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RESUMO

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

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






ABSTRACT

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

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

1.1. CONTAMINACAO DE MOLUSCOS BIVALVES

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

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

Os moluscos bivalves, como ostras, mexilhdes e vieiras, vivem
em &reas estuarinas e se alimentam por meio da filtragdo da agua do
mar. Uma ampla variedade de microrganismos patogénicos para os seres
humanos podem se acumular no trato digestivo desses animais.
Moluscos cultivados em areas contaminadas se tornam reservatérios de
microrganismos, entre eles os virus entéricos. Sendo assim, esses
animais podem atuar como vetores de transmissao de doencas, uma vez
que durante o processo de filtracdo sdo capazes de concentrar patdgenos
humanos (FLEMING et al., 2006). A bioacumulagdo de virus no trato



26

digestivo dos bivalves é um fendbmeno que ocorre rapidamente, sendo
gue a adsorcao nos tecidos dos moluscos pode ocorrer a partir de 1 h de
contato com a é&gua contaminada (BOSCH, ABAD, PINTO, 2005).
Tradicionalmente, os bivalves sdo consumidos crus ou ligeiramente
cozidos. Esse habito comum, juntamente com o fato de que todo o
organismo é ingerido, representa um importante problema para a salde
humana, uma vez que os moluscos agem como portadores passivos de
microrganismos patogénicos (WANG, DENG, 2012).

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

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

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

Catarina entre 1991 e 2011 (EPAGRI, 2012).

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

1.2. PROCESSO DE DEPURACAO

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

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

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

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

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

Porto de
Filragdo Desinfeccio captagio

82
38
58

Separadas no
espago para ewtar
contaminacao

Porto de Ponto de
descarte L

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

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

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

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

—

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

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

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

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

A acdo microbicida da luz UV tem maior eficiéncia a um
comprimento de onda préximo de 265 nm, pico maximo de absorcédo
pelos &cidos nucleicos. A luz UV atua no genoma dos microrganismos
formando dimeros de timina, inibindo a transcricdo e replicacdo dos
acidos nucleicos, interferindo na replicacdo dos microrganismos
(LECHEVALLIER, AU, 2004). Além disso, a fotocatalise por UV pode
causar rompimento de membranas celulares em bactérias e danos em
proteinas estruturais dos capsideos virais (WIGGINTON et al., 2012;
PIGEOT-REMY et al., 2012). No entanto, os danos no material genético
podem ser reparados pelos microrganismos, principalmente aqueles que
possuem genoma de DNA dupla fita, utilizando enzimas de reparo das
células hospedeiras. Assim, a desinfeccdo por luz UV deve ser feita com
dose relativamente elevada para garantir dano suficiente no genoma que
evite o seu reparo (LECHEVALLIER, AU, 2004).
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A eficiéncia da inativacdo de diversos microrganismos em agua
por luz UV € bem conhecida. Geralmente, as bactérias sdo mais
susceptiveis a esse tratamento, sendo que para um decaimento de 4 logs
(99,99 %), as bactérias fecais, como E. coli e Streptococcus faecalis,
requerem doses inferiores a 30 mJ/cm®. Nessa mesma dosagem, alguns
virus também sdo inativados, como norovirus e o virus da hepatite A.
Contudo, alguns virus apenas sdo inativados quando submetidos a
dosagens superiores de luz UV, como 0s adenovirus, que requerem
cerca de 170 ml/cm® para sua completa inativacio (HIJNEN,
BEERENDONK, MEDEMA, 2006; LECHEVALLIER, AU, 2004). A
Tabela 2 apresenta a dosagem aproximada de UV necessaria para
inativagdo de diferentes microrganismos.

Tabela 2. Dosagem de luz UV necesséria para inativacdo de 1 a 4 logs
de virus e bactérias (Adaptado de HIJINEN, BEERENDONK, MEDEMA,
2006).

Dose necessaria (mJ/cm?)

Inativagdo microbicida (log) 1 2 3 4
Adenovirus 42 83 125 167
Calicivirus canino 10 21 31 41
Rotavirus SA-11 10 20 29 39
Calicivirus felino 9 9 28 38
Coxsackie virus B5 8 17 25 34
Streptococcus faecalis 9 16 23 30
Legionella pneumophila 8 15 23 30
Poliovirus tipo 1 7 15 22 30
Salmonella typhi 6 12 17 51
Virus da heatite A 6 11 17 22
Escherichia coli 5 9 14 19
Campylobacter jejuni 3 7 10 14

Vibrio cholerae 2 7 9

1.3. VIRUS ENTERICOS

Dentre os microrganismos transmitidos pela via fecal-oral, os
virus entéricos humanos sdo causadores de diversas doencas, como
gastroenterites, hepatites e conjuntivites. Alguns deles também estéo
relacionados com algumas doencas cronicas, como diabetes e sindrome
da fadiga crbnica. Os virus entéricos mais prevalentes e que sdo
transmitidos ao homem s&o os virus da hepatite A e E, norovirus,
enterovirus, poliomavirus e adenovirus. Pessoas infectadas podem
excretar de 105 a 1011 particulas virais por grama de fezes, mesmo na
auséncia de sintomas. Além disso, esses virus possuem baixa dose
infecciosa, podendo causar infeccdo pela ingestdo de 10 a 100 virions.
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Apesar da exposi¢do nos primeiros anos de vida evocar imunidade
contra novas infecgdes, os virus entéricos podem ser um fator de risco
para pacientes imunocomprometidos, gestantes, criancas e idosos (LA
ROSA et al., 2012; ASHBOLT, 2004).

Os adenovirus humanos (AdV) pertencem a familia
Adenoviridae, género Mastadenovirus, o qual contém 57 sorotipos
divididos em 7 espécies (A a G). Sao virus de aproximadamente 90 nm,
ndo envelopados, com capsideo de formato icosaédrico, de 252
capsdmeros, sendo estes compostos por 240 hexons e 12 pentons
(Figura 4). Em cada penton ha a projecdo de uma ou duas fibras, que
apresentam grande importancia na adsor¢cdo & célula hospedeira.
Possuem genoma de DNA dupla fita com tamanho que varia entre 26 e
45 kb. As infecgBes por adenovirus podem gerar diversas enfermidades,
desde inflamag@es no trato respiratorio até gastroenterites (ICTV, 2012;
WOLD, HORWITZ, 2007).

AL § B
Figura 4. Estrutura do adenovirus humano: (A) desenho esquematico e
(B) microscopia eletronica de transmiss&o.

Os adenovirus sdo capazes de sobreviver as condigdes
ambientais, sendo resistentes a alteracdes térmicas e a radiacdo solar. O
DNA de dupla fita, que compreende o genoma do virus, também
proporciona uma maior estabilidade no ambiente. Além disso, os
adenovirus utilizam enzimas de reparo das células hospedeiras para
restaurar o DNA danificado, podendo prolongar a sua sobrevivéncia e
aumentar sua resisténcia a inativacdo por luz UV (MENA, GERBA,
2008). Devido a sua grande resisténcia, os adenovirus tém sido
utilizados para avaliar a eficiéncia de alguns tipos de tratamentos em
diferentes matrizes ambientais, sendo também indicados por alguns
autores como marcadores virais de contaminagio (CARRATALA et al.,
2013; BOFFIL-MAS et al., 2013; ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009).

Os adenovirus figuram como a segunda principal causa de
doencas respiratorias e gastroenterites em criangas, sendo que diversos
surtos dessas doencas foram relatados em hospitais e creches (ERSOY
et al., 2012; LANDRY et al., 2009; MENA, GERBA, 2008; SHIMIZU
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et al., 2007). Além disso, um surto de pneumonia no Alasca foi
relacionado com a infecgdo por adenovirus do sorotipo 14 em criancas e
adultos (ESPOSITO et al., 2010). A principal via de transmissao é pela
ingestdo de agua e alimentos contaminados. Estudos relatam que os
adenovirus séo frequentemente detectados em moluscos produzidos em
todo mundo, inclusive na cidade de Floriandpolis, SC (SOUZA et al.,
2013; RIGOTTO et al., 2010; UMESHA et al., 2008; HERNROTH,
ALLARD, 2007).

Os norovirus humanos (NoV) pertencem a familia
Caliciviridae, género Norovirus. Sao virus de genoma RNA fita simples
de senso positivo linear, com tamanho aproximado de 7,5 kb. Seu
genoma € envolto por um capsideo icosaedrico contendo 180 cdpias da
proteina estrutural VVP1, organizada em 90 dimeros, e algumas copias da
proteina VP2. Possuem um didmetro aproximado de 30 nm de e sdo
desprovidos de envelope lipidico (Figura 5). Estdo divididos em cinco
genogrupos (GI-GV), com base na identidade de aminoacidos da
proteina estrutural principal VP1, sendo GlI, Gll e GIV os genogrupos
gue infectam humanos. Sdo os principais agentes causadores de
gastroenterites ndo bacterianas, sendo diarreia e vOmito as
manifestacdes clinicas mais frequentes (GREEN, 2007). Por ndo
possuirem envelope, podem resistir a condi¢cBes adversas no ambiente,
como variagBes de temperatura e acdo do cloro na 4gua (LA ROSA et
al., 2012)

38nm particle

Figura 5. Estrutura do norovirus humano: (A) desenho esquematico e
(B) microscopia eletrnica de transmissao.

Surtos tém sido frequentemente relatados em ambientes coletivos
(asilos, hospitais, creches, navios de cruzeiro), onde o controle de NoV é
dificultado devido a transmisséo eficiente de pessoa a pessoa, bem como
a resisténcia do virus aos agentes de limpeza comumente utilizados.
Apesar de ser tipicamente uma doenga de curta duracéo, casos de mortes
tém sido reportados em populagdes vulneraveis, como pessoas
imunocomprometidas, idosos e criangas (LA ROSA et al., 2012; CDC,
2011). Norovirus é o principal patégeno relacionado a surtos pelo
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consumo de alimentos contaminados, incluindo moluscos (CDC, 2011).
A deteccdo de norovirus humano em bivalves é bastante relatada, sendo
relacionada com surtos em diversos paises (SUFFREDINI et al., 2012;
MESQUITA et al., 2011; TERIO et al., 2010).

1.4. ESTUDOS DE VIABILIDADE VIRAL EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

Nas Ultimas décadas, tem crescido a importancia do estudo de
virus transmitidos pela &gua. 1sso se deve principalmente ao aumento da
proporcdo de pessoas susceptiveis a tais infecces (idosos, criangas,
individuos imunocomprometidos e gestantes), assim como a evolugéo
natural dos microrganismos que adquiriam maior viruléncia, aliado ao
uso de métodos moleculares de monitoramento mais sofisticados e
identificacdo de patdgenos (REYNOLDS, MENA, GERBA, 2008). Os
métodos de amplificacdo de &cidos nucleicos pela técnica de PCR sdo
amplamente utilizados, porém o seu emprego na deteccdo de virus em
amostras ambientais é controversa. Isso se deve ao fato de que a
infecciosidade viral ndo pode ser inferida pelos métodos moleculares,
baseados unicamente na identificagdo da presenga do genoma desses
patégenos, sendo importante 0 emprego de métodos de infeccédo celular
in vitro que confirmem a viabilidade desses virus no ambiente.
(RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2012; BAERT, DEBEVERE,
UYTTENDAELE, 2009; BOSCH et al., 2008). Além disso, o material
genético viral pode permanecer estavel em amostras ambientais, porém
pode haver redugdo da infecciosidade desses virus. Essa divergéncia
pode ser maior quando as amostras sdo armazenadas, tanto em
temperatura ambiente, quanto refrigeradas ou congeladas (OLSON,
AXLER, HICKS, 2004).

A divulgacdo de dados de contaminagdo viral no meio ambiente
aquatico e nos moluscos bivalves pode comprometer seriamente o
desenvolvimento sustentavel dessas atividades. Esses laudos, que séo
baseados na deteccdo dos genomas virais, nao inferindo sobre a
infecciosidade dos mesmos, podem ser alarmantes e sem real significado
epidemiolégico, uma vez que os virus podem se encontrar inativados. A
maioria dos trabalhos de depuragdo viral de bivalves faz a avaliacdo
apenas pela presenca ou auséncia e quantificacdo de cdpias gendmicas
(CORREA et al, 2012a; LOVE, LOVELACE, SOBSEY, 2010;
NAPPIER, GRACZYK, SCHWAB, 2008). Dessa forma, é importante
verificar a reducdo da viabilidade viral no processo de depuracdo,
oferecendo assim uma informacdo confiavel do risco de desenvolver
uma doenca apds o consumo de moluscos.
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Estudos que avaliam a viabilidade viral necessitam de técnicas de
cultivo celular bem estabelecidas. Porém, muitos virus entéricos
detectados em amostras ambientais, como 0s norovirus humanos, o virus
da hepatite A e os adenovirus 40 e 41, ndo sdo adaptados para esses
ensaios, pois ndo sdo capazes de causar efeito citopatico in vitro,
inviabilizando a observacdo e acompanhamento da infecgdo. Nesses
casos, apenas é possivel detectar os virus por métodos moleculares
(GENSBERGER, KOSTIC, 2013; RODRIGUEZ-LAZARO et al,
2012). No entanto, estudos de desinfeccdo viral por diferentes
tratamentos em diversas matrizes precisam garantir que 0s virus nao
permanecem viaveis apds o tratamento. Para isso, virus cultivaveis in
vitro podem ser utilizados como modelos para inferir o comportamento
dos virus fastidiosos (BAERT, DEBEVERE, UYTTENDAELE, 2009).

O norovirus murino (MNV-1) tem sido amplamente utilizado
como substituto ao norovirus humano, pois pertence a mesma familia e
género e apresenta grande semelhanca estrutural e na via de transmisséo
(CANNON et al., 2006). E capaz de infectar in vitro a linhagem celular
de macréfago murino RAW264.7, causando efeito citopatico em
aproximadamente 36 h. O ensaio de placa de lise estd bem padronizado,
fornecendo informagbes sobre a viabilidade viral em apenas 48 h
(GONZALEZ-HERNANDEZ, CUNHA, WOBUS, 2012; PREDMORE,
LI, 2011).

Com relacdo aos adenovirus humanos, os sorotipos 40 e 41
(entéricos) sdo fastidiosos e podem ser substituidos, em andlises de
infecciosidade, pelos adenovirus humanos dos sorotipos 2 e 5
(respiratorios), que infectam diversos tipos celulares (CARRATALA et
al., 2013; KAHLER, 2010). O ensaio mais utilizado para a detec¢éo é o
de placa de lise, porém essa técnica é morosa e demora até sete dias para
apresentar resultados (CROMEANS et al., 2008; GUERET et al., 2002).

Os adenovirus humanos recombinantes proporcionaram avangos
para os estudos de expressao génica e aplicagGes terapéuticas, incluindo
a transferéncia de genes in vitro, podendo ser utilizados em ensaios de
terapia génica e vacinas (McCONNELL, IMPERIALE, 2004,
NADEAU, KAMEN, 2003; MILLER, 1992). A substituicdo do gene E1
pelo gene da proteina verde fluorescente (GFP) em adenovirus do
sorotipo 5 permitiu a visualizagdo das infecg@es in vitro pela emissao de
fluorescéncia nas células infectadas. O gene E1 tem sua expressao
imediata logo apds a entrada do adenovirus na célula hospedeira e €
responsavel pela transcricdo do genoma viral, inducgdo da fase S no ciclo
celular e bloqueio da apoptose na célula infectada (WOLD, HORWITZ,
2007). O adenovirus recombinante que expressa GFP (rAdV-GFP) se
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replica apenas em linhagem celular permissiva que possui 0 gene E1
inserido em seu genoma, como as células embrionérias de rim humano
(HEK293), que foram transformadas por Graham et al. (1977). Assim,
guando o adenovirus se replica nessa linhagem celular expressa também
a GFP, permitindo o acompanhamento da infeccdo viral por meio de
técnicas de deteccdo de fluorescéncia (WEAVER, KADAN, 2000).

Estudos demonstram que a deteccdo de células infectadas por
adenovirus recombinante pode ser realizada de forma rapida e eficaz
pela técnica de citometria fluxo e microscopia de fluorescéncia, sem a
necessidade do emprego de métodos imunoldgicos, o que torna o ensaio
mais rapido, barato e especifico (LI, HE, JIANG, 2010; GUERET et al.,
2002; HITT et al., 2000). Assim, o rAdV-GFP pode ser utilizado como
um modelos em estudos de infecciosidade em amostras ambientais.
Estudos com a utilizagdo de rAdV em matrizes ambientais ainda s&o
raros. Li, Shi e Jiang (2010) avaliaram a eficiéncia de técnicas para
concentracdo de amostras ambientas usando esse virus. Porém, estudos
de desinfeccdo e estabilidade viral com o adenovirus recombinante néo
foram encontrados na literatura até o presente momento.

2. JUSTIFICATIVA

A cidade de Florianépolis, SC, é responsavel por mais de 90 %
da producdo de ostras no Brasil (Epagri, 2012). Porém, muitos dos
locais onde as ostras sdo cultivadas estdo contaminados por patdgenos,
principalmente virus entéricos, como adenovirus e norovirus
(MORESCO et al., 2012; RIGOTTO et al., 2010). Devido a capacidade
filtradora das ostras, elas podem concentrar patdgenos em seus tecidos e
se tornam reservatérios de virus entéricos humanos. Ao serem
consumidas cruas ou mal cozidas, podem causar uma diversidade de
doencas, como as gastroenterites e hepatites (WANG, DENG, 2012).

A depuragdo surgiu como um método para purificacdo de
moluscos anterior ao consumo e é utilizada em varios paises (LEES,
YOUNGER, DORE 2010). O processo ¢ eficiente para a remocdo de
bactérias, porém a reducdo de virus é mais demorada. Os pardmetros
estabelecidos na legislacdo sdo baseados apenas em E. coli e Salmonella
sp., No entanto virus sdo mais resistentes as condi¢des ambientais e aos
tratamentos aplicados, além de serem responsaveis por diversos surtos
(BELLOU, KOKKINOS, VANTARAKIS, 2013). A garantia de uma
boa depuracdo depende da eficiéncia do tratamento aplicado a agua do
mar, principalmente nos sistemas de recirculagcdo (fechado). O
tratamento mais frequentemente utilizado para depuracéo é a luz UV,
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pois apresenta baixo custo de instalacdo e manutengdo, ndo altera a
qualidade da agua e dos moluscos e é eficiente na inativacdo de
bactérias e virus (FAO, 2008).

A divulgacdo de dados de contaminacdo viral no ambiente
aquatico e em moluscos baseados na deteccdo molecular, sem inferir a
viabilidade dos mesmos, pode néo ter real significado epidemioldgico e
comprometer o desenvolvimento econdmico e sustentavel dessas
atividades. Dessa forma, € importante a utilizacdo de métodos de cultura
celular para avaliar a infecciosidade viral. Porém, muitos virus ndo séo
cultivdveis in vitro, necessitando de modelos virais como substitutos dos
virus entéricos humanos para os estudos de desinfec¢do e estabilidade
(BAERT, DEBEVERE, UYTTENDAELE, 2009).

O presente trabalho de dissertagéo se justifica pela importancia de
avaliar a inativacdo viral em &gua do mar frente ao processo de
depuracdo em tanques que utilizam o tratamento com luz UV. Em geral,
os estudos de depuracdo avaliam o decaimento apenas de copias
gendmicas e trabalhos que inferem a viabilidade viral durante o processo
sdo escassos. No entanto, a avaliagdo do decaimento da infecciosidade
dos virus apresenta maior relevancia epidemioldgica. Além disso,
pretende-se aferir o uso rAdV-GFP como um modelo viral de
adenovirus, servindo como base para futuros estudos de desinfecgéo e
estabilidade viral em amostras ambientais.
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3. HIPOTESE

O tanque de depuragcdo com tratamento de luz ultravioleta é
eficiente para inativacdo viral em &gua do mar, sendo o adenovirus
recombinante e 0 norovirus murino bons modelos virais para estudos de
desinfeccao.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a inativagdo adenovirus humano recombinante e
norovirus murino em agua do mar em tanques de depuracdo de
moluscos com e sem tratamento de luz ultravioleta.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Estabelecer o periodo de poés-infeccdo de rAdV-GFP para a
detecgdo de fluorescéncig;

b. Padronizar as técnicas de citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia para deteccao de células infectadas com rAdV-GFP;

c. Determinar o titulo infeccioso e limites de deteccdo de rAdV-
GFP por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia,
comparando com o ensaio de placa de lise;

d. Verificar a influéncia da 4gua do mar concentrada na detecgéo
da fluorescéncia de células infectadas por rAdV-GFP;

e. Avaliar a desinfec¢do de rAdV-GFP e MNV-1 com e sem luz
UV na &gua do mar em tanques de depuracéo;

f. Avaliar a estabilidade de rAdV-GFP e MNV-1 na d4gua do mar.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. CULTIVO DE CELULAS

Para a producdo dos estogques virais e para 0S ensaios de
viabilidade viral foram utilizadas as linhagens celulares HEK293A e
RAW264.7, permissivas ao rAdV-GFP e MNV-1, respectivamente. As
células foram cultivadas em garrafas de cultura celular com tamanho de
180 cm’ e mantidas em estufa a 37 °C, sob atmosfera de 5 % de CO..

A linhagem celular HEK293A (Figura 6), derivadas de rim
embrionario humano, possuem o gene E1 dos adenovirus integrado ao
seu genoma, permitindo a replicacdo de adenovirus com delecdo desse
gene. Para o cultivo das células HEK293A foi utilizado meio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle medium), suplementado com 10 % de soro
fetal bovino [(SFB) Gibco], sal Hepes 1 mM (Sigma) e 1 % de solucéo
de antibidticos e antifungico [(PSA Cultilab - penicilina G 100 U/mL;
sulfato de estreptomicina 100 ug/mL; anfotericina B 0,25 pg/mL)].

Figura 6. Células HEK293A observadas em microscépio Optico
invertido.

A linhagem celular RAW264.7 (Figura 7) sdo macrofagos
murinos (Mus musculus) e foram gentilmente cedidas pela Professora
Dra. Rosina Girones Llop do Departamento de Microbiologia da
Universidade de Barcelona (Espanha). O cultivo foi feito em meio
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) suplementado com 10 %
SFB, L-glutamina 2 mM (Sigma), sal Hepes 1,5 mM (Sigma) e
aminoacidos ndo essenciais (1X) (Sigma).
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iAIc_ i et
Figura 7. Células RAW264.7 observadas em microscépio 6ptico
invertido.

5.2. PRODUCAO DE ESTOQUES VIRAIS

Para a producdo de rAdV-GFP e MNV-1, as células foram
cultivadas em garrafas de cultura celular de 180 cm? até atingirem
confluéncia e em seguida foram infectadas com os respectivos virus para
a producdo dos estoques virais a serem utilizados em ensaios
posteriores. Na monocamada celular, 8,0x10° e 2x10" UFP de rAdV-
GFP e MNV-1, respectivamente, foram adicionados e em seguida
incubados por 1 h para adsor¢do em estufa a 37 °C, sob atmosfera de 5
% de CO,. Apos esse periodo de incubacéo, foi adicionado 30 mL de
meio de manutencdo, que difere do meio de cultivo apresentado acima
apenas na concentracdo de SFB (2 %). As células foram mantidas em
estufa e observadas diariamente em microscépio &ptico invertido
(Olympus) para visualizagdo de efeitos citopéaticos (alteragdes
morfol6gicas que caracterizam a infeccdo viral). Como controle
negativo foi utilizada uma garrafa com monocamada de células nédo
infectadas.

O tempo de incubacgdo variou entre 36 h e 48 h para obtencéo de
90-100 % de efeito citopatico. Nesse estdgio as garrafas foram
congeladas em freezer -80 °C e degeladas a 25 °C por trés vezes para
promover a lise das células e liberar os virus intracelulares. Em seguida
o meio foi centrifugado a 3500 xg por 5 min para sedimentagcdo dos
restos celulares. Ap6s a centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e
dividido em aliquotas de 1 mL, posteriormente armazenadas a -80 °C.

5.3. DETERMINACAO DO TiTULO INFECCIOSO DOS
ESTOQUES VIRAIS POR PLACA DE LISE
O titulo infeccioso do adenovirus recombinante e norovirus
murino foi determinado pelo método de placa de lise, como descrito,
respectivamente, por Cromeans et al. (2008) e Gonzalez-Hernandez,
Cunha e Wobus (2012), com algumas alteragdes.
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Para o adenovirus, células HEK293A foram cultivadas em placas
de seis cavidades com 5x10° células por cavidade. 24 h apés o
plagueamento, o meio de cultivo foi removido e adicionou-se 250 uL de
diluicdes seriadas entre 10™ a 107 do fluido viral produzido diluido em
DMEM, em duplicata. As placas foram incubadas em estufa por 1 h para
adsorcgdo viral, sendo homogeneizadas a cada 15 min. Em seguida foi
removido o in6culo e adicionou-se 2,5 mL, por pogo, de uma solucao de
meio DMEM 2X com alto teor de glicose (suplementado com 4 % de
SFB, 1 % de PSA, MgCI2 a 5 mM e piruvato de s6dio a 1 mM) e
Bacto™-agar 0,6 % (BD Biosciences). A adicdo dessa camada de agar
tem por objetivo a delimitacdo dos locais onde houve replicagdo viral e
lise celular. Apés a polimerizacdo do Bacto'-agar, as placas foram
incubadas em estufa a 37 °C, com atmosfera de 5 % de CO, por sete
dias. Decorrido esse tempo, a camada contendo meio de cultura e
Bacto'-agar foi retirada e o tapete celular corado com solugdo de
cristal violeta preparado em etanol, diluido cinco vezes em agua
destilada, por 5 min. Apds o corante ser aspirado, as placas de lise foram
contadas a olho nu.

Para o norovirus murino, células RAW264.7 foram cultivadas em
placas de seis cavidades com 2x10° células por cavidade. 24 h apés o
plaqueamento, o meio de cultivo foi removido e adicionado 250 pL de
diluigdes seriadas entre 10 a 107 do fluido viral produzido diluido em
DMEM, em duplicata. As placas foram incubadas em estufa por 1 h para
adsorcdo viral, sendo homogeneizadas a cada 15 min. Em seguida foi
removido o indculo e adicionou-se 2 mL, por poco, de uma solugéo de
meio MEM 2X (suplementado com 2 % de SFB, 1 % de L-glutamina 2
mM, Hepes 1,5 mM, 1 % aminoécidos ndo essenciais e 1 % de PSA) e
agarose de baixo ponto de fusdo [Sea Plate (Lonza)] 3 %. Apo6s
solidificacdo da agarose as placas foram mantidas a 37 °C sob atmosfera
de 5 % de CO, por 48 h. Para visualizacdo das placas de lise foi
adicionado 2 mL de uma solugdo de vermelho neutro 0,3 % (Sigma),
preparado em PBS e incubado por 2 h. Em seguida o corante foi
aspirado e as placas de lise formadas foram contadas a olho nu.

Para ambos os virus o titulo viral estimado, expresso em
Unidades Formadoras de Placas por mL (UFP/mL), foi calculado
conforme férmula a seguir.

UFP/mL = ndmero de placas contadas x reciproca da diluicdo
reciproca do volume inoculado (em mL)
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O limite de detec¢do da técnica foi estabelecido de acordo com a
maior diluicdo onde foi possivel realizar contagem de placas.

A padronizacdo das metodologias de cultura celular do fluido
viral, descritas nos tépicos 5.4, 5.5 e 5.6, foram realizados em
parceria com a mestranda Mariana de Almeida do Nascimento.

5.4, CINETICA DE EXPRESSAO DE GFP EM CELULAS

INFECTADAS POR rADV-GFP

A cinética da deteccdo de fluorescéncia da proteina GFP expressa
em células infectadas por adenovirus recombinante foi realizada para
que fosse possivel estabelecer o periodo de replicagdo viral no qual
fosse possivel detectar a fluorescéncia e assegurar o primeiro ciclo de
replicacdo, evitando a superestimacgdo do titulo viral devido a longos
tempos de incubagao.

Para isto, 1,87x10° células HEK293A foram cultivadas
cavidades de placas de 24 pocos e apds 24h, quando atingido
confluéncia, foram infectadas foram infectadas com 100 uL de fluido
viral nos seguintes MOlIs (razdo virus/célula); 10, 1, 0,5, 0,1 e 0,01.
Apo6s adsorcéo viral por 1 h a 37 °C sob atmosfera de 5 % de CO,, foi
adicionado 650 pL de meio de manutengdo por pogo (DMEM 1X, 2 %
SFB, 1 % PSA e 1 % Hepes). A cada 2 h, por um periodo de até 60 h, a
fluorescéncia relativa foi mensurada em espectrofotbmetro de UV
(excitagdo/emissdo: 395/508 nm) (Biodevices-Biosystem). Depois de
estabelecida a cinética da expressdo da GFP foi possivel determinar o
periodo de pos-infeccdo (p.i.) mais adequado para realizar os
experimentos de infecciosidade viral.

5.5. AVALIACAO DA INFECCIOSIDADE DE rADV-GFP POR
CITOMETRIA DE FLUXO E MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA E IDENTIFICACAO DOS LIMITES DE
DETECCAO DESTAS

As células HEK293A foram cultivadas em placas de 24 ou 48
pocos hna concentracio de 1,87x10° e 1,5x10° células/pogo,
respectivamente. Depois de obtida confluéncia em 24 h, foram
adicionados 100 uL de fluido viral em diluigdes seriadas entre 10" e 10
’ ou de amostras a serem testadas, em tréplicas. Para as diluices foi
utilizado 50 pL de estoque viral ou amostra em 450 pulL de meio DMEM
acrescido de 1 % PSA. Apos adsorcdo viral por 1 h a 37 °C sob
atmosfera de 5 % de CO,, foram adicionados 650 pL e 400 pL por
cavidade de meio de manutencdo por poco (DMEM 1X, 2 % SFB, 1 %
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PSA e 1 % Hepes), para as placas de 24 e 48 pogos, respectivamente.
Apos o periodo de incubacdo determinado pelo ensaio da cinética de
expressao da GFP as células infectadas foram avaliadas por citometria
de fluxo e microscopia de fluorescéncia.

5.5.1. Citometria de Fluxo

As placas de 24 pocos contendo as células infectadas por rAdV-
GFP foram incubadas pelo periodo p.i. determinado pela cinética da
expressdo de GFP, a saber, 24h. Em seguida, o sobrenadante foi
aspirado e as células foram retiradas das cavidades com uso de tripsina.
As tréplicas das diluicdes foram centrifugadas a 3.500 xg por 3 min,
ressuspendidas e homogeneizadas com solucdo de EDTA 5 mM,
preparada em PBS. As células foram contadas em contador automatico
Countess (Invitrogen) e entdo transferidas para tubos plasticos proprios
para citometria de fluxo (BD Biosciences).

A leitura foi realizada em citdmetro BD FACSCanto Il Flow
Cytometer (BD Biosciences), contando 50.000 eventos e observada a
fluorescéncia emitida pela GFP nas células infectadas por rAdV-GFP. A
andlise dos dados foi feita pelo programa Weasel 3.0.2, permitindo
assim a titulacdo do virus em Unidades Verde Fluorescentes por mL
(UVF/mL). Para o célculo do titulo viral foi utilizado a férmula a seguir.

UVF/mL = % de células infectadas x nimero total de células x reciproca da diluicdo
reciproca do volume inoculado (em mL)

O limite de detec¢do da técnica foi estabelecido de acordo com a
maior diluicdo onde foi possivel realizar a contagem das células
infectadas.

5.5.2. Microscopia de Fluorescéncia

As placas de 48 pocos contendo as células infectadas por rAdV-
GFP ficaram incubadas por 24 h, periodo p.i. determinado pela cinética
da expressdo de GFP. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado e
imediatamente foi realizada a visualizacdo em microscopio de
fluorescéncia invertido (Olympus). As células fluorescentes foram
contadas em aumento de 100x e a estimativa do titulo viral foi
estabelecida em Unidades Formadoras de Foco por mL (UFF/mL)
conforme a férmula a seguir.

UFF/mL = ndmero de células fluorescentes x reciproca da diluicédo
reciproca do volume inoculado (em mL)




45

O limite de deteccdo da técnica foi estabelecido de acordo com a
maior diluicdo onde foi possivel realizar contagem de células
fluorescentes.

5.6. OBTENCAO DA AGUA DO MAR E METODO DE
CONCENTRACAO VIRAL

A &gua do mar natural utilizada nos ensaios foi coletada na Praia
Barra da Lagoa, localizada no Leste da llha de Floriandpolis e fornecida
através de um contrato da UFSC com a empresa transportadora da agua.
A 4gua era filtrada previamente ao armazenamento em caixa d’agua
com oxigenagdo. A salinidade mensurada foi de 31 partes por mil
(ppm). Em todos os experimentos que envolveram a deteccdo de virus
em agua do mar, foi utilizado o volume de 10 L ou 1 L de &gua para a
concentracdo dos virus presentes na mesma

A metodologia empregada para a concentracdo da dgua do mar no
presente trabalho se encontrava padronizada no Laboratério de
Virologia Aplicada. No entanto buscou-se a otimizacdo da técnica no
laboratério, certificando a alteracdo do pH com aparelho de medicédo
digital. A concentracdo baseou-se no método descrito por Calgua et al.
(2008), que consiste na concentragdo de virus presentes em um
determinado volume de amostra até um volume de 10 mL por meio da
interacdo dos virus presentes nas amostras com uma solucdo de leite
desnatado floculado. A amostra de 4gua do mar foi previamente
acidificada com HCI 5 N até o pH 3,5, seguida da adicdo de uma
solucédo de leite desnatado acidificado (pH 3,5) preparado em agua do
mar natural (Pre-flocculated Skimmed Milk PSM, 0,1 % - Difco). Essa
solucdo acidificada permite a formacdo de flocos proteicos de leite,
permitindo a adsorcdo dos virus presentes na agua. Apés 8 h de
agitacdo, a amostra permaneceu 8h em repouso para sedimentacdo dos
flocos com os virus adsorvidos. Em seguida foi retirado o sobrenadante
e o sedimentado foi centrifugado a 3.800 xg por 30 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi suspendido em tampéo
fosfato (NaH,PO,4, Na;HPO,, 0,2 M 1:2 viv) e completado até 10 mL.
As amostras concentradas foram imediatamente adicionadas as
monocamadas de células, sem armazenamento prévio.

5.7. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DA AGUA DO MAR
CONCENTRADA
Este ensaio foi realizado para determinar a menor diluicdo da
amostra de &gua do mar concentrada a ser utilizada nos ensaios de
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cultura celular que ndo apresentasse efeito citotdxico frente as células de
estudo.

Para isso, monocamadas de células HEK293A e RAW264.7 em
placas de 24 pogos foram adicionadas com 100 uL. de amostra de agua
do mar concentrada (sem a presenca dos virus) diluidas seriadamente em
DMEM (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), além de uma amostra pura, sempre
com a adicdo de 1 % de PSA. As placas foram mantidas a 37 °C, 5 % de
CO, e ap6s 1 h as amostras foram aspiradas e foi adicionado meio de
manutencdo (DMEM suplementado). As células foram observadas em
microscopio Optico para visualizacdo de alteracfes morfologicas
celulares (efeito citotdxico) durante um periodo 48 h. Apds esse periodo,
0 sobrenadante foi aspirado e a monocamada de células foi corada com
solucdo de preto de naftaleno para confirmacéo do efeito citotoxico.

5.8. INFLUENCIA DA AGUA DO MAR CONCENTRADA NA
DETECCAO DE rADV-GFP E AVALIACAO DA TAXA DE
RECUPERAGAO VIRAL DO METODO DE
CONCENTRAGAO

Este ensaio teve o objetivo de determinar se a dgua do mar
concentrada poderia alterar a sensibilidade das técnicas e deteccdo de
células infectadas por adenovirus recombinante e também verificar a
porcentagem de recuperagdo viral obtida pelo processo de concentracéo.

Para isso, 10 L de 4gua do mar foram inoculados com 4,0x10’
UFP de rAdV-GFP e concentrados com descrito anteriormente. Outros
10 L de agua do mar sem virus foram concentrados e inoculados com
4,0x10" UFP de rAdV-GFP ap6s a eluicdo com tampéo fosfato. Essas
amostras foram diluidas em DMEM com 1% de PSA, entre 10" e 107, e
100 pL foram adicionados em monocamadas de células HEK293A
cultivadas em placas de 24 ou 48 pocos. O fluido viral nas mesmas
diluicdes foi utilizado como controle positivo. Apds 1h de adsorcao viral
em estufa foram adicionados 650 pL e 400 pL por cavidade de meio de
manutencdo por poco para as placas de 24 e 48 pocos, respectivamente.
Apo6s o periodo de incubacdo determinado pelo ensaio da cinética de
expressdo da GFP as células infectadas foram avaliadas por citometria
de fluxo e microscopia de fluorescéncia e observada a influéncia na
deteccdo de GFP. Para estimar a porcentagem da recuperacdo viral da
concentracao foi feito o seguinte calculo:

% de recuperacdo = titulo viral inoculado antes da concentracdo x 100
titulo viral inoculado ap6s a concentragao
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5.9. AVALIACAO DA DESINFECCAO VIRAL POR LUZ UV
EM AGUA DO MAR EM TANQUES DE DEPURACAO

Para 0s ensaios de desinfeccdo viral em agua do mar por luz UV,
foram utilizados dois tanques de depuragdo com capacidade de 300 L de
agua (Figura 3), com um fluxo de 1800 L/h. Um dos tanques continha
uma lampada UV de 36 W acoplada, que aplicava uma dose aproximada
de 44 mJ/cm2 por passagem da agua. Assim, a dose acumulada por hora
foi de 264 mJ/cmz2. A 4gua nos tanques teve sua temperatura controlada
em 16°C.

Os dois tanques (com UV e sem UV) foram preenchidos com 300
L de agua do mar e apos alcancarem a temperatura desejada foram
inoculados os virus rAdV-GFP e MNV-1 em quantidades suficientes
para se observar pelo menos 4 logs de decaimento, com concentracdo
aproximada de 3x10° UFF/L e 3x10° UFP/L, respectivamente.
Imediatamente ap6s a homogeneizagdo dos virus foi retirada uma
amostra de 10 L de agua de cada tanque, representando o tempo Oh.
Ap6s 24 h, 48 h e 72 h de depuragdo foram realizadas novas
amostragens de 10 L de agua. As amostras coletadas nos tanques foram
imediatamente concentradas e o eluato final, sem armazenamento
prévio, foi inoculado em monocamada de células HEK293A e
RAW?264.7 para avaliacdo da infecciosidade viral por microscopia de
fluorescéncia (rAdV-GFP) e placa de lise (MNV-1), respectivamente.
Em todos os tempos de amostragem, 10 L de a4gua do mar limpa foi
inoculada com quantidade conhecida de rAdV-GFP e MNV-1,
concentrada e avaliada a infecciosidade, para servir como controle da
recuperacdo viral. Os experimentos foram realizados em triplicata.

5.10.AVALIAQAO DO DECAIMENTO VIRAL NA AGUA DO
MAR

Para determinar a estabilidade do rAdV-GFP e MNV-1 na matriz
de 4gua do mar, em escala de bancada, 10 L de 4gua do mar foam
inoculados com 4,0x10" e 1x10° UFP de adenovirus e norovirus,
respectivamente. Apds homogeneizacdo, 1 L de agua foi coletado,
concentrado por floculagdo e imediatamente inoculado em monocamada
de células HEK293A e RAW264.7 para avaliacdo da infecciosidade
viral por microscopia de fluorescéncia (rAdV-GFP) e placa de lise
(MNV-1), respectivamente. Ap6s 24 h de agitacdo em temperatura
controlada, uma nova amostra de 1 L foi retirada, concentrada e a
infecciosidade foi avaliada.
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5.11.ANALISE ESTATISTICA

Para a estatistica descritiva foi utilizada a média e o desvio-
padrdo (dp). Para a cinética de expressao de GFP e correlacdo entre as
técnicas de deteccdo viral foi aplicado, respectivamente, o teste t de
Student e regressdo linear pelo programa GraphPad Prism version 5.0
(USA).

Para a analise dos experimentos de desinfeccdo dos virus
considerando os grupos de tratamento e o tempo decorrido, utilizou-se a
andlise de varidncia (ANOVA) mista. Previamente, foram verificados os
pressupostos de normalidade dos residuos (por meio do teste de Shapiro-
Wilk), de esfericidade (por meio do teste de Mauchly) e de
homogeneidade das variancias (por meio do teste de Levene), sendo que
todos foram atendidos. Foram analisados os efeitos do grupo de
tratamento (fator independente), do tempo decorrido (fator dependente)
e da interacdo entre grupo e tempo decorrido sobre a média de
concentracdo dos virus. O teste de Bonferroni foi utilizado como teste
post hoc.

Para anélise do ensaio de estabilidade viral na agua do mar foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas.
Em todos o0s testes estatisticos aplicados considerou-se como
significativos valores -p < 0,05. As analises de ANOVA mista e de
Wilcoxon foram realizadas com o programa IBM SPSS 19.0.
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6. RESULTADOS

6.1. DETERMINACAO DO TIiTULO INFECCIOSO DOS
ESTOQUES VIRAIS POR PLACA DE LISE

A determinacdo do titulo infeccioso de rAdV-GFP foi
determinado pelo ensaio de placa de lise, sendo posterioriormente
comparado com as técnicas de citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia. O titulo do estoque viral obtido foi de 4,0x10" UFP/mL,
sendo a diluicdo 10° o limite de deteccéio desta. O titulo de MNV-1
obtido por placa de lise foi de 1,0x10° UFP/mL, com o limite da
detecco na diluicdo 10°. A Figura 8 exemplifica o resultado do ensaio
de placa de lise em células HEK293A e RAW264.7, respectivamente
infectadas com rAdV-GFP e MNV-1.

Figura 8. Formagdo de placas de lise ap6s a infeccdo de células (A)
HEK293A por rAdV-GFP e (B) RAW 264.7 por MNV-1.

6.2. CINETICA DE EXPRESSAO DE GFP EM CELULAS
INFECTADAS POR rADV-GFP

A partir do titulo de rAdV-GFP obtido por placa de lise, células
HEK?293 foram infectadas em multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10,
1,0,5,0,1e0,01. Apos a infecgdo foi realizada a leitura de fluorescéncia
em espectrofotdmetro de UV (excitacdo/emissdo: 395/508 nm) a cada 2
h por até 60 h, para avaliar em qual periodo seria possivel detectar a
fluorescéncia da GFP produzida em células infectadas.

Apo6s 20h de infecgdo foi possivel observar efeito citopatico nas
células infectadas com MOIs de 10, 1 e 0,5. Apds 40h, as células
infectadas com MOI de 10 ndo estavam mais aderidas e nos pogos em
gue se utilizou MOls de 1 e 0,5 as células apresentavam 100 % de efeito
citopatico. A Figura 9 apresenta a cinética de deteccdo de fluorescéncia.
Observou-se que entre 18 h e 20 h, nos MOIs de 10 e 1, hd um aumento
significativo da fluorescéncia detectada (p<0,05). Dessa forma, o
periodo de pds-infeccdo (p.i.) de 24 h foi escolhido para os ensaios de
citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia, uma vez que foi
possivel detectar a fluorescéncia em células infectadas.
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Figura 9. Deteccdo da fluorescéncia da GFP em células infectadas por

adenovirus recombinantes nos MOls de 10, 1, 0,5, 0,1 e 0,01, sendo a leitura
realizada em espectrofotdmetro de UV a cada 2 h. * p<0,05.

6.3. DETERMINACAO DO TITULO INFECCIOSO DE rADV
POR CITOMETRIA DE FLUXO E MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Estabelecido o periodo p.i. de 24 h para a deteccdo da GFP,
realizou-se a determinacdo do titulo infeccioso do rAdV por citometria
de fluxo e microscopia de fluorescéncia.

Para a citometria, apés a infec¢do, as células foram recolhidas e
50.000 eventos foram contados em citdmetro de fluxo. O titulo obtido
foi de 1,4x10° UVF/mL e o limite de deteccdo foi a diluicdo 10,
correspondente a 2,1x10°> UVF/mL. O titulo estabelecido pela técnica da
microscopia de fluorescéncia, o foi de 8,5x10" UFF/mL, sendo possivel
detectar células fluorescentes até a diluicdo 10°, correspondente a
8,5x10" UFF/mL. A comparacdo dos limites de deteccdo das técnicas é
mostrada na Figura 10. A microscopia de fluorescéncia e 0 ensaio de
placa de lise apresentaram titulos e limites de deteccdo semelhantes,
sendo ambas mais sensiveis do que a citometria de fluxo.
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Figura 10. Titulo viral do rAdV-GFP em diferentes diluicBes virais,

obtido pelas técnicas de citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e
placa de lise.

A andlise de regressdo apresentou uma correlacdo linear entre a
citometria de fluxo e o ensaio de placa de lise, com um valor de r® de
0,9468. Foram plotados os valores normalizados em logl0 de rAdV
inoculados em diluicdes decimais que variaram de 4,0x10° - 4,0x10’
UFP/mL e o titulo viral obtido pelo ensaio de citometria de fluxo em
cada diluicdo (Figura 11).
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Figura 11. Valores normalizados em log10 de rAdV inoculado no ensaio
de placas (UFP/mL) versus o titulo viral obtido por citometria de fluxo
(UVF/mL). A anélise de regressao linear, com um valor r* de 0,9468 foi obtido
com a equacdo: y = 0.9821x + 1,8048.



52

6.4. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DA AGUA DO MAR

CONCENTRADA

O ensaio de citotoxicidade foi realizado para avaliar qual
diluicdo de agua do mar concentrada ndo era tdxica para as células
HEK293 e RAW264.7. A amostra de 4gua do mar concentrada, sem
virus, foi adicionada pura e em dilui¢des seriadas sobre as células. Apds
48 h as diluicBes a partir de 1:4 ndo apresentaram efeito citotdéxico em
ambas as linhagens celulares, sendo essa a diluicdo minima escolhida
para 0s ensaios seguintes.

6.5. INFLUENCIA DA AGUA DO MAR CONCENTRADA NA
DETECCAO DE GFP E AVALIACAO DA TAXA DE
RECUPERAGAO VIRAL DO METODO DE
CONCENTRAGAO

Esse ensaio foi realizado para determinar se a 4gua do mar
concentrada poderia influenciar na deteccdo da GFP em células
infectadas por rAdV, bem como avaliar a porcentagem de recuperagdo
viral do método de concentracdo por floculagio. Para isso, inoculou-se
rAdV-GFP em uma amostra de 4gua do com antes da concentracéo e
outra amostra depois da concentracdo. Apo6s a infeccdo em monocamada
de HEK293A, a contagem de células foi realizada por citometria de
fluxo e microscopia de fluorescéncia.

O titulo viral determinado pela técnica de citometria de fluxo na
4gua do mar inoculada com rAdV-GFP apés a concentragio foi 1,2x10°
UVF/mL, semelhante ao do estoque viral (Figura 12). Da mesma forma,
0 titulo viral avaliado por microscopia de fluorescéncia na dgua do mar
inoculada ap6s a concentragéo foi de 8,2x10” UFF/mL, similar & solucdo
estoque (Figura 13). Em ambas as técnicas a diferenca ndo foi
significativa (p>0,05). Assim, a agua do mar concentrada néo
influenciou na deteccdo da GFP, podendo ser utilizada nos ensaios
posteriores.
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Figura 12. Dotplots e porcentagem de células infectadas por rAdV-GFP em duas diluicdes do estoque viral, da &gua do
mar inoculada ap6s a concentragéo e da dgua do mar inoculada antes da concentragdo e 0s respectivos titulos virais obtidos. As
células foram contadas por citometria de fluxo, considerando 50.000 eventos e analisadas no programa Weasel 3.0.2.
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Figura 13. Imagens de microscopia de fluorescéncia de células infectadas por rAdV-GFP na diluicdo 10-4 do estoque
viral, da 4gua do mar inoculada apds a concentragdo e da agua do mar inoculada antes da concentragdo, e os respectivos titulos
virais obtidos. Aumento de 100x. Barras representam 200 pm.
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A partir da comparagdo entre o titulo infeccioso obtido na 4gua
do mar inoculada ap6s a concentracdo e na agua inoculada antes da
concentracdo, pode-se definir a porcentagem da concentracgdo viral do
método. O titulo determinado na &gua inoculada antes da floculacédo foi
de 1,4x10® UVF/mL por citometria de fluxo e 9,1x10° UFF/mL por
microscopia de fluorescéncia. Assim, a técnica de concentracdo por
floculacdo orgénica apresentou uma eficiéncia de recuperacdo viral de
11% neste ensaio.

Devido a maior sensibilidade na deteccdo de células verde
fluorescentes com relacdo a citometria de fluxo e também o menor
tempo de pos-infeccdo comparada ao ensaio de placa de lise, a técnica
de microscopia de fluorescéncia foi selecionada para 0s ensaios
posteriores.

6.6. AVALIACAO DA DESINFECCAO VIRAL POR LUZ UV
EM AGUA DO MAR EM TANQUES DE DEPURACAO

Para avaliar o decaimento viral na agua do mar em tanques de
depuragdo acoplados a luz UV, dois tanques (com e sem tratamento)
foram preenchidos com agua do mar, inoculados com rAdV-GFP e
MNV-1 em concentracéo final aproximada de 3,0x10° UFF/L e 3,0x10°
UFP/L, respectivamente. Foram retiradas amostras de 10 L de 4gua no
tempo inicial (Oh), bem como apds 24 h, 48 h e 72 h, para posterior
concentracdo e avaliacdo da viabilidade viral por microscopia de
fluorescéncia (rAdV- GFP) e por placa de lise (MNV-1). Em cada
tempo de amostragem, como controle positivo da concentragdo, uma
amostra de 10 L de agua do mar filtrada foi inoculada com ambos os
virus e concentrada pelo mesmo método.

A Tabela 3 apresenta a média do decaimento viral em logs e 0
desvio padrdo da triplicata. Para 0 MNV-1, 24 h de depuracdo foi
suficiente para inativar mais de 6 logs, ndo sendo possivel detectar
norovirus viaveis em ambos os tanques. O decaimento da concentracdo
viral nos tanques de depuracdo para rAdV-GFP pode ser visualizado na
Figura 14. O tanque de depuragdo com tratamento de luz UV foi capaz
de inativar 99,99 % (4 logs) em apenas 24 h. Em 48 h ndo foi possivel
detectar células fluorescentes. No tanque sem tratamento, o decaimento
foi mais gradual, decaindo 2 logs a cada 24 h, inativando 99,99 % em 48
h. Em 72 h nédo foi possivel detectar virus vidveis na agua do mar de
ambos os tanques (Figura 15).
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Tabela 3. Média e desvio padrdo do decaimento em logs de rAdV-GFP e

MNV-1 apds 24 h, 48 h e 72 h, em tanques de depuragdo com e sem tratamento
de luz UV.

Logs de decaimento (DP)

Virus Tempo
Com UV Sem UV
24h 4,03 (0,11)** 2,02 (0,17)*
rAdV 48h > 6,00% 4,14 (0,29)**
72h - > 6,002
MNV 24h > 6,00% > 6,002

a Abaixo do limite de deteccéo da técnica.
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Figura 14. Concentracdo de rAdV-GFP (em log/L) na 4gua do mar nos
tanques de depuragdo com e sem UV no tempo inicial (Oh) e apés 24 h, 48 h e
72 h de tratamento.
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Figura 15. Imagens de microscopia de fluorescéncia de células infectadas por rAdV-GFP no tempo inicial (0 h) e apds 24
h, 48 h e 72 h de depuracdo em tanques com e sem tratamento com luz UV. Os numeros (1:10 e 1:4) representam as diluicGes
utilizadas. Aumento de 100x. Barras representam 200 pum.
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Para o rAdV-GFP, a anélise estatistica (ANOVA mista) mostrou
que independentemente do tratamento aplicado, o decaimento viral no
decorrer do tempo foi significativo. Da mesma forma,
independentemente do tempo decorrido, o tratamento aplicado reduziu a
quantidade de virus de modo significativo. Além disso, existe uma
interacdo entre o tempo decorrido e o tratamento aplicado, de tal forma
que o tratamento com UV e um tempo maior de depuracdo apresenta
uma melhor inativacdo de adenovirus. Para 0 MNV-1, a mesma andlise
mostrou que apenas o efeito do tempo foi significativo, ndo havendo
interacdo entre o tempo e o tratamento.

As amostras de controle do método de concentragdo foram
sempre positivas e apresentaram uma recuperacao média de 31 % (£8,5)
para rAdV-GFP e 33 % (+£13,4) para MNV-1. Assim, a eficiéncia da
concentracdo viral foi superior ao ensaio realizado anteriormente,
devido ao ajuste do pH certificado pelo medidor digital.

6.7. AVALIACAO DA ESTABILIDADE VIRAL NA AGUA DO
MAR

Devido ao decaimento dos virus ap6s 24 h no tanque de
depuracdo sem tratamento de luz UV (2 logs para rAdV-GFP e >6 logs
para MNV-1), decidiu-se verificar a estabilidade desses virus na 4gua do
mar. Para isso, 10 L de agua do mar foram mantidos em baldes sob
agitacdo na mesma temperatura dos tanques. Os virus foram inoculados
na agua em concentracdo final similar a obtida nos tanques de
depuragdo. Foi realizada amostragem de 1 L no tempo inicial (0 h) e
apos 24 h, realizada a concentracdo e avaliacdo da viabilidade viral por
microscopia de fluorescéncia (rAdV- GFP) e por placa de lise (MNV-1).

A Tabela 4 apresenta a média do decaimento viral em logs e o
desvio padrdo da triplicata. Apds 24 h sob agitacdo na agua do mar, o
decaimento médio de rAdV-GFP foi de 0,37 logs. O MNV-1 teve uma
reducdo média de 1,12 logs Apesar dos virus apresentarem certa
instabilidade na agua do mar, esse decaimento ndo foi significativo
(p>0,05).
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Tabela 4. Média e desvio padrdo do decaimento em logs de
rAdV-GFP e MNV-1 ap6s 24 h sob agitacdo em balde com &gua do mar.

Virus Logs de decaimento (DP)

rAdV-GFP 0,37 (0,09)

MNV-1 1,12 (0,12)
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7. DISCUSSAO

A pesquisa de virus entéricos humanos no ambiente tem crescido
consideravelmente nos Gltimos anos, principalmente com o avango das
técnicas moleculares (REYNOLDS, MENA, GERBA, 2008). Porém, a
deteccdo de material genético ndo revela o real risco de contaminagéo,
uma vez que os virus podem estar inativados. Assim, a aplicacdo de
técnicas que sdo precedidas pela infeccdo celular in vitro, quando
possivel, sdo muito importantes para avaliar o potencial infeccioso dos
virus entéricos (RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2012; BAERT,
DEBEVERE, UYTTENDAELE, 2009; BOSCH et al., 2008). Para isso,
alguns modelos virais tém sido utilizados, sobretudo nos estudos de
desinfeccdo e estabilidade em diferentes matrizes, como o adenovirus
humano e o norovirus murino. O rAdV-GFP foi proposto neste trabalho
como um modelo de adenovirus, sendo sua detec¢do, por técnicas
baseadas na emissdo de fluorescéncia, rapida e eficiente.

O adenovirus recombinante utilizado nesse trabalho, durante a
sua modificagdo genética, teve o gene de expressdo precoce denominado
E1l substituido pelo gene codificador da proteina verde fluorescente
(GFP). Esse adenovirus foi desenvolvido para ser utilizado em estudos
de terapia génica e como vetores de vacinas, uma vez que podem
infectar diversas linhagens celulares sem se replicar (KOZARSKY,
WILSON, 1993). O adenovirus replica facilmente in vitro produzindo
altos titulos virais, é bem caracterizado, pode acomodar insercOes
genéticas de até 37 kb e o0 seu genoma permanece epissomal, raramente
integrando-se ao genoma das células hospedeiras. (DANTHINNE,
IMPERIALE, 2000). Quando utilizados como vetores vacinais, sao
capazes de induzir potente resposta imune inata e especifica (TATSIS,
ERTL, 2004). Assim, o presente trabalho prop6s uma nova aplicagdo
para o rAdV-GFP, no campo da virologia ambiental, como um modelo
viral a ser utilizado em estudos de desinfec¢do e estabilidade de virus
entéricos.

Diferentes técnicas de cultura celular podem ser utilizadas para a
detecgdo de adenovirus vidveis. O ensaio de placa de lise é um método
sensivel, bem estabelecido e frequentemente empregado. Porém esse
ensaio é laborioso e leva cerca de sete dias para visualizacdo das placas
(CROMEANS et al., 2008; GUERET et al., 2002; HITT et al., 2000).
Técnicas tradicionais baseadas em imunofluorescéncia sdo mais rapidas
e especificas, no entanto demandam pré-tratamentos, padronizacdes,
blogueios de reacBes inespecificas e o emprego de anticorpos
especificos, introduzindo varidveis que interferem com a eficiéncia e
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reprodutibilidade do ensaio (GUERET et al., 2002). A presenca do gene
E1 em células permissivas (HEK293) que possuem esse gene integrado
em seu genoma permite a replicacdo do adenovirus recombinante e
consequente expressao da proteina GFP, sendo possivel acompanhar a
infeccdo viral. Dessa forma, € possivel detectar células infectadas pelo
rAdV-GFP por técnicas de fluorescéncia, como a microscopia de
fluorescéncia e a citometria de fluxo (GUERET et al., 2002; HITT et
al., 2000). Essas técnicas baseadas na deteccdo de GFP sdo mais
sensiveis do que as de imunofluorescéncia que exigem o emprego de
anticorpos especificos para a regido hexon de adenovirus (LI, HE,
JIANG, 2010).

Com a proposta de estabelecer o tempo ideal de pos-infecgdo
(p.i.) de adenovirus recombinante em células HEK293A, nas quais é
possivel detectar a expressdao da GFP, foi realizada a cinética da
detecgdo de fluorescéncia com leitura em espectrofotdmetro com células
infectadas em diferentes MOls do virus. Os MOlIs de 10 e 1 mostraram
gue houve um aumento significativo na deteccdo da fluorescéncia entre
18h e 20h (Figura 9). A grande variagdo na fluorescéncia nas células
infectadas 40h p.i., quando o MOI de 10 foi utilizado, foi devido a
grande quantidade de células que foram lisadas devido a alta taxa de
replicacdo viral e por isso ndo puderam ser contabilizadas por
fluorescéncia. A partir do resultado obtido na cinética de emissdo de
fluorescéncia e sabendo que um ciclo de replicacdo do adenovirus leva
entre 24h e 36h (WOLD, HORWITZ, 2007), o periodo p.i. de 24h foi
escolhido para os ensaios posteriores de microscopia de fluorescéncia e
citometria de fluxo. Assim, além de ser possivel detectar e visualizar
células infectadas, garante-se apenas um Unico ciclo de replicagéo, uma
vez que replicagcBes subsequentes podem superestimar o titulo viral
determinado por essas técnicas. De Martin et al. (1997) também
realizaram uma cinética da expressdo de GFP por meio de Western
blotting, utilizando um anticorpo policlonal anti-GFP, detectando a
proteina apds um dia de infeccdo. Trabalhos que realizaram a titulacdo
de rAdV-GFP por citometria de fluxo utilizaram o periodo de pds-
infeccdo entre 18h e 24h, sendo possivel contabilizar células infectadas
fluorescentes (GUERET et al., 2002; HITT et al., 2000; WEAVER,
KADAN, 2000).

No presente estudo, 24h p.i. foi possivel realizar a deteccdo de
células infectadas por rAdV-GFP por citometria de fluxo e por
microscopia de fluorescéncia, obtendo titulo viral de 1,4x10° UVF/mL e
8,5x10" UFF/mL, respectivamente. No entanto a citometria de fluxo
apresentou baixa sensibilidade e alto limite de deteccdo, sendo possivel
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contabilizar células até a diluicdo 10™, equivalente a 2,1x10° UVF/mL.
HITT et al. (2000) obtiveram resultado semelhante, com um titulo viral
de 3,4x10°, porém com um limite de deteccdo mais baixo, tendo
detectado células infectadas na diluicdo 10™. A baixa sensibilidade da
citometria de fluxo na deteccdo de células infectadas com rAdV-GFP
24h p.i. foi demonstrada também por Li, He e Jiang (2010). Esse estudo
comparou 0 limite de deteccdo da citometria de fluxo em células
infectadas com diferentes titulos virais (UFP/poco), com tempo de p.i.
entre 1 e 5 dias. No primeiro dia de p.i., a fluorescéncia foi detectada
somente a partir de 100 UFP/poco, o que corrobora aos dados obtidos no
presente trabalho (400 UFP/pocgo). Li, He e Jiang (2010) mostraram que
a sensibilidade da técnica aumenta proporcionalmente ao tempo de p.i.,
sendo que apos 5 dias foi possivel detectar até 0,1 UFP/poco. Portanto, é
notavel que quando o tempo de incubagdo é prolongado a sensibilidade
do ensaio aumenta, embora este fato também superestime o titulo viral.

O titulo viral obtido por placa de lise (4x10" UFP/mL) foi inferior
ao titulo por citometria de fluxo (1,4x10° UVF/mL). Isso difere da
literatura, que mostrou titulos virais semelhantes pelas duas técnicas
aqui empregadas. No entanto, quando foi realizada uma analise de
regressdo, foi observada uma correlacdo linear entre os titulos virais
obtidos através das duas técnicas em diferentes dilui¢des (Figura 11),
corroborando outros trabalhos publicados (LI, HE, JIANG, 2010;
GUERET et al., 2002; HITT et al., 2000; WEAVER, KADAN, 2000).

A microscopia de fluorescéncia apresentou maior sensibilidade e
baixo limite de deteccdo, podendo detectar células fluorescentes até a
diluicdo 107, referente a 8,5x10" UFF/mL, em apenas 24 h pés-infeccéo.
Ao contrario da citometria de fluxo, esses valores foram semelhantes ao
ensaio de placa de lise, no qual também foi possivel detectar placas de
lise até a diluicio 10°. No entanto, a microscopia de fluorescéncia
fornece resultados em 24 h, enquanto o ensaio de placa de lise demora
cerca de sete dias (CROMEANS et al., 2008; GUERET et al., 2002;
HITT et al, 2000). A maior sensibilidade da microscopia de
fluorescéncia com relacdo a citometria de fluxo também foi observada
por Li, He e Jiang (2010), no qual em um dia era possivel detectar por
microscopia 0 equivalente 1 UFP/poco. Portanto, devido ao menor
limite de deteccdo e tempo p.i., a microscopia de fluorescéncia foi
escolhida para os demais ensaios.

O emprego do adenovirus recombinante em amostras ambientais
ainda é raro na literatura. Li, Shi e Jiang (2010) compararam a eficiéncia
de diferentes técnicas de concentracdo inoculando o rAdV-GFP em
amostras de dgua do mar, 4gua do mar tratada por membrana de osmose
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reversa e efluente de esgoto e avaliou células infectadas por citometria
de fluxo trés dias ap0s infecgdo. Este trabalho foi o primeiro que avaliou
a influéncia da agua do mar na deteccdo da fluorescéncia da GFP
empregando técnicas de microscopia de fluorescéncia e citometria de
fluxo, ndo sendo encontrada diferenca significativa entre o titulo do
virus em estoque e em agua do mar (Figuras 12 e 13). Além disso,
juntamente com o trabalho de dissertagdo da mestranda Mariana de
Almeida do Nascimento, que avaliou a desinfec¢do de rAdV-GFP por
cloro em 4gua de consumo, esses sdo 0s primeiros trabalhos que
utilizaram adenovirus recombinante para avaliarem desinfeccdo de
amostras ambientais.

Portanto, o rAdV-GFP é um potencial modelo viral para estudos
de desinfeccdo e estabilidade no campo da virologia ambiental, uma vez
gue ndo necessita de anticorpos para a deteccdo da fluorescéncia,
tornando a técnica mais econdmica e pratica. Além disso, a ndo
necessidade do emprego de anticorpos para sua deteccdo evita a perda
de células durante as extensivas lavagens realizadas nos métodos
convencionais e também diminui a formagdo de ligagBes inespecificas.
Comparando com o0 ensaio de placa de lise, a microscopia de
fluorescéncia foi igualmente sensivel, porém menos laboriosa
detectando células infectadas (fluorescentes) em apenas 24 h.

A pesquisa de virus vidveis em amostras ambientais por meio de
técnicas que envolvem a deteccdo fluorescéncia ndo tem sido muito
empregada. Apesar da alta especificidade e rapidez, geralmente as
técnicas sdo laboriosas, caras e nem sempre apresentam resultados
satisfatérios (HAMZA et al., 2011). Existem poucos trabalhos na
literatura que utilizaram tais métodos para detectar virus em agua do
mar. Carratala et al., (2013) avaliaram o decaimento da viabilidade viral
por tratamento com UV em diferentes matrizes de agua, sendo a dgua do
mar uma delas, por meio do ensaio de imunofluorescéncia. Li, He e
Jiang (2010) néo detectaram adenovirus em 12 amostras ambientais de
agua do mar por meio de citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti-
hexon. Pelo mesmo método, Corréa et al. (2012b) ndo obtiveram
resultados satisfatorios na deteccdo de adenovirus em &gua do mar em
tanques de depuragdo de ostras, apresentando baixa sensibilidade.

O processo de depuracdo de ostras é bastante utilizado no mundo
e obrigatdrio nos Estados Unidos e Europa com a finalidade de remover
bactérias dos moluscos bivalves. Corréa et al. (2007) analisaram o
decaimento de S. enterica serovar Typhimurium em ostras depuradas
por 24h em tanques de sistema fechado com capacidade de 1000 L de
agua, avaliando o tratamento com UV, cloro e ambos juntos. Como



64

resultado, a partir de 12 h de depuracdo nao havia S. enterica viavel no
tecido das ostras, porém foi possivel detectar copias gendmicas mesmo
apos 24 h de depuragdo. Além disso, a combinacdo dos tratamentos foi
mais eficiente para inativacdo da bactéria, sendo que o UV isoladamente
foi melhor do que apenas com cloro. Love, Lovelace e Sobsey (2010)
também avaliaram o decaimento de E. coli e E. fecalis em ostras e
mariscos em tanques de depuracdo de sistema continuo com capacidade
de 230 L, obtendo 99,9 % de remocéo apds 44 h de depuracdo. Como a
legislacéo avalia a eficicia da depuracdo somente com base em bactérias
como indicadoras de contaminacdo fecal, ndo se pode inferir que o
mesmo processo seja eficiente para reduzir, a niveis aceitaveis, a
quantidade de virus entéricos humanos (LOVE, LOVELACE, SOBSEY,
2010).

Os estudos de depuracdo de moluscos que avaliam o decaimento
de virus entéricos apresentam diferentes resultados. Corréa et al. (2012a)
observaram em ostras a inativacdo de virus da hepatite A (HAV)
infeccioso ap6s 72 h e auséncia de c6pias genémicas em 96 h, apds
tratamento com luz UV em sistema fechado. Love, Lovelace e Sobsey
(2010) mostraram que 44 h de depuracdo em sistema continuo foi
suficiente para remocdo de 98,5% de HAV em ostras, porém em
mariscos apenas 46 % foram removidos no mesmo tempo. Polo et al.
(2014), mostraram que HAV tinha um decaimento em mariscos de
apenas 1 log (90 %) apds cinco dias de depuracdo em sistema fechado
com tratamento de UV. Adenovirus humanos sdo mais resistentes aos
processos de depuragdo, sendo detectado o genoma viral em ostras
mesmo ap0ds quatro dias de depuracdo em sistema fechado com luz UV
(CORREA et al., 2012a). Souza et al. (2013) também detectaram
genoma de adenovirus humano e norovirus murino em ostras depuradas
apos sete e quatro dias de tratamento com UV, respectivamente.

O processo de tratamento da agua do mar é um fator importante
para a garantia de uma depuracdo eficiente, principalmente nos sistemas
de recirculacdo. A eficiéncia da inativagdo viral na dgua por UV é bem
conhecida. O MNV-1 tem maior resisténcia ao tratamento por UV entre
os Calicivirus utilizados como modelos virais para estudos de
infecciosidade, necessitando de dose aproximada de 40 mJ/cm? para
inativacdo de 4 logs (LEE, ZOH, KO, 2008). Com relacdo ao
adenovirus, Hijnen, Beerendonk e Medema (2006) reuniram diversos
estudos que avaliaram o decaimento de diferentes virus em amostras
ambientais de dgua, demonstrando que o adenovirus € 0 mais resistente
a inativacdo por luz UV, necessitando de doses superiores a 170 mJ/cm?
para reducdo de 99,99 % de virus viaveis. Carratala et al. (2013)



65

verificaram o decaimento de adenovirus humano em diversas matrizes
de 4gua, incluindo agua do mar, observando um decaimento viral de
mais de 6 logs em 24 h com aplicacdo de altas doses de UVB. A grande
resisténcia dos adenovirus ao tratamento com luz UV pode ser
influenciada pelo reparo do DNA viral pelas enzimas da célula
hospedeira (LECHEVALLIER, AU, 2004). No entanto, além do UV
agir na degradacdo do genoma e na formacdo de dimeros de timina,
pode também causar danos nas proteinas do capsideo viral,
incapacitando-os de infectar células (WIGGINTON et al.,, 2012;
SIRIKANCHANA, SHISLER, MARINAS, 2008).

Apesar da acdo germicida da luz UV em &guas ser bem
conhecida, poucos estudos avaliaram a eficiéncia do tratamento para
inativacao viral de 4gua do mar em tanques de depuracdo (CORREA et
al., 2012a; 2012b). O presente trabalho mostrou que a viabilidade de
adenovirus humano decaiu 99,99 % (4 logs) na agua do mar apés 24 h
com tratamento de luz UV, em tanque de depuragéo de sistema fechado.
Sem tratamento, a mesma taxa de decaimento foi obtida com 48h de
circulacdo da agua, sendo que 99 % (2 logs) foi inativado no primeiro
dia (Tabela 1). Comparando a inativacdo de adenovirus nos dois tanques
apos 24h de depuracdo, pode-se afirmar que o tratamento com luz UV
foi 100 vezes mais eficiente e capaz de reduzir por si s8, pelo menos 99
% de rAdV-GFP. A viabilidade norovirus murino decaiu mais de 6logs
apo6s 24h de depuracdo, tanto no tanque com luz UV quanto no sem
tratamento (Tabela 1). Em um estudo utilizando depuradoras iguais,
Corréa et al. (2012b) observaram que apés 72 h houve um decaimento
de 4 logs de copias genémicas de adenovirus no tanque com UV e 1 log
no tanque sem UV. O norovirus murino foi mais susceptivel, sendo
observado por PCR quantitativa que em 24 h houve uma redugéo de 2
logs no tanque sem tratamento e cerca de 4 logs com UV. Em outro
estudo, com tanques de sistema fechado e tratamento com luz UV,
Corréa et al. (2012a) ndo detectaram cépias gendmicas de HAV e
adenovirus na agua do mar apés 96 h de depuracao.

Embora a depurac¢do seja um processo natural dos moluscos, a
atividade fisioldgica, a taxa de filtracdo e as respostas ao ambiente
podem variar de acordo das mudancas do ambiente marinho. Os fatores
associados que podem alterar significativamente o processo de
depuracédo sdo a temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade, turbidez e
concentracgdo de fitoplanctons (RODRICK, SCHNEIDER, 2003). Além
disso, a dose minima de luz UV geralmente prescrita para a desinfeccéao
de &guas € dependente das caracteristicas da instalacdo do sistema de
tratamento, do tempo de exposicéo, da coeficiéncia de absorcdo de UV
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pela 4gua e da espécie de microrganismo estudada (HASSEN et al.,
2000). A variacdo desses fatores entre os diversos estudos pode explicar
a diferenca nos resultados de depuracéo e desinfecgdo da dgua do mar.

Para investigar a influéncia da &gua salgada na estabilidade viral
foi realizado um ensaio de inoculagdo de rAdV-GFP e MNV-1 em balde
com agua do mar e avaliada a viabilidade no tempo 0 h e apds 24 h sob
agitacdo. O rAdV-GFP permaneceu praticamente estavel, enquanto o
MNV-1 decaiu 1 log (Tabela 2). Portanto, apesar de ser um fator que
pode influenciar na estabilidade viral, a salinidade ndo foi determinante
para a inativacdo de rAdV-GFP e MNV-1 nos tanques de depuracéo.
Em estudo semelhante, Corréa et al. (2012b) demonstraram maior
instabilidade do genoma do MNV-1 do que AdV em &gua do mar,
porém a reducdo também ndo foi significativa em 24 h. Enriquez e
Gerba (1995) obervaram grande estabilidade de adenovirus em &gua do
mar, com decaimento da viabilidade viral aproximado de 1,5 logs em 60
dias. Lee et al. (2008) mostraram que 0 MNV-1 possui instabilidade em
solucdo salina, no qual em concentragdo de 0,5 M de NaCl
(concentragdo similar a 4gua do mar) a viabilidade viral decaiu cerca de
0,5 logs a cada 24 h, comparado com agua destilada, que mostrou uma
inativacdo de 0,5 logs em 72 h.Trabalhos sobre o efeito da salinidade da
agua na inativagdo de poliovirus mostraram que hd um decaimento
aproximado de 1 log a cada dois dias na agua do mar, além de uma
maior estabilidade viral em aguas com menor salinidade (WETZ et al.,
2004; LO, GILBERT, HETRICK, 1976; AKIN et al., 1976).

A adsorcdo dos virus na parede dos tanques pode ter influéncia
sobre decaimento viral observado, uma vez que a presenca de sais na
agua do mar pode alterar o ponto isoelétrico dos virus, permitindo que
eles se agreguem e adsorvam em superficies (WONG et al., 2012). Um
estudo realizado com poliovirus inoculado em 4&gua subterranea
armazenada em um tanque de polipropileno mostrou que apés 10 dias
havia 20 vezes mais virus na parede do tanque do que na &gua
(GASSILLOUD, GANTZER, 2005). Apesar de factivel, a constante
circulacdo da agua, a rapida inativacdo de MNV-1 (mais de 6 logs em 24
h) e a constante taxa de decaimento do rAdV-GFP (2 logs a cada 24 h
no tanque sem UV) permitiu inferir que a adsorcdo nas paredes do
tanque de depuracdo ndo foi um fator fundamental para a inativacdo
viral. Acredita-se que ocorra algum dano fisico nos virus durante o
processo de circulacdo da &gua, afetando assim a viabilidade dos
mesmos.

O método de concentragdo de agua do mar com leite desnatado
acidificado estd bem estabelecido e trabalhos relatam uma recuperagéo
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média de cOpias gendmicas aproximada de 50 % para AdV e 80 % para
MNV-1 (CALGUA et al., 2013a; 2013b; 2008). No presente trabalho, o
primeiro ensaio apresentou recuperacdo de 11 %, porém com o decorrer
do estudo a técnica foi aprimorada, certificando o ajuste do pH com
medidor digital, alcancando cerca de 30 % de recuperagdo viral para
rAdV-GFP e MNV-1. Os estudos que utilizam essa técnica de
concentragcdo avaliam a recuperagdo apenas por PCR quantitativa,
enquanto o presente trabalho determinou a porcentagem de recuperacao
por ensaios que inferem a viabilidade viral, o que pode justificar a
diferenca existente.

Os adenovirus humanos podem ser cultivados e isolados usando
diversas linhagens celulares incluindo BGMK, Caco-2, HelLa, HEp-2,
KB, A549 PLC/PRF/5 e HEK293. No entanto, a eficiéncia da replicagdo
do virus em culturas de células varia de acordo com os sorotipos, assim
como a susceptibilidade das linhagens celulares podem variar
ligeiramente. A linhagem celular recomendada pela Agéncia Prote¢édo
Ambiental dos Estados Unidos para monitoramento da agua é a BGMK.
No entanto, tem sido um consenso de que HEK293, A549, PLC/PRF/5 e
Caco-2 apresentam um melhor desempenho para avaliar infecciosidade
de adenovirus (JIANG et al., 2009; JIANG, 2006). Em especial, as
células HEK293 tendem a ser mais apropriadas para a avaliacdo
ambiental de contaminag¢do por adenovirus humano, inclusive para os
sorotipos fastidiosos (40 e 41) (JIANG et al., 2009).

E importante ressaltar a importancia de realizar o ensaio de
viabilidade viral imediatamente ap6s a concentragéo para evitar perda de
virus infecciosos durante o armazenamento. Recomenda-se armazenar
amostras ambientais para analise virolégica por no maximo 48 ha 4 °C
ou a -80 °C por periodos mais longos (OLSON, AXLER, HICKS,
2004). No entanto, a formacdo de cristais de gelo é responsavel pela
perda inicial de titulos virais em amostras congeladas, sendo que é
aumentada quando as amostras sdo estocadas a -20 °C. (GOULD, 1999).
Assim, estudos que avaliam a viabilidade de virus apds armazenamento
podem subestimar o titulo viral.

Em geral, a pesquisa de virus em amostras ambientais, como agua
do mar e alimentos, € relevante, pois sdo importantes agentes causadores
de surtos e ndo apresentam correlacdo com a presenca de bactérias
preconizadas na legislagdo. Além disso, a avaliacdo de risco de
contaminagdo microbiolégica deveria avaliar a infecciosidade viral por
técnicas de cultura celular, quando existentes, ao invés de somente
métodos moleculares. No que se refere a depuracdo, o processo ¢ eficaz
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para remoc¢do de patdgenos virais da dgua do mar, principalmente
guando aplicado tratamento com luz UV.

8. SUMARIO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

* A fluorescéncia da GFP em células HEK293A infectadas com
adenovirus recombinante pode ser detectada com 24 h pds-infeccéo,
representando o primeiro ciclo de replicacéo viral,

* Pela técnica de citometria de fluxo foi possivel fazer a detecgéo
de células infectadas com rAdV-GFP, exibindo um titulo viral mais alto
que o obtido pelo ensaio de placa de lise, porém apresentou baixa
sensibilidade e alto limite de deteccdo;

* A microscopia de fluorescéncia foi mais eficiente do que a
citometria de fluxo para deteccdo de células infectadas com rAdV-GFP,
apresentando titulo viral, sensibilidade e limite de deteccdo semelhantes
ao ensaio de placa de lise, porém com tempo de pés-infec¢do menor;

» A deteccdo da fluorescéncia da GFP do rAdV-GFP ndo foi
influenciada pela matriz de dgua do mar concentrada para ambas as
técnicas;

« O processo de depuracéo foi eficiente para inativagdo dos virus
estudados na agua do mar. 99,99 % de rAdV-GFP foram inativados em
24 h e 48 h com e sem tratamento de luz UV, respectivamente. O
decaimento da viabilidade de MNV-1 foi superior a 6 logs em 24 h nos
dois tanques.

* O rAdV-GFP e 0 MNV-1 permanecem estaveis apds 24 h sob
agitacdo em 4gua do mar
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9. CONCLUSOES

* O rAdV-GFP se mostrou um eficaz modelo viral para estudos
de estabilidade e desinfeccdo de adenovirus humanos, sendo de facil
cultivo e replicagéo, de baixo custo, permitindo a obtencdo de resultados
rapidos e com alta sensibilidade.

« O MNV-1 comprovou ser um competente modelo viral para
estudos de desinfeccdo de norovirus humanos.

* A acdo da luz UV por si foi capaz de inativar ao menos 2logs de
adenovirus na agua do mar, uma vez que essa foi a diferenca entre os
dois tanques ap6s 24 h de depuracao;

* A depuradora compacta de moluscos acoplada com luz UV foi
eficiente na inativacdo dos virus na dgua do mar, podendo ser utilizada
com seguranca pelos restaurantes e por pequenos produtores;

« A composicdo da matriz de agua salgada ndo foi um fator
determinante para o decaimento viral no tanque de depuragdo sem UV,
uma vez que o rAdV-GFP e MNV-1 foram relativamente estaveis apds
24h na agua do mar;

 Acredita-se que durante o processo de depura¢do ocorram
danos fisicos nos virus, impedindo-os de infectar as células.
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10. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Surtos de doencas pela ingestdio de moluscos bivalves
contaminados com virus entéricos humanos tendem a ser mais
frequentes devido a constante contaminagdo do ambiente marinho e o
aumento na produgdo de moluscos no Brasil e no mundo. Apesar da
legislacdo ndo incluir os virus nos pardmetros sanitarios, é de extrema
importdncia o estudo desses organismos devido a diversidade de
doencas que causam e a maior resisténcia as condi¢es ambientais e aos
processos de tratamento.

Portanto, o processo de depuracdo em sistema fechado com
tratamento de luz UV se mostrou eficiente para a inativacdo de virus em
agua do mar, podendo ser aplicados em restaurantes previamente ao
consumo. Apesar de o processo ser eficaz para a descontaminacdo da
agua do mar, ainda ha necessidade de estudos para confirmar que os
moluscos contaminados alocados nesses mesmos tanques podem ser
purificados, permanecendo livres de patdgenos virais vidveis. Esses
estudos estdo em andamento no laborat6rio. Assim, espera-se que esses
tanques possam ser alocados em restaurantes para garantir melhor
gualidade no consumo de moluscos.

Além disso, os estudos que avaliam diferentes tratamentos para
desinfeccdo e estabilidade de virus em diversas matrizes ambientais
precisam de modelos virais que permitam inferir a infecciosidade de
maneira simples, rapida e sensivel. O rAdV-GFP mostrou-se ser um
eficaz modelo viral para futuros trabalhos, sendo possivel detectar
células infectadas pela técnica de microscopia de fluorescéncia em
apenas 24h, com alta sensibilidade. Portanto, a utilizacdo desse virus
pode substituir os adenovirus atualmente utilizados nos estudos de
viabilidade e também o ensaio de placa de lise.
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Abstract

Background

Water quality has been affected by the presence of pathogenic microorganisms,
mainly enteric viruses. Based on that, it is important to choose a viral model to
study persistence in environment as well efficiency of disinfection processes.
Human adenoviruses (HAdVSs) is an important pathogen that can be transmitted
by water consumption and may be chosen as indicator of fecal contamination.
Recombinant human adenovirus (rAdV) that express green fluorescent protein
(GFP) can be used as surrogate for studies of human and animal adenoviruses
persistence and decontamination in environmental samples. HEK 293A cells
infected with rAdV provides a novel reporter for assays of viral infectivity,
allowing the use of flow cytometry and fluorescence microscopy as rapid and
quantitative methods to monitor GFP expression in individual cells. The aim of
this study was to determine methods based on GFP-fluorescence able to detect
recombinant adenovirus in environmental matrices.

Methods

Kinetics of rAdV GFP-expression was measured by UV-spectrophotometer.
Virus titer was determined by flow cytometry (FC) and fluorescence
microscopy (FM). Drinking water and filtered seawater sample were collected
and the detection limit of FC and FM using water samples and virus stock
performed. Plaque Assay (PA) was done in order to compare with FC and FM.
Results

Kinetics of rAdV GFP-expression was determined and it was shown that GFP
fluorescence could be early measured by UV-spectrophotometer, flow
cytometry (FC) or by fluorescence microscopy (FM) during the first cycle of
viral replication (24h post-infection). Virus titer was determined by FC and FM
and was 1.4 x 10° GFU/mL and 8.5 x 10" FFU/mL respectively. FC was able to
detect GFP expression until 10 virus dilution while FM could detect until 10
dilution. Plaque assay (PA) showed similar results than FM, however taking 7
days to read the plagues. Drinking water and seawater were spiked with rAdV
and these matrices did not interfere with fluorescence measurement.
Conclusion

rAdV can be feasible and rapidly detected by flow cytometry and fluorescence
microscopy including in environmental matrices. rAdV can be used as an
excellent model for study on persistence in environment as well efficiency of
disinfection process.

Keywords
Recombinant adenovirus, environmental matrices, UV-spectrophotometer, flow
cytometry, fluorescence microscopy.
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Background

Water quality has been affected by the presence of pathogenic microorganisms
originated from incorrect disposal of treated, partially treated or untreated
sewage in watercourses. Constituting the group of pathogenic microorganisms
present in environmental water are the enteric viruses, the main causal agent of
gastroenteritis worldwide [1]. They are excreted in high concentrations in feces
and are less efficiently removed by primary treatment of drinking water
(coagulation and filtration) than other pathogens (bacteria and protozoa) [2, 3].
According to Fong et al. [4], there are hundreds of different types of human
viruses present in human sewage, which, if improperly treated, can become a
source of contamination in drinking and recreational water.

Based on that, it is important to choose a viral model to study persistence in
environment as well efficiency of disinfection processes, such as chlorine,
ozone and UV-treatment. Human adenoviruses (HAdVs) is on the USEPA
(United States Environmental Protection Agency) Contaminant Candidate List
(CCL) as they are important human pathogens that can be transmitted by water
consumption and spray (aerosols) [5]. Also, several studies have proposed
HAdV as indicator of human fecal contamination [6-10]. HAdVs are
nonenveloped and icosahedral viruses containing linear double-stranded DNA.
They are included in Adenoviridae family, Mastadenovirus genera and there are
52 serotypes organized in subgroups A-G. Disease symptoms from adenovirus
infection in humans include respiratory illness, gastroenteritis, and
conjunctivitis [11].

As an alternative, recombinant adenoviruses (rAdV) can be used as a viral
model to study persistence and disinfection efficiency of different treatments.
rAdV are defective in their replication since they lack the early gene E1. Early
gene products, such as E1, are generally involved in viral gene transcription,
DNA replication, host immune suppression and inhibition of host cell apoptosis
[12]. Thus, rAdV replication is weakened in this condition, unless the
replication occurs in permissive cell lines that express E1 gene products, such as
Human Embryonic Kidney (HEK) 293A cells [13]. So, rAdV replication can be
directly monitorated by fluorescent methods based on green fluorescence
protein (GFP) expression encoded by a gene incorporated into the viral DNA.
The plaque assay has long been considered as a standard method because of the
inherent accuracy and reproducibility, but it is extensively time consuming [14].
HEK 293A cells infected with rAdV provides a novel reporter for assays of
viral infectivity, allowing the use of flow cytometry and fluorescence
microscopy as rapid and quantitative methods to monitor GFP expression in
individual cells [15].

The aim of this study, was to standardized methods based on GFP-fluorescence,
such as UV-spectrophotometer, flow cytometry and fluorescence microscopy
assays were in order to detect rAdV in environmental matrices. Detection limits
and water matrices interference on fluorescence measurements were also
determined.
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Results

Kinetics of GFP expression

The kinetics of GFP-expression is shown in Figure 1. The onset of cytopathic
effect at MOI 10, 1.0 and 0.5 was observed 20 h p.i. After 40 h p.i. there was no
attached cells at MOI 10, and at MOI 1.0 and 0.5, 100% of cytopathic effect
was observed. The statistical analysis showed that, at MOI 10 and 1.0, there was
a significant increase of fluorescence between 18 and 20h p.i. (P<0.05). Thus,
the 24h p.i. period was chosen to perform flow cytometry and fluorescence
microscopy assays, ensuring the achievement of the fluorescence peak for
detection as well the first cycle of viral replication.

Detection limits

This study aimed to determine the rAdV limit of detection by flow cytometry
assay and fluorescence microscopy when compared with plaque assay. The use
of the same virus stock and dilutions for both techniques was important to allow
a direct comparison among the techniques. The 24h p.i. period was used for
flow cytometry and microscopy assays in accordance to kinetics GFP-
expression results. In order to compare, plague assay showed virus stock titer of
4,0 x 10’ PFU/mL and the limit detection was 107 dilution.

(i) Flow cytometry assay
The detection limit of the virus stock by FC was 10™ dilution, corresponding to
2.15 x 10° GFU/mL. No statistically significant differences were found between
virus stock and virus diluted in drinking water and flocculated seawater
(P>0.05). The titer of the viral working solution was 1.43 x 10° GFU/mL.
Seawater inoculated with rAdV before flocculation had 1 log less virus,
representing 10% of viable rAdV recovery (Figure 2).
Regression analysis showed that the correlation was linear, with an r” value of
0.9856, by plotting the normalized values in log10 of rAdV inoculated in
decimal dilutions ranging from 4.0 x 10% to 4.0 x 10" PFU/mL versus the viral
titer by flow cytometry assay obtained at each dilution (Figure 3).

(ii) Fluorescence microscopy assay
The detection limit of the virus stock by FM was 10° dilution, corresponding to
8.5 x 10" FFU/mL (Figure 4). No statistically significant differences were found
between virus stock and virus diluted in drinking water and concentrated
seawater (P>0.05). The titer of the viral working solution was 8.5 x 10’
FFU/mL. Viable adenovirus recovery was approximately 10%, once that
seawater inoculated with rAdV before flocculation had 1 log less virus.
Discussion
Recombinant adenovirus provides a versatile system for gene expression studies
and therapeutic applications, including gene transfer in vitro, gene therapy and
vaccine therapy [16,17,18]. The possibility to transfer genes to a broad spectrum
of cell types not depending on active cell division, as well the high-titer
preparations of adenoviruses can be readily prepared and used to achieve a high
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level of transgene expression, made adenovirus the vectors of choice for these
applications [16-20]. Although this well-established use, we describe herein a
novel application of rAdV in environmental virology field. The current study
shows methods standardized to detect rAdV in environmental matrices, such as
drinking water and seawater, whereas those water matrices come into frequent
contact with the majority population, representing an important vehicle of
disease transmission.

Regarding the kinetics of GFP expression assay, at MOI 10 and 1.0 all cells
were Killed by the virus after 40h p.i., which explains the wide variation of
relative fluorescence after this period. The 24h p.i. period was chosen to
perform the subsequent assays, ensuring the optimal fluorescence emission for
detection, but mainly ensuring the first cycle of viral replication. It is already
described that HAdV replication cycle is completed after 24 to 36 h in HelLa
cells [11], although viral replication can vary from cell to cell. This is important
to not allow longer periods for viral replication which could overestimate the
real viral titer, where at the end of one cycle, about 10* viral progeny particles
per cell could have been produced [21].

Fluorescence microscopy can be equally compared with plaque assay, since
their detection limit was the same (10 dilution), as well a similar viral titer
(Figure 5). Nevertheless, the huge difference concerning the time of incubation
(1 day for fluorescence microscopy versus 7 days for plaque assay) supports the
choice for fluorescence microscopy assays.

A previous study [22] reported the use of flow cytometry for rAdV detection
after 1 to 5 days of incubation. They report that after 3 days of incubation,
fluorescent cells were detected at inoculation densities of 1 PFU/well, while in 1
day of incubation it was only possible to detected fluorescence above 100
PFU/well, also showed in this study (400 PFU/well). Therefore, it is remarkable
that, when the incubation time is prolonged, the sensitivity of the assay
increases but this fact masks the viral replication and the real viral titer.

The viral titer by FC (1.43 x 10° GFU/mL) was higher than by FM (8.5 x 10’
FFU/mL). Although, FM presented a lower detection limit, allowing seeing
fluorescence in two decimal dilutions more than FC (10 and 10, respectively)
(Figure 5). The high detection limit of FC after 24h p.i. was already previously
showed [22].

To our knowledge, this is the first study that uses rAdV as virus model for
environmental samples. The use of this viral model is economical and practical
since this detection does not require the use of antibodies obligatorily requested
by detection using immunofluorescence microscopy and traditional flow
cytometry. In addition, detection of fluorescence by flow cytometry with rAdV
was higher when compared with immunological use of anti-hexon or anti-E1A
antibodies [22]. Also, the use of rAdV decrease chances of unspecific binds and
loss of cells during extensively washes. Furthermore, FM and FC is faster (1
day) than conventional methods like plaque assay (7-10 days) [15].

The seawater concentration method had approximately 10% of viable rAdV
recovery. Others studies show a recovery of 40-50% [8, 23, 24] in river and
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seawater, however it was available genome copies by quantitative PCR, that not
infer in virus viability, as accessed in this study.

Conclusions

In conclusion, we demonstrated that FC and FM has proven to be feasible,
reliable, not time-consuming and not expensive to detect viable recombinant
adenovirus in environmental matrices. Drinking water and seawater did not
interfere on fluorescence detection, allowing using these matrices samples and
rAdV for further study on persistence in environment as well efficiency of
disinfection process.

Methods

Virus and cell line

Recombinant adenovirus (rAdV) was propagated in Human Embryonic Kidney
293A cells (HEK 293A). Both, virus and cell line was kindly donate by Dr.
Oscar Brund-Romero from Universidade Federal de Santa Catarina, Brazil.
HEK 293A were maintained in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM
1X), supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS) and 1% of HEPES.
Virus stock was produced by host cell infection using multiplicity of infection
(MOQI) of 5. After 24h incubation, the flasks were freeze-thawed three times,
centrifuged at 2,500 x g for 5 min and the supernatant recovered and stored at -
80°C.

Environmental samples

Drinking water sample was obtained from the Water Treatment Plant located at
Peri Lagoon, Floriandpolis, Brazil, after regular treatment and just prior to
chemical disinfection. This water matrix was used without concentration
methods.

Filtered seawater sample came from Barra da Lagoa beach, Florianépolis,
Brazil, and concentrated by skimmed milk flocculation as previously described
to 10 mL final volume [8]. To analyze the seawater matrix influence and the
viral recovery after floculation, two flasks containing 10 L of filtered seawater
were inoculated with rAdV before and after the flocculation process
respectively. These concentrated samples were analyzed by flow cytometry and
fluorescence microscopy assays.

Cytotoxicity assay

To evaluate the cytotoxicity of the drinking water and the flocculated seawater
on HEK 293A cells, the confluent monolayers were inoculated with 100 pL of
two fold dilutions of each water matrix. Cells were incubated for 60 min at
37°C in 5% of CO, and, after incubation, 650 pL of maintenance medium was
added (DMEM 1X, containing 2% FSB, 1% HEPES, 1% PSA [10 U/mL
penicillin, 10 pg/mL streptomycin, 2ng/mL amphotericin]). After 48 h the cells
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were stained with Amido Black (Napthol Blue Black, Sigma), to check
monolayer integrity.

Kinetics of GFP expression

This assay was performed in order to determine which period post-infection
(p.i.) was more appropriated to detect GFP fluorescence, ensuring optimal
fluorescence quality as well to determine the first cycle of viral replication. For
this, HEK 293A confluent monolayers were incubated in 24-well plate for 24 h
at 37°C in 5% CO,. Growth medium was discarded and the monolayers were
inoculated with 100 pL of distinct multiplicity of infection (MOI) of rAdV
(0.01,0.1, 0.5, 1, and 10) in triplicates. Cells were incubated for 60 min at 37°C
in 5% of CO, and, after incubation 650 pL of fresh maintenance medium was
added (DMEM 1X, 2% FSB, 1% HEPES, 1% PSA). Every 2h up to 60h p.i. the
relative fluorescence was measured by UV-spectrophotometer
(excitation/emission: 395/508nm) (Molecular Devices SpectraMax M2).

Flow cytometry assay (FC)

HEK 293A confluent monolayers were incubated in 24-well plate for 24 h at
37°C in 5% CO,. Growth medium was discarded and 100 uL of decimal
dilutions of virus stock and virus stock spiked in drinking water (without
residual free chlorine) and concentrated seawater were inoculated in a non-
cytotoxic dilution in triplicates. Cells were incubated for 60 min at 37°C in 5%
of CO, and, after incubation, 650 L of fresh maintenance medium was added
(DMEM 1X, containing 2% FSB, 1% HEPES, 1% PSA). After 24 h p.i., the
cells were harvested with tripsin, centrifuged at 2000 x g for 3 min,
resuspended in 500 pL of PBS and EDTA 0.05 pM solution, and cell viability
was counted at Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen™). Data from
50,000 events were measured by flow cytometry (BD Biosciences
FACSCanto™ II) and were analyzed using the free software program Weasel
(version 3.1). The results are shown in Green Fluorescence Unit per mL
(GFU/mL).

Fluorescence Microscopy (FM)

The same procedure for cell infection described above was performed in 8-well
chamber slides. After 24 h p.i., chambers were mounted in the presence of 50
uL of mounting solution (5% NaCl 5M, 40% PBS, 50% ethanol, 5%
formaldehyde, 2.5% DBCO) on the coverslip. Cells were then observed under
an epifluorescence microscopy with UV light (Olympus). The viral titer was
determined by the following formula: (average green cells counted x reciprocal
dilution)/ inoculum (mL). The results are shown in Focus Forming Unit per mL
(FFU/mL).

Plaque assay (PA)
The plaque assay was performed for virus stock aiming to compare the results
obtained by both fluorescence methods. The protocol was adapted from other
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study [25]. Briefly, HEK 293A cells were incubated in 6-well plate for 24 h at
37°C in 5% CO,, when confluent monolayers were achieved. Growth medium
was discarded, 300 pL of decimal dilutions of virus stock was added in
duplicate to the cell monolayer and the cells were incubated for 60 min at 37°C
in 5% of CO,. After this period, the inocula were removed and cell monolayers
were overlaid with 0.6% Bacto-agar in high glucose DMEM 2X containing 4%
FBS, 0.1 mM sodium pyruvate, 26 mM MgCl, and incubated at 37 °C for 7
days. After this period, the agar overlay was removed, cells were stained with
20% Gram’s crystal violet and plaques were counted macroscopically once the
stain was removed. The viral titer was determined by the following formula:
(average plaque counted x reciprocal dilution)/ inoculum (mL). The results are
shown in Plaque Forming Unit per mL (PFU/mL).

Statistical Analysis

The statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 5.0
(USA). ANOVA test, Student’s t test, regression and linear correlation were
performed and all significant differences are quoted for P < 0.05.
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