METCALF, 1980; METCALF MOULTON, ECKERSON, 1980; CLIVER,
ELLENDER, SOBSEY, 1983; TIERNEY et al., 1980; RICHARDS, BEMISS,
SAMPLE, 1988). Muitos esfor¢os tém sido realizados na tentativa de eliminar
esses produtos toxicos pela filtragdo das amostras através de cromatografias em
colunas de Sephadex ou Chelex (BERIL, BOHER, SCWARTZBROD, 1991;
REYNOLDS, GERBA, PEPPER, 1995), pela diluicdo simplificada das amostras
antes de adiciona-las nas culturas celulares ou pelo tratamento com solventes
organicos tipo Freon, entre outros (HEJKAL, GERBA, RAO, 1982, HURST &
GOYKE, 1983, BARARDI et al., 1999).

O presente trabalho objetivou comparar métodos de cultivo celular, que
apresentam a vantagem de detectar particulas virais viaveis em amostras
ambientais, com métodos moleculares que sdo mais sensiveis a detecgdo de
contaminagdes patogénicas nessas amostras. No primeiro momento, ser&o
discutidos os resultados obtidos com os ensaios de cultura de células MA104 e,
em seguida, serdo discutidos os resultados obtidos pela utilizagdo da técnica de

RT-PCR.

5.1 ENSAIOS ENVOLVENDO CULTURA DE CELULAS MA104

Para a produgdo dos estoques de rotavirus simio SA11 utilizados neste
trabalho, bem como para os experimentos de titulagdo viral por
imunofluorescéncia e os estudos da recuperagdo viral por ensaios de
citopatogenicidade, foram utilizadas células MA104, permissivas a infecgéo in vitro

pelo rotavirus. Para a produgdo das subculturas, as células foram tratadas com
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tripsina (1:250, Sigma), enzima proteolitica, que cataliza as reagbes de quebra da
cadeia polipeptidica, e tem a fungcdo de promover o desagregamento da
monocamada celular (FRESHNEY, 1986; MORASCA & ERBA, 1986; BURLESON
et al., 1992) A concentracdo de CO. é importante para manutencao do pH do meio
de cultura (que deve permanecer entre 7,2 e 7,4), principaimente quando o
sistema tampdo HCOa/CO, é utilizado. Os frascos de cultura ndo séo
hermeticamente fechados e, portanto, encontram-se sujeitos a pressdo do CO;
atmosférico. Desta forma, a introdugéo do tampao Hepes auxilia a estabilizagéo do
pH do meio de cultura (GRIFFITHS, 1986). A adi¢do de soro fetal bovino (SFB) no
meio de cuitura tem o propoésito de nutrir as células. Esse € uma mistura complexa
de biomoléculas, incluindo fatores hormonais, que favorecem o crescimento
celular (MAURER, 1986; WALUM, STENBERG, JENSSEN, 1990).

Os fluidos infecciosos do rotavirus simio SA11 (G3) foram produzidos na
presenca de 10ug/mi de tripsina. A agao da tripsina sobre a infecgdo viral foi
documentada por ESPEJO et al. (1981) e por ESTES et al. (1981), que
relacionaram o aumento da infectividade do rotavirus a clivagem da proteina VP4,
em duas outras proteinas VP5 e VP8. As sequéncias que flanqueiam os sitios de
clivagem da tripsina (aminoacidos 224 a 235 e 257 a 271) s&o relativamente
conservados em diferentes cepas virais (LOPEZ et al., 1985; GORZIGLIA et al.,
1988). Quando a monocamada celular é infectada com uma determinada
quantidade de virions, sua progénie aumenta de forma a infectar todas as células

da cultura e o ECP pode ser observado microscopicamente (WHITE & FENNER,
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1994). A Figura 6 mostra a morfologia caracteristica das células MA104 normais
(A) e infectadas pelo rotavirus, 24 h apos a infeccao(B).

Para ensaios de titulagdo virai, diversos anticorpos monoclonais anti-
rotavirus tém sido gerados e caracterizados, dirigidos contra as proteinas de
superficie viral dos rotavirus do grupo A (HOSHINO & KAPIKIAN, 1994). O
anticorpo monoclonal M60 aqui utilizado, reconhece cepas de rotavirus do grupo A
sorotipos 1 a 4 (SHAW et al., 1986) e apresenta alta afinidade para a glicoproteina
VP7 dos rotavirus.

O titulo viral infeccioso é definido como o numero de particulas virais
capazes de infectar células permissivas (BURLESON et al., 1992). Tanto para os
ensaios de titulagdo viral quanto para os ensaios de verificagdo da recuperacgéo
viral a partir dos extratos de ostras inoculadas pelo rotavirus, utilizou-se o ensaio
de imunofluorescéncia indireta. Utilizando-se o anticorpo monoclonal M60 foi
possivel visualizar marcadamente a existéncia de uma proteina reativa, a
glicoproteina VP7 (Figura 11A), através da fluorescéncia citoplasmatica nas
células infectadas. O reconhecimento da glicoproteina VP7 pelo Mab60 também
foi observado por BARARDI et al. (1998). A utilizagdo desse anticorpo ainda traz a
vantagem de apresentar baixa fluorescéncia de fundo em células n&o infectadas
(Figura 11B).

Com relacio aos extratos de ostras, realizaram-se ensaios de citotoxicidade
para determinar o grau de toxicidade dos mesmos inicialmente com o Extrato
Negativo (extrato tissular de ostras n&o inoculadas com rotavirus). Diluicbes desse
extrato foram incubadas com células MA104 durante 24, 48 e 72h, tendo sido

observadas alteragbes morfolégicas celulares devido a toxicidade do mesmo.
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Como observado na Tabela 6 e na Figura 22 (item 4) e de acordo com a Tabela 5
(item 3), apés 24h de incubagdo, observou-se um certo grau de alteragdo na
morfologia celular, avaliado entre 10 e 30% (entre uma e duas cruzes) para a
diluicdo 1:32, sendo que este percentual, foi similar ao encontrado por BARARDI
et al. (1999). Entretanto, eéses autores utilizaram um extrato tissular de ostras,
purificado através de uma etapa final de centrifugacdo em alta velocidade
(10.000Xg). Nessa dissertacdo foi testada a citotoxicidade do extrato tissular de
ostras sadias, sem este passo final de centrifugacéo (Figura 8). Desta forma, de
acordo com os resuitados obtidos, a simplificacdo do protocolo descrito na
literatura ndo provocou o aumento da citotoxicidade do extrato. O préximo passo
foi verificar se a simplificacdo do protocolo de obtengdo do extrato iria influir na
recuperacao viral.

Para o estudo da recuperagdo viral, utilizou-se inicialmente o ensaio de
imunofluorescéncia indireta, e testou-se duas possibilidades de preparagao dos
extratos tissulares de ostras: extrato tissular de ostras com a etapa final de
centrifugacéo (B1), teoricamente menos toxico para as células, e extrato tissular
de ostras preparado de modo simplificado (B2) suprimindo-se a etapa final de
centrifugacdo, com os devidos controles de recuperagdo viral de 100% para
ambos os métodos (A1 e A2, respectivamente) e o controle negativo de extratos
tissulares de ostras ndo inoculadas com rotavirus (extrato negativo). A principio,
esse ensaio forneceria uma étima indicagao da recuperagdo de particulas virais
vidveis. Entretanto, os resultados apresentados nas Tabelas 7 e 9 demonstraram
que esse ndo foi satisfatorio no estudo da recuperagédo viral. Como os extratos

(em diluicbes ndo citotoxicas) necessitavam ser incubados por 48h nas células
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MA104, que, por sua vez, haviam sido cultivadas por 48h antes da infecgéo, ao
final de todo o periodo (96h), as células encontravam-se em situagdo muito
precaria e descolavam das camaras de imunofluorescéncia com muita facilidade,
mesmo nos controles negativos. Sendo assim, considerou-se que o numero de
células fluorescentes, contabilizado ao microscopio de epifluorescéncia, néo
condizia com a real quantidade de virus presente na amostra, j4 que a
monocamada celular divergia aleatoriamente, independente da diluicdo do extrato
ou da concentracdo viral. Com o objetivo de otimizar este ensaio, diminuiu-se a
concentragao de tripsina no meio de infecgao para Sug/ml. Esse teste adicional foi
realizado porque a prépria tripsina, imprescindivel no meio para promover a
infectividade do rotavirus, ja altera a morfologia celular, muitas vezes mimetizando
um efeito citopatico. Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que,
apesar de terem sido encontradas células fluorescentes nos extratos controle (A1
e A2), ndo foi possivel contar um namero razoavel de células fluorescentes nos
extratos experimentais (B1 e B2) (Tabelas 7 e 9), o que forneceu a primeira
evidéncia de que a recuperacao viral havia sido préxima de zero.

Sendo assim, utilizou-se outra estratégia para o estudo da recuperacéo viral
através de células MA104 cultivadas em placas de 24 pogos, que, apresentando
uma superficie maior, resultava em células melhor aderidas e mais resistentes ao
processo de incubagdo com os extratos. O estudo baseou-se na verificagdo do
ECP provocado pelo virus presente nos extratos, que foram preparados segundo
o protocolo simplificado (A2 e B2), com os devidos controles positivo e negativo.

Esses ensaios visaram entdo comparar os dois tipos de extratos tissulares de
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ostras experimentalmente inoculadas com o rotavirus (A2 e B2) e verificar a
recuperacdo viral apés a preparagao dos mesmos. Os resultados das observagdes
das alteragbes morfoldgicas celulares foram analisados estatisticamente pela
ANOVA e TUKEY (Tabelas 10, 11 e 12), através dos quais os extratos controle
(extrato A ou 100% de recuperacéo) e experimental (extrato B), ndo diferiram
entre si, ao nivel de 5% de significancia, indicando uma excelente recuperagdo

viral.

5.2 ENSAIOS ENVOLVENDO O RNA VIRAL

No final da década de 70, com o0 advento das técnicas de biologia
molecular, foram desenvolvidas metodologias alternativas visando aumentar a
sensibilidade de detecgéo de virus a partir de amostras ambientais.

O desenvolvimento da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
que permite a detecgdo de sequéncias génicas de microrganismos, aprimorou a
possibilidade de avaliagdo da presenca de virus entéricos no meio ambiente
(ABBASZADEGAN et al., 1993; 1999; ATMAR et al., 1993; JAYKUS, De LEON,
SOBSEY, 1993, 1996; GOUVEA et al., 1994a; LEES et al., 1994; Le GUYADER
et al., 1994;1996; LEES et al., 1995; TSAI, TRAN, PALMER, 1995; HAFLIGER et
al.,, 1997; HENSHILWOOD, et al., 1998; TRAORE et al., 1998, BARARDI et al.,
1999; SUNEN & SOBSEY, 1999). Entretanto, a sensibilidade da reacdo de PCR é
diminuida para amostras de composi¢do complexa, tais como os tecidos dos
moluscos, que podem apresentar substancias capazes de interferir no sistema
enzimdtico utilizado na reagdo, inibindo o processo de amplificacdo ou

promovendo toxicidade as polimerases (WILDE, EIDEN, YOLKEN, 1990; JIANG et
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al., 1992; METCALF et al., 1995, SCHWABB, De LEON, SOBSEY, 1995). Os
inibidores da reagdo de PCR sdo substancias de natureza diversa, incluindo
proteinas (GOUVEA et al., 1990), sais, tracos de detergentes (SDS) ou fenol
(BEUTLER, GELBART, KULH, 1990) e residuos do processo de extragdo. Outras
substancias mais especificas, tais como bilirrubina e sais biliares presentes nas
fezes ou polissacarideos presentes nos tecidos de moluscos tém sido identificadas
como inibitérias para a reacdo de PCR (WILSON, 1997). Desta forma, torna-se
necessaria a utilizacdo de protocolos que visem eliminar ou minimizar a
interferéncia desses inibidores.

Outra limitacdo da reagdo de PCR é a falta de diferenciagdo entre as
particulas virais amplificadas, em suas formas viaveis e nao viaveis (REYNOLDS
et al., 1995). Assim, a melhor aiternativa para a detecgdo de virus em amostras
ambientais seria um método combinado de cultura celular, a partir da qual seria
definida a concentragdo de particulas virais viaveis, e de técnicas moleculares,
que aumentam a sensibilidade da deteccgéo viral.

O primeiro passo a ser realizado para a detecgao de virus em moluscos é a
preparagéo de um extrato (homogeneizado) a partir dos tecidos do animal, que
deve apresentar além de boa recuperagéo viral, baixa toxicidade para as células.
Segundo BOUCHRITI & GOYAL (1993), os métodos de extracdo viral consistem
basicamente em dois tipos: métodos onde nao ocorre a concentracgéo viral, nos
quais a extracgo viral é feita diretamente a partir dos tecidos do molusco com éter
etilico, cloroformio ou Freon, e métodos que envolvem a concentragéo viral. Esse
ultimo consta de etapas consecutivas onde os virus sdo separados dos tecidos do

molusco e, posteriormente, concentrados num pequeno volume.
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Ainda com relacdo aos métodos de concentracdo, os procedimentos
inicialmente realizados constam de precipitagcao acida, floculagéo polieletrolitica
com Cat-Floc, adsor¢ao-eluicdo-precipitagcdo ou eluigao direta sem adsorgao viral
a partir dos extratos tissulares do moluscos (GERBA, 1987). A eluicdo alcalina foi
utilizada por LEES et al. (1994, 1995) e LEWIS & METCALF (1988). SOBSEY,
CARRICK, JENSEN (1978) observaram que os virus podem ser separados dos
sélidos presentes nos extratos tissulares dos moluscos quando as concer;tragées
de sais e o pH sdo controlados. Diferentes eluentes contendo glicina, extrato de
carne ou outros componentes tém sido comparados com a finalidade de
determinar a melhor recuperagdo viral (LEWIS & METCALF, 1988). Apds a
eluicdo, a precipitacdo acida pode ser realizada, na qual os virus precipitam junto
com a matéria organica contida nos extratos (METCALF et al., 1980). O processo
de floculagdo organica (KATZENELSON, FATTAL, HOSTOVESKY, 1976) é
utilizado para concentrar virus a partir de amostras de agua, no qual a acidificacdo
na presenca de extrato de carne, leite desnatado ou caseina produz um floco com
o virus adsorvido (BITTON, FELDBERG, FARRAH, 1979). Para amostras de
moluscos, esse processo também pode ser utilizado, visto que a floculagédo pode
ocorrer através das proprias proteinas dos extratos tissulares. Quando os niveis
de contaminacgdo viral nos moluscos sdo muito pequenos, torna-se necessario
incluir um passo adicional de concentragdo, através da adigdo de polietileno glicol
(PEG), floculacdo organica ou ultracentrifugacao.

Visando remover os inibidores das reacdes de PCR a partir dos
concentrados, numerosos protocolos de extragdo dos acidos nucléicos podem ser

aplicados (ARNAL et al., 1999), tais como meios compostos por Sephadex (De
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LEON et al., 1992; STRAUB, PEPPER, GERBA, 1994), celulose (WILDE et al,,
1990) ou Chelex (STRAUB et al., 1994; HALE, GREEN, BROWN, 1996), através
dos quais os sais e as proteinas podem ser eliminadas eficientemente. Por outro
lado, através de processos quimicos baseados em brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) tem sido possivel a eliminagdo de polissacarideos presentes nos tecidos
dos moluscos (ZHOU et al., 1991; JIANG et al., 1992; STRAUB et al., 1994).

No presente trabalho, duas metodologias distintas de extragdo do RNA viral,
tanto dos extratos tissulares quanto dos fluidos infecciosos foram empregadas: a
metodologia classica utilizando-se fenol-cloroformio e a metodologia utilizando-se
o reagente TRIZOL®, uma mistura comercial de fenol e isotiocianato de guanidina.

O RNA viral obtido a partir do fluido infeccioso do rotavirus foi quantificado
espectrofotometricamente através da leitura da densidade otica (D.O.) nos
comprimentos de onda 260 e 280nm, simultaneamente. O valor da D.O. a 260nm
fornece a concentragdo de acidos nucléicos da amostra, sendo definido que
amostras de RNA com densidade dtica igual a 1 (1 unidade de absorbancia)
possuem concentragéo de RNA equivalente a 40ug/ml (SAMBROOK et al, 1989).

Para ambas as metodologias de extracdo do RNA viral testadas neste
trabalho, a taxa de pureza das amostras foi medida através da razdo entre as
absorbancias a 260nm e 280nm, onde s&o calculadas as impurezas protéicas.
Para amostras puras de RNA, o valor esperado seria proximo de 2,0, desvios
dessa ordem, portanto, indicam a presenga de impurezas na amostra

(SAMBROOK et al, 1989). A razdo encontrada nas dosagens
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espectrofotométricas realizadas foi de 1,8 para os dois métodos de extragao,
indicando um grau de pureza consideravel do material genético viral obtido.

Os ensaios de transcricdo reversa (RT) e reagido em cadeia da polimerase
(PCR) visaram a amplificagdo do segmento génico 9 do rotavirus simio SA11.
Para tal, foram realizadas duas reagbdes de amplificagdo, tendo sido
convencionadas como primeira reag¢éo de amplificagéo (1°PCR) e segunda reacéo
de amplificagdo (2°PCR ou semi-nested PCR). Na primeira, foram produzidas
copias integrais do gene 9 (fragmento de 1062pb), utilizando-se os iniciadores
BEGY9 e END9, definidos por GOUVEA et al. (1990) (Tabela 4). Na segunda
reacgdo, foram produzidas copias das sequéncias internas ao gene 9 e especificas
para cada sorotipo do rotavirus. Nessa ultima foram utilizados os iniciadores ENDS
e o sorotipo-especifico ET3 definido por GOUVEA et al. (1990), que gera
fragmentos de 374pb.

Com a finalidade de definir as concentragbes ideais de MgCl, e dos
iniciadores para as reagdes utilizando tanto o RNA purificado quanto o RNA obtido
a partir dos extratos de ostras, foi empregada a diluicao 1.5 (equivalente a 400ng)
do RNA.

Torna-se importante ressaltar a influéncia da concentragcédo dos ions Mg+2
em diversas etapas da reacdo de PCR, tais como anelamento dos iniciadores,
especificidade do produto, temperatura de dissociagdo das fitas, formagcdo de
dimeros de iniciadores e atividade e especificidade das enzimas, que requerem
cétions divalentes. Altas concentracbes desse ion podem promover amplificagbes

inespecificas, resultando numa baixa especificidade de reagido, enquanto que
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pequenas concentragdes podem resultar em pouca eficiéncia (SAMBROOK et al.,
1989; INNIS & GELFAND, 1990; PERSING, 1993; SIMMONDS, 1995).

Em vista do exposto, as amostras de RNA foram testadas com cinco
diferentes concentragdes de MgCl>: 1,0 mM; 1,5 mM; 2,0 mM; 2,5 mM e 3,0 mM,
através do protocolo de amplificagdo numero 1, descrito no item 3.7.2.1.

A concentracdo ideal dos iniciadores foi definida para a reagdo de PCR,
pois quando presentes em concentragdes excessivas, 0s iniciadores podem
favorecer anelamentos inespecificos e promover interagdes entre si, formando os
"dimeros", que competem pela amplificagdo do produto desejado, resultando
numa baixa eficiéncia de reacdo (SAMBROOK et al., 1989; INNIS & GELFAND,
1990 ; PERSING, 1993; SIMMONDS, 1995). Foram utilizadas as concentragdes
de 200 e 400pmoles dos iniciadores para a primeira reagdo de amplificagdo e 100
e 200pmoles para a segunda reacéo. Nas Figuras 13A (fluido infeccioso), 17A e
17B (extratos tissulares de ostras, preparados de acordo com os dois protocolos
definidos no trabalho), observa-se que a concentragdo de 3mM de MgCl;
apresentou a maior intensidade do produto de PCR corado pelo brometo de
etideo. Este resultado foi contrario aos obtidos por BARARDI et al. (1999) e
GOUVEA et al. (1990), que encontraram que a concentracdo de 1,5 mM deste
reagente seria a ideal na reagcdo. Considerou-se importante a realizacdo desta
padronizagdo também com o RNA viral obtido de cada extrato tissular de ostras
por acreditar que o meio de extracdo poderia interferir na concentracdo de ions
presentes, mas isto ndo foi observado. Com relagdo aos iniciadores (Figura 13B),
observou-se que as menores concentragcdes de iniciadores foram mais favoraveis

a amplificacdo, minimizando a formag¢ao de produtos inespecificos.
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Os produtos de PCR obtidos a partir do RNA viral, purificado com
fenol/cloroférmio ou TRIZOL® foram comparados utilizando-se as concentragdes
otimizadas de ions magnésio e iniciadores. As Figuras 12 (fluido infeccioso) e 16
(extratos tissulares de ostras) mostram que n&o ha diferenga na intensidade dos
produtos para ambos os métodos de extracdo. Sendo assim optou-se pelo método
do fenol/cloroférmio por ser mais econdmico visando sua aplicabilidade em
amostras de campo.

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade do ensaio de amplificag&o para
detecgdo do rotavirus, as amostras de RNA viral que foram extraidos a partir de
fluido infeccioso (item 3.5) e de extratos tissulares de ostras (item 3.10), foram
diluidas seriadamente e testadas conforme os protocolos de PCR numeros 1
(PCR tradicional) e 2 (PCR Supermix). Comparando-se os produtos de PCR
obtidos a partir do RNA viral isolado do fluido infeccioso, observa-se nas Figuras
14" 14B e 15 que o PCR Supermix (protocolo 2) foi muito mais sensivel na
deteccdo do RNA. Este protocolo foi capaz de amplificar produtos até quando
utilizou-se 0,01ng do RNA, ao contrario do primeiro que detectou no maximo 2,5ng
do material genético viral.

Assim como no estudo da recuperacdo viral utilizando cultivo de células,
neste caso, os RNAs isolados dos extratos preparados de forma simplificada (B2)
e 0s que receberam a etapa final de centrifugacéo (B1), bem como os respectivos
controles (A2 e A1) foram testados através de RT-PCR. Os protocolos de RT-PCR
tradicionais (protocolo 1) e Supermix (protocolo 2) foram comparados no caso dos

extratos A2 e B2. A Figura 18 A mostra os resultados da reac&o de semi-nested
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PCR para o extrato A2, utilizando-se o protocolo 1, na qual a sensibilidade de
amplificacdo foi, no maximo de 312ffu. Em contrapartida, quando o protocolo 2 foi
utilizado para esse mesmo extrato, a sensibilidade de deteccéo foi de 0,03ffu
(Figura 19D).

A figura 18B mostra os resultados da reacdo de semi-nested PCR para o
extrato B2, utilizando-se o protocolo 1. A sensibilidade de amplificagéo foi, no
maximo de 625ffu. Em contrapartida, quando o protocolo 2 foi utilizado para esse
mesmo extrato, a sensibilidade de detecgéo foi de 0,15ffu (Figura 19B). Desta
forma, ap6s comparar os resultados obtidos com os extratos A (controle) com os
extratos B (experimental), concluiu-se que a diferenga na detecgao foi de apenas
uma diluicdo no RNA. Em ambos os casos, a utilizagdo do kit PCR Supermix
resultou num grande aumento da sensibilidade de detecgao viral.

Em vista do exposto, somente o protocolo 2 (PCR Supermix) foi testado
para os extratos A1 e B1. A Figura 19A mostra os resultados da reacdo de
semi-nested PCR para o extrato B1 (experimental). A sensibilidade de
amplificacdo foi, no maximo de 1,2ffu. Para o extrato A1 (controle) a sensibilidade
de amplificagcéo foi, no maximo de 0,6ffu (Figura 19B), mostrando novamente uma
altissima sensibilidade de detecgéo viral. Um sumario dos protocolos utilizados
com os dois tipos de extratos pode ser visualizado na Figura 20. Novamente,
enfatiza-se a grande sensibilidade do kit PCR Supermix na detecgao dos rotavirus
a partir do extratos tissulares de ostras.

Com relac&o aos protocolos de preparagéo de extratos, pode-se observar
que a sensibilidade de detecgéo viral foi maior quando o protocolo simplificado de

preparacéo foi utilizado (extratos A2 e B2). Esta afirmacdo mostra que 0s nossos
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objetivos foram plenamente atingidos, ja que foi desenvolvido um protocolo
simplificado e econbmico para a detecgdo de rotavirus em ostras
experimentalmente inoculadas, que podera ser aplicado em ensaios de rotina para

o monitoramento de amostras ambientais.
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6. CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

6.1 Ensaios envolvendo cultura celular

v O limite de citotoxicidade do extrato tissular de ostras ndo inoculadas com o

rotavirus (Extrato Negativo) foi a diluigdo 1:32 do extrato.

Utilizando-se o ensaio de citopatogenicidade com os extratos tissulares de
ostras experimentalmente inoculadas com o rotavirus, ndo foram detectadas
diferencas significativas (observadas pelo teste de TUKEY) ao nivel de 5% de
significancia entre os extratos A2 (controle) e B2 (experimental). Isto indicou
gque o método de preparagdo dos extratos utilizado neste trabalho,

proporcionou uma boa recuperagao viral.

v' ensaio de imunofluorescéncia indireta para avaliar a recuperagao viral nao foi
adequado para este propdsito quando utilizados os extratos de ostras
experimentalmente inoculadas com o rotavirus; entretanto, o mesmo foi

utilizado com sucesso para a titulagéo do rotavirus simio SA11.
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6.2 Ensaios envolvendo o RNA viral

v Através dos ensaios de RT-PCR, foi detectada um boa recuperacdo do
rotavirus simio SA11, a partir dos extratos tissulares de ostras

experimentalmente inoculadas.

v O método simplificado de preparagdo dos extratos tissulares de ostras
experimentalmente inoculadas com o rotavirus SA11 que ndo envolveu a etapa
final de centrifugacéo foi mais sensivel na detecgdo do RNA viral através dos
ensaios de RT-PCR.

v' Os produtos de RT-PCR obtidos quando, para os procedimentos de extragao
do RNA viral, foram utilizados fenol/cloroférmio ou o reagente TRIZOL®
apresentaram intensidade similar quando analisados por eletroforese. Isto foi
observado tanto para o RNA viral extraido dos fluidos infecciosos quanto para
o extraido dos extratos tissulares das ostras.

v" O protocolo de RT-PCR numero 2 (PCR Supermix) foi mais sensivel para a
amplificacdo génica do rotavirus simio SA11 do que o protocolo 1 (PCR
tradicional) tanto para o RNA extraido do fluido infeccioso quanto dos extratos.
Para o RNA extraido de fluido infeccioso, com o protocolo 1, foi detectado o
limite maximo de 2,5ng de RNA (7,8x103 ffu), enquanto que com o protocolo 2
detectou-se até 0,01ng (30,4ffu).

v Para os extratos tissulares de ostras experimentalmente inoculadas com o
rotavirus, através do protocolo 1 foram detectadas até 312ffu para o extrato A2
e 625ffu para o extrato B2. Em contrapartida, utilizando-se o protocolo numero
2 foram detectadas até 0,03ffu para o extrato A2 e 0,15ffu para o extrato B2.

v’ Utilizando-se o protocolo 2, foram detectadas até O0,6ffu e 1,2ffu
respectivamente para os extratos tissulares de ostras A1 e B1.
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v A concentracéo ideal de MgCl foi otimizada para as rea¢des de RT-PCR para
0 quanto dos extratos de ostras e ficou definida em 3,0mM para ambos os
RNAs.

v A concentragao ideal de iniciadores foi otimizada para as reagdes de RT-PCR
para o RNA viral extraido do fluido infeccioso, sendo definida em 200 e

100pmoles para a primeira e segunda reagées, respectivamente.

v' A metodologia desenvolvida neste trabalho, para a deteccdo de rotavirus a
partir de ostras experimentalmente inoculadas tem aplicabilidade pratica, pois
podera ser utilizada no monitoramento e controle virolégico das ostras
cultivadas e consumidas na regido de Florianépolis.
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8. ANEXOS

Anexo 1 — Procedimento para extracéo de RNA com TRIZOL®

o R Y I S T R T e T I

“Passos Procedimentos
"1 Colocar 250yl de fluido viral ou de extratos de ostra em tubos Eppendorf
2 Adicionar 750ul de TRIZOL® a cada tubo
3 Homogeneizar varias vezes com a pipeta
4 Incubar a 15-30°C, durante 5min
5 Adicionar 200ul de cloroférmio a cada tubo. Agitar vigorosamente com as
maos durante 15seg
6 Incubar a 15-30°C, durante 2 a 15min
7 Centrifugar até 12.000Xg, a 4°C, durante 15min
Transferir a fase aquosa para novo tubo e adicionar 500ul de alcool
isopropilico
9 incubar a 15-30°C, durante 10min
10 Centrifugar até 12.000Xg, a 4°C, durante 10min
11 Remover o sobrenadante
12 Lavar o precipitado (invisivel) com 1ml de etanol 75%
13 Misturar a amostra com vortex
14 Centrifugar até 7.500Xg, a 4°C, durante 5min
16 Descartar o sobrenadante. Secar o precipitado ao ar por 5 a 10min

16 Dissolver o precipitado em agua livre de RNase

T TR S T T T T R T R e TR = T T T TR PR R T P T S ST TP MR TR
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Anexo 2 - Diluicées do RNA obtido a partir do fluido infeccioso do rotavirus simio

SA11 (G3) e concentragbes equivalentes.

D T

Concentracao

Diluicdes do RNA ng ffu

viral
Puro 800 1X10°
1:5 160 5X10°
1:10 80 2,5X10°
1:20 40 1,25X10°
1:40 20 6,2X10*
1:80 10 3,12X10*
1:160 5 1,56X10*
1:320 2,5 7,8X10°
1:640 1,25 3,9X10°
1:1.280 0,65 1,95X10°
1:2.560 0,31 975
1:5.000 0,16 487
1:10.000 0,08 243
1:20.000 0,04 121
1:40.000 0,02 60,9
1:80.000 0,01 30,4

100 000 s D e
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Anexo 3 - Diluicdes do RNA do rotavirus simio SA11 (G3) obtido a partir do
extrato tissular de ostras experimentalmente inoculadas (A2) e concentragbes

equivalentes (ffu).

Diluicdes do extrato A2 ____Concentracéo (ffu)
puro 1X10°
1:5 2X10%
1:10 1X10%
1:20 5X10°
1:40 25X 103
1:80 1,25 X 10°
1:160 625
1:320 312
1:640 156
1:1.280 78
1:2.560 39
1:5.000 19
1:10.000 9,8
1:20.000 49
1:40.000 2.4
1:80.000 1,2
1:160.000 0,6
1:320.000 0,3
1:640.000 0,15
1:1.280.000 0,07
1:2.560.000 0,03

2,000,000 s FERS——_ 1L L1
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Anexo 4 — Diluicbes do extrato tissular de ostras experimentalmente inoculadas
com fluido infeccioso do rotavirus simio SA11 (extrato A2) e concentracéo de

particulas virais equivalentes (ffu) utilizadas para o experimento de

citopatogenicidade.

DiluicGes Concentracao (ffu)

1:2 2,5 X10°

1:4 1,25X10°

1:8 6,25X10%

1:16 3,12x10*

1:32 1,56X10*

1:64 7,8X10°
1:128 3,9x10°
1:256 1,95X103
1:500 976

1:1.000 o . 488




