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RESUMO

As gastroenterites agudas (GA) constituem um importante problema de saude publica.
As causas dessa patologia podem ser agrupadas nas categorias principais:
bacterianas, virais, parasitarias e nao infecciosas. Segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) as infeccdes intestinais associadas a quadros diarreicos sao a
segunda causa de morte de origem infecciosa em todo o mundo, com prevaléncia
estimada de 3 a 5 bilhdes de casos ao ano. A maior incidéncia de GA é por etiologia
viral, dos quais 0s quatro principais agentes sao: adenovirus humano (HAdV),
astrovirus humano (HAstV), norovirus (NoV) e rotavirus (RV). Estudos tém
demonstrado que ap6s a introducdo da vacina para RV houve uma reducéo
significativa nas hospitalizacdes e mortalidade devido as gastroenterites por RV.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de deteccgéo
simultanea de HAdV, NoV e HAstV em amostras fecais utilizando metodologia de
biologia molecular e, assim, identificar os virus circulantes responsaveis por
gastroenterite aguda no Hospital de Clinicas — UFPR (HC-UFPR). Foram
selecionadas 51 amostras fecais diarreicas enviadas para investigacdo de rotavirus
(RV) no Laboratorio de Virologia HC-UFPR entre os meses de janeiro a outubro de
2014. Estas amostras foram processadas, clarificadas, seguindo-se das fases de
extracdo do genoma, obtencéo de cDNA, PCR nested para HAdV, RT-PCR para NoV
e HAstV e visualizacdo dos produtos amplificados em eletroforese de gel de agarose
2%. As amostras referentes aos controles positivos passaram ainda pelas fases de
clonagem e purificacdo plasmidial. Verificou-se 13% (7) de amostras positivas para
HAdV e 4% (2) para NoV. De todas amostras fecais enviadas ao Laboratorio de
Virologia HC-UFPR neste periodo, foi diagnosticado apenas um RV por meio do
ensaio de ELISA. Desta forma observou-se que as GA virais foram referentes a 19%
(10) das diarreias agudas avaliadas. A investigacdo de astrovirus ainda néo foi
realizada pois as analises prévias dos iniciadores disponiveis ndo apresentaram
resultados conclusivos, optando-se pelo desenho e sintese de novos iniciadores, o
gue se encontra em andamento. Nao foram observadas coinfec¢des. Dos pacientes
infectados, 80% se tratavam de criancgas das quais 40% eram menores que 2 anos. A
padronizacdo de uma técnica de diagnostico mais especifica e sensivel como a de
PCR mostrou que apesar da queda brusca dos casos de gastroenterites causadas por
RV, as GA causadas por outros agentes etiolégicos virais sao significativas,
principalmente entre pacientes pediatricos.

Palavras chave: gastroenterites, adenovirus, norovirus, astrovirus, PCR.



ABSTRACT

Acute gastroenteritis (GA) is an important public health problem. The causes of this
condition can be grouped into major categories: bacterial, viral, parasitic and non
infectious. According to the World Health Organization (WHO) intestinal infections
associated with diarrheal diseases are the second leading cause of infectious origin
deaths worldwide, with an estimated prevalence of 3 to 5 billion cases/year. The
highest incidence of GA is by viral etiology, of which the four main pathogens are:
human adenovirus (HAdV), human astrovirus (HAstV), norovirus (NoV) and rotavirus
(RV). Studies have shown that after RV vaccine introduction there was a significant
reduction in hospitalizations and mortality due to RV gastroenteritis. Therefore, the
objective of this work was to develop a simultaneous detection protocol HAdV, NoV
and HAstV in fecal samples using molecular biology methodology and identify the
circulating virus in patients with acute gastroenteritis at the Hospital de Clinicas - UFPR
(HC- UFPR). Between January to October 2014, it was analyzed a total of 51 diarrheal
stool samples sent to rotavirus diagnosis (RV) in Virology Laboratory (HC —UFPR).
These samples were processed by clarification and followed to genome extraction,
cDNA synthesis, nested PCR for HAdV and RT-PCR for NoV and HAstV detections,
and visualization of amplicons on 2% agarose gel electrophoresis. Positive controls
were passed through the stages of cloning and plasmid miniprep. It has been found
14% (7) of positive samples for HAdV and 4% (2) for NoV. Of all fecal samples
investigated in this period, in only one RV was diagnosed by enzymatic immunoassay
assay. Thus, it was observed that the viral GA was associated with 19% (10) of acute
diarrhea from samples tested. The human astrovirus detection has not been carried
out since the previous analysis of the available primers showed no conclusive results,
opting for the design and synthesis of new primers, which is underway. Coinfections
were not observed. Of infected patients, 80% were children of which 40 % were
younger than 2 years. The standardization of a more specific and sensitive diagnostic
technique such as PCR showed that despite the cases reduction of RV gastroenteritis,
the GA caused by other viral etiological agents are significant, especially among
pediatric patients.

Keyword: gastroenteritis, human adenovirus, norovirus, astrovirus, PCR
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1 INTRODUCAO

As gastroenterites agudas (GA) sdo um dos maiores problemas de saude
enfrentados pelos paises em desenvolvimento. Consideradas um problema de saude
publica, infecgdes entéricas que causam diarreia sdo responsaveis por altas taxas de
morbidade e mortalidade, principalmente entre criancas, mas também em idosos.
Mundialmente, a diarreia é a segunda maior causa de morte entre criancas menores
de 5 anos, responsavel por cerca de 1,5 milh6es de mortes por ano, representando
16% dos oObitos neste grupo (BOSCHI-PINTO et al., 2008; BLACK et al., 2010;
WARDLAW et al., 2010).

Além do impacto significativo sobre a saude coletiva, quadros de diarreia sdo
responsaveis por perdas econdmicas substanciais devido as intervengdes
necessarias ao tratamento e controle da doenca, as hospitalizacdes e ao tempo
despendido dos familiares durante o tratamento dos pacientes (MARTINES et al.,
1991).

A etiologia das diarreias é bastante complexa e pode envolver diferentes
agentes. Estudos indicam que, tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento, a maioria dos casos de gastroenterite é de causa viral, das quais 0s
principais agentes sdo: adenovirus, astrovirus, norovirus e rotavirus (MORAES &
CASTRO, 2014). A investigacao laboratorial sistematica da presenca destes virus em
pacientes hospitalizados por GA tem profundo impacto, permitindo conhecer a
prevaléncia destas infec¢des na populacdo, consequentemente guiando a introducao

de medidas preventivas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GASTRONTERITE AGUDA

Gastroenterites agudas sao definidas como uma inflamacdo aguda que
compromete os orgaos do sistema gastrointestinal causando como principal sintoma
quadros de diarreia aguda — caracterizada por fezes liquidas, além do aumento do
namero de evacuagfes, que durem menos de 14 dias. Embora a maioria dos
episédios de diarreia sejam suaves, 0s casos agudos podem levar a perda de liquido
significativo e desidratacdo, o que pode resultar em morte ou outras consequéncias
graves se os fluidos ndo forem repostos no primeiro sinal de diarreia (WGO, 2014).

A prevaléncia estimada dessa inflamacéo € de 3 a 5 bilhdes de casos por ano
no mundo. Anualmente, cerca de 2,5 bilhdes de casos de diarreia ocorrem entre
criancas menores de cinco anos de idade. A incidéncia de doencas diarreicas varia
muito com as estacfes do ano e a idade da crianca. Quanto mais jovens, mais
vulneraveis - a incidéncia é maior nos dois primeiros anos de vida e diminui a medida
que a crianca cresce. A diarreia é a segunda causa mais comum de mortes infantis
no mundo, 16%. (WARDLAW et al., 2010) (FIGURA 1).

No Brasil, GA representa uma das principais causas de morbidade e
mortalidade no primeiro ano de vida. Em 2006, casos de diarreia aguda foram
responsaveis por cerca de 120.000 interna¢Bes de criangas menores de cinco anos
(RIPSA, 2008).

As gastroenterites também afetam adultos e idosos, sendo responsaveis por
uma relevante taxa de morbidade nestes uUltimos. E também uma das principais
causas de morte durante emergéncias complexas e desastres naturais. O
deslocamento de popula¢des em abrigos superlotados temporarios é frequentemente
associado com fontes poluidas de 4gua, saneamento inadequado, praticas precarias
de higiene, alimentos contaminados e desnutricdo - todos os quais afetam a
propagacédo e gravidade da diarreia. Ao mesmo tempo, a falta de servicos de saude
adequados e transporte reduz a probabilidade de um tratamento rapido e adequado
dos casos de diarreia (WARDLAW et al., 2010).
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FIGURA 1 - DISTRIBUIGAO PROPORCIONAL MUNDIAL DE MORTES POR CAUSAS ESPECIFICAS
ENTRE AS CRIANGAS MENORES DE CINCO ANOS DE IDADE EM DE 2008.
FONTE: WHO, 2008.

A etiologia das diarreias infecciosas é bastante complexa e pode envolver
diferentes agentes como virus, bactérias, parasitas e também toxinas. A importancia
dos agentes etiologicos € variavel e o predominio de um agente ou sua distribuicdo
sazonal esta diretamente relacionado com a frequéncia e intensidade com que
medidas higiénico-sanitarias sdo adotadas (BERN & GLASS, 1994; CICIRELLO &
GLASS, 1994; MORAES & CASTRO, 2014).

Os virus séo reconhecidos como importantes causadores de gastroenterites,
principalmente em criancas. Estudos indicam que, tanto em paises desenvolvidos
quanto em desenvolvimento, um grande nimero de casos de diarreia tém sido
atribuidos a etiologia viral, sendo estimado que, nos paises desenvolvidos, cerca de
70-80% das gastroenterites em criangas sejam por essa etiologia (DOMINGUEZ et
al., 2009).

2.2 ADENOVIRUS

O adenovirus humano (HAdV) é um virus DNA, néo envelopado, icosaédrico,
pertencente a familia Adenoviridae. Estd associado a um largo espectro de
manifestagbes clinicas — respiratério, gastrointestinal, intra-ocular, neurolégico e
infeccdes do trato urinario. Esta familia compreende 55 diferentes sorotipos (HAdv 1-

55) agrupados em sete subgéneros (A-G), das quais os sorotipos 40, 41 e mais
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raramente, 38 estdo relacionadas com diarreia aguda (WOLD & HORWITZ, 2007;
RAMANI & KANG, 2009; WALSH et al., 2010).

Estes virus afetam principalmente criancas menores de dois anos, de forma
gue sua frequéncia como causa de GA sO6 eram superadas pelo rotavirus, até a
introducd@o da imunizacdo contra Rotavirus A (VAN et al., 1992). A frequéncia de GA
por HAdVs 40 e 41 identificadas em crian¢as ndo imunossuprimidas varia entre 0,7%
e 31,5%. Deve-se considerar que existem subnotificacdes devido a diagndsticos
falsos negativos decorrentes da sensibilidade das técnicas convencionais
(DOMINGUEZ et al., 2009).

2.3 NOROVIRUS

Norovirus (NoV) sdo um vasto grupo de virus geneticamente relacionados que
pertencem a familia Caliciviridae. Norovirus humanos ndo podem ser isolados por
cultivo celular. Sao virus ndo envelopados, icosaédricos, cujo genoma € constituido
de RNA de fita simples, de polaridade positiva, organizado em trés sequéncias de
leitura abertas (ORF - Open read frame), ORF1, ORF2 e ORF3. Apresentam uma
elevada diversidade genética, sendo classificados em cinco genogrupos (GI-GV), os
quais sao subdivididos em mais de 30 gendtipos. Apenas os grupos Gl (8 gendtipos),
Gll (19 gendtipos) e GIV tém sido associados a infecbes humanas. Os grupos
restantes tém sido encontrados apenas em animais (EDEN et al., 2013)

A transmissao deste virus entérico é fecal-oral, quer por ingestdo de agua e
alimentos contaminados, quer por contato direto pessoa-a-pessoa. Constituem
também importantes fontes de contaminacdo, o contato da mucosa oral com 0s
aerossois formados durante o vémito e o contato com superficies contaminadas com
material fecal ou vémito. NoV é um dos agentes mais frequentes da infeccéo
gastrintestinal aguda, afetando todos os grupos etarios. E reconhecido como o maior
causador de GA ndo bacteriana em todas as idades em paises desenvolvidos —
estima-se que seja responsavel por 18% de todos casos de gastroenterites - e esta
associado também com a maioria dos surtos de origem alimentar (DEBBINK et al.,
2012).

Infeccbes por norovirus sd8o processos autolimitados, geralmente

desaparecem dentro de 48 horas, embora deva ser observado que em pessoas com
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doencas subjacentes, tais como pacientes hospitalizados ou idosos, a manifestacao
clinica pode ser muito mais grave (renal e envolvimento cardiaco) e duravel, sendo
descrito que varias manifestacdes sistémicas (dor de cabeca, tontura, anorexia ou

letargia) podem persistir por tempos mais prolongados (DOMINGUEZ et al., 2009).

2.4 ASTROVIRUS

Os astrovirus pertencem a familia Astroviridae, que € dividida em dois
géneros: Mamastrovirus e Avastrovirus. O género Mamastrovirus inclui os oito tipos
de astrovirus humanos e aqueles que acometem suinos, felinos, caninos, bovinos e
ovinos. Sao virus esféricos, ndo envelopados e icosaédricos. Possuem um genoma
RNA fita simples de polaridade positiva que inclui trés regides de leitura aberta — Open
Reading Frame, ORF — (ORF1la, ORF1b e ORF2) (SANTOS & CARDOSO, 2005).

Os astrovirus sdo enteropatdgenos de distribuicdo mundial, os quais, depois
dos rotavirus, sdo reconhecidos como a segunda causa mais comum de gastrenterite
viral em bebés e criancas jovens hospitalizadas. Geralmente, a faixa etaria em que
mais se observa infec¢do por este agente viral sdo os menores de 5 anos de idade.
Estudos de soroprevaléncia também tém demonstrado que até 90% das criancas
nesta faixa etaria ja foram infectadas por este enteropatdogeno (MITCHELL, 2002).
Poucos estudos sobre astrovirus tém sido realizados no Brasil, onde se observam
indices de deteccdo viral que variam de 2% a 5% (SILVA et al., 2001).

A transmissao de astrovirus ocorre pela rota fecal-oral, por agua e alimentos
contaminados. O periodo de incubacdo varia de um a quatro dias. A enfermidade
causada pelos virus tende a ser leve e autolimitada e geralmente ndo resulta em

significativo quadro de desidratacdo ou na necessidade de hospitalizacao.
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3 JUSTIFICATIVA

As gastroenterites agudas sao responsaveis por altas taxas de morbidade e
mortalidade infantil. E uma doenca de grande impacto em paises em desenvolvimento
e, ao contrario do que se imagina, ndo se restringe apenas a estas regides, possui
distribuicdo mundial, sendo responsavel também por 10% das hospitalizacbes de
criangcas menores que cinco anos em paises desenvolvidos (DOMINGUEZ et al.,
2009).

Dentre os diversos agentes etioldgicos, 0s virus sdo os principais causadores
das gastroenterites agudas, destes os de maior relevancia sao: rotavirus, adenovirus,
norovirus e astrovirus (SANTOS et al., 2007). Com a introducdo da vacina para
rotavirus, apos 2006 observou-se uma queda expressiva na circulacao deste virus na
comunidade atendida pelo HC — UFPR (PEREIRA et al., 2011). Em contrapartida,
houve um aumento na ocorréncia de infec¢des por adenovirus e norovirus, sendo de
se esperar um aumento em escala de outros virus entéricos na etiologia das GA
(RABONI et al., 2014).

Desta maneira, a investigacdo laboratorial mais precisa dos agentes
etiol6gicos das gastroenterites e uma melhor vigilancia epidemiolégica se fazem
necessarias para orientar a prevencdo, as medidas terapéuticas e o controle de

surtos.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Desenvolver protocolo de deteccdo simultdnea de adenovirus, norovirus e

astrovirus em amostras fecais utilizando metodologia de biologia molecular.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizacdo da extracdo do genoma viral e amplificacdo utilizando PCR
nested para adenovirus e RT-PCR para norovirus e astrovirus.

e Clonar em sistema procarionte os controles positivos de adenovirus, norovirus
e astrovirus.

e Identificar a frequéncia de infecgbes por HAdV, HAstV e NoV nas amostras
clinicas fecais nos meses de janeiro a outubro do ano de 2014 armazenadas
no Laboratorio de Virologia HC-UFPR.

e Caracterizar demograficamente a populagéo diagnosticada com gastroenterite
viral nos meses de janeiro a outubro do ano de 2014 no Hospital de Clinicas —
UFPR.
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5 MATERIAL E METODOS

O presente estudo possui aprovacdo no Comité de Etica, CAAE
0221.0.208.000-10, do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parang,
Curitiba-PR.

5.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo, observacional, transversal, com duracédo de

10 meses, iniciado em fevereiro de 2014 e concluido em dezembro de 2014.

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O trabalho foi desenvolvido em trés etapas. A primeira etapa referente a
padronizacao da PCR simultanea para adenovirus, norovirus e astrovirus. A segunda
etapa, referente a clonagem dos produtos de PCR obtidos das amostras de fezes
positivas de cada virus. A terceira etapa referente a investigacdo desses trés virus em
amostras clinicas fecais do ano de 2014 armazenadas no Laboratério de Virologia
HC-UFPR.

Todas as etapas tiveram em comum as fases de processamento das fezes
até a amplificacdo do material genético viral. A etapa de clonagem foi a Unica que
exigiu ensaios subsequentes a eletroforese, como esta ilustrado no fluxograma de
atividades (FIGURA 2).

5.3 AMOSTRAS CLINICAS

A padronizagdo do PCR simultaneo foi realizada com a obtengdo de uma
amostra positiva para adenovirus - amostra de urina 619/14 que foi diagnosticada

positiva para adenovirus e polioma BK na rotina do laboratério de Virologia HC-UFPR.
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Como controle positivo, duas amostras fecais (uma adenovirus positiva e uma
astrovirus positiva) foram cedidas pelo Laboratério Central do Parana (Lacen/PR).
Para norovirus utilizou-se a amostra de fezes 2798/05 que se encontrava armazenada
no Laboratorio Virologia HC/UFPR.

Das 101 amostras fecais enviadas ao Laboratorio de Virologia HC-UFPR para
a investigacao de gastroenterite por rotavirus, no periodo de janeiro & novembro de
2014, foram selecionadas 51 amostras para o desenvolvimento deste estudo — pois
apenas estas atendiam o critério de inclusdo de serem fezes diarreicas. De todas,
apenas uma amostra era positiva para rotavirus.

Critério de inclusdo: fezes diarreicas. Critério de exclusdo: fezes néo

diarreicas.

PCR SIMULTAMEA AMOSTRAS CLIMICAS
I |
R
| Clanfcagio das fezes |
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FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES.



17

5.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As suspensdes para extracdo gendmica foram preparadas pela diluicdo do
material fecal a 10% em tampé&o Tris-HCI (0.01 M)-CaClz2 (0.0015 M) seguida de

homogeneizacéao e clarificacdo a 2000 g por 15 min a 4°C.

55 EXTRACAO DO GENOMA VIRAL

O DNA/RNA viral foi extraido a partir de 200uL da suspensao fecal
processada utilizando o kit Purelink Viral RNA/DNA® (Invitrogen, Inc) de acordo as
orientacdes do fabricante. Um plasmideo contendo fragmento de pseudorabies virus
(PRV) — virus suino pertencente a subfamilia Herpesviridae — foi adicionado ao
tampé&o de lise a concentracéo de 1.74 x 10 ng/uL utilizado como controle interno de

reacao.

O kit utilizado baseia-se na tecnologia de extracao e purificagédo por afinidade.
As colunas contém resina de silica que promove a ligacdo seletiva de DNA/RNA
dependendo da concentracdo de sal e outros fatores que sao influenciados pelo
método de extracdo. A extracdo do RNA é potencializada pelo uso de um carreador —
tRNA de levedura que tem a funcdo de aumentar a ligacéo de &cidos nucleicos virais
com a matriz de silica e reduzir a degradacéo do acido nucleico viral por nucleases
presentes na amostra.

A lise da amostra se da através do uso de um tampéo de lise — que contém
alta concentracdo de sais detergentes que ao quebrar ligacdes de hidrogénio,
interacOes de Van der Waals e interacfes hidrofébicas proporciona condicfes para a
membrana de ligacao de silica, em adicdo utiliza Proteinase K protease com funcao
desnaturante. A precipitacéo é feita por reducdo de constante dielétrica causada pelo
etanol absoluto a 37% na concentracao final. Os acidos nucleicos séo absorvidos na
silica, enquanto a maioria das outras moléculas passam através da coluna. A
purificacdo do material é realizada por lavagens da coluna de silica com tampé&o
especifico para a retirada de material organico como proteinas e nucleases que
podem também se ligar inespecificamente a coluna. O RNA entdo € eluido em agua
livre de RNAse.
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A dosagem do material extraido foi realizada em espectofotometro Thermo
Scientific NanoDrop 2000c utilizando 1uL do extraido para o parametro dsDNA e 1uL
para RNA, considerada a leitura da relacdo de absorbancia A260/280 entre 1,9 e 2,1

uma extracdo com alto nivel de pureza oligonucleica.

5.6 OBTENCAO DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

Dois dos trés virus investigados (NoV e HAstV) sao virus RNA de simples fita;
portanto, apos a fase de extracdo todos os extraidos passaram pela etapa de sintese
de DNA complementar (cDNA).

A transcricdo reversa foi realizada utilizando oligonucleotideos hexameros
PdNs e a enzima transcriptase reversa SuperScript I[1® (Invitrogen Inc, USA). Desta
forma obteve-se o cDNA adicionando 1L dos oligonucleotideos hexameros (0,2ug/pL
Invitrogen Inc) e 3L de agua ultra pura a 8L de RNA, incubando a 80°C por 3 min.
Em seguida foi adicionado 4uL de tampdo de RT (56X), 2uL de 0.1M MDTT
(Invitrogen™), 2uL de deoxinucleotido trifosfatados (ANTPS) (10mM cada), 1uL de
inibidor de RNase OUT™ (20U/uL, Invitroge, Inc) e 1uL da enzima transcriptase
reversa SuperScript [11® (200U/uL, Invitroge,Inc) com uma incubacgédo subsequente de
37°C por 90 min e 94°C por 2 min.

5.7 AMPLIFICACAO DO MATERIAL GENETICO VIRAL

Além do protocolo de PCR padronizado neste estudo, utilizou-se também no
processo de validacdo da técnica o protocolo do kit comercial Seeplex® Diarrhea ACE
Detection (Seegene Inc).

O ensaio padronizado neste estudo trata-se da execucéo simultdnea de um
nested PCR para a investigacdo de HAdV e duas RT-PCR, uma para a investigacao
de NoV e outra para HAstV. Uma vez que foi utilizado o plasmideo de PRV como
controle externo de reagcao, a PCR nested se trata de ensaio duplex, contendo tanto
iniciadores para o alvo viral quanto para o PRV.

Para a deteccao de HAdV foram utilizados iniciadores genéricos para a regiao

hexon de adenovirus (AVELLON et al., 2001). Para o NoV utilizou-se iniciadores para
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RNA polimerase (VINJE & KOOPMANS, 1996) e para HAstV utilizou-se iniciadores
para ORF2 de acordo com Noel et al. (1995). Os iniciadores do PRV foram descritos
por Pozo e Tenorio (1999) e amplificam a regido da DNA polimerase deste virus. As
sequéncias dos iniciadores assim como o tamanho dos respectivos produtos estédo
descritos no QUADRO 1.

Para a reacado de amplificagdo utilizou-se 2,5uL de cDNA em 12,5uL de
GoTag® Collor Less Master Mix (Promega Inc) — solucdo contendo Taq DNA
polimerase, dNTPs, MgClz, tampdo — e 9uL de agua livre de DNA/RNAse. A
amplificagéo foi realizada no termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (AB Applied
Biosystens, Inc) programado nas condi¢gdes de ciclagem: 94°C por 1 min seguido de
40 ciclos de 94°C por 1min, 50°C por 1min, 72°C por 1min seguido do passo de
extensdo a 72°C por 6min. Para o segundo PCR para HAdV repete-se 0 protocolo,
utilizando 1,5 do produto do 1° PCR e acrescentando 1uL de agua livre de
DNA/RNAse. Os produtos de PCR foram verificados em eletroforese de gel de
agarose 2% corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL). Os géis foram fotografados
em transiluminador sob luz ultra violeta e as bandas analisadas usando o programa
E-Capt (Verséo 12.7, Vilber Lourmat).

Iniciadores Sequéncia 5- 3 Gene alvo Produto
ADHEX 2F CCCMTTYAACCACCACCG
ADHEX 1R ACATCCTTB CKGAAGTTCCA

ADHEX 2R KATGGGGTARAGCATGTT Hexon HAdV

ADHEX 1F  AACACCTAYGASTACATGAAC 169pb
JV12 ATACCACTATGATGCAGATTA RNA polimerase 430pb
Jvi3 TCATCATCACCATAGAAAGAG NoV

Mon 270F CAACTCAGGAAACAGGGTGT

ORF2 HAstV 449pb
Mon 269R  TCAGATGCATTGTCATTGGT

PRV 1+ CGCGTGGTCTACGGGGACACGGA 190pb
PRV 1- ATGACGCCGATGTACTTCTTCTT DNA polimerase

PRV 2+ GGGACACGGACTCGGTCTCC PRV

PRV 2- CCGGAAGGTCTTCTCGCACTC 140pb

QUADRO 1 — SEQUENCIA DOS INICIADORES UTILIZADOS NA PCR NESTED E NA RT-PCR
PARA DETECCAO DE ADENOVIRUS, NOROVIRUS, ASTROVIRUS, PRV.

FONTE: AVELLON ET AL. (2001), VINJE & KOOPMANS (1996), NOEL ET AL. (1995), POZO &
TENORIO (1999).

O kit comercial Seeplex® Diarrhea-V ACE Detection (Seegene Inc) é um

sistema de PCR multiplex para a deteccao de gastroenterites virais causadas por:
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astrovirus, rotavirus A (RVA), adenovirus entérico, norovirus (GI/Gll). Foi realizado
protocolo seguindo as instrugdes da bula.

Os produtos de PCR foram verificados em eletroforese de gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL). Os géis foram fotografados em
transiluminador sob luz ultra violeta e analisados usando o programa E-Capt (Versao
12.7, Vilber Lourmat). Amplificacdo gerando banda de 1000pb refere-se ao controle
interno de reacao, de 650 a astrovirus, 541 a rotavirus A, 411 a adenovirus enteérico,
304 a NoV-GI e 214 a NoV-GlI. Devido a reacao cruzada, um resultado positivo de
NoV-Gll pode se tratar de um NoV-GIV.

5.8 PURIFICACAO DO PRODUTO DA AMPLIFICACAO

A fim de obter um produto de alta qualidade para prosseguir a fase de
clonagem, os produtos de PCR dos controles positivos foram purificados utilizando o
kit PureLink® Quick Gel Extratction (Invitrogen Inc) de acordo com instru¢ées da bula.

O produto da PCR de astrovirus foi purificado a partir do gel de agarose, pois
apenas obteve-se sucesso na amplificacdo deste fragmento ao utilizar o kit comercial
da Seegene que possui um controle interno de reacdo produzindo um produto de
1000pb além do produto do alvo. Desta forma, apos a eletroforese, a banda especifica
de 650pb foi recortada do gel e transferida para um tubo cénico de 1,5 mL. Em
seguida, o material foi pesado e foi adicionado tampé&o de solubilizacdo de gel na
proporcao de 3 mL tampao para 1 mg de gel (indicado para géis de agarose < 2%). O
tubo foi incubado a 50°C por 10 min, até que o gel estivesse completamente dissolvido
e entdo seguiu-se as etapas de purificacdo que sao iguais para as amostras
purificadas direto da reacao de final de PCR.

A purificagdo com o kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen Inc), assim
como atécnica de extragdo de genoma anteriormente utilizada, se baseia na afinidade
DNA/silica. As colunas contém resina de silica que promove a ligacédo seletiva de
DNA, em seguida é feita a etapa de lavagem com tampao a base de etanol para a
retirada de material organico como proteinas e nucleases que podem também se ligar
inespecificamente a coluna e por fim a eluigéo é feita com tampé&o de eluicdo do Kkit.

A dosagem do material purificado foi realizada em espectrofotdbmetro Thermo

Scientific NanoDrop 2000c utilizando 1 pL do purificado no pardmetro dsDNA,
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considerada a leitura da relacao de absorbancia A260/280 entre 1,9 e 2,1 um material

com alto nivel de pureza oligonucleica.

5.9 CLONAGEM DE PRODUTO DE PCR EM SISTEMA PROCARIONTE

A fim de produzir controles positivos em larga escala para utilizacdo no PCR
de deteccao de HAstV, HAdV e NoV, os fragmentos amplificados e purificados destes
virus foram clonados em sistema procarionte utilizando o vetor plasmidial pPGEM®- T

Easy (Promega Inc).

Plasmideos sdo moléculas de DNA fita dupla extracromossomal encontrados
em todas as espécies de bactérias. O vetor pGEM®- T Easy ja se encontra linearizado
devido a preparagdo por meio da digestdo com a enzima EcoRV e adicdo de uma
timina em cada 3’ terminal.

Todos os plasmideos contém trés caracteristicas comuns: marca seletiva,
origem de replicacéo e sitio multiplo de clonagem. A marca seletiva refere-se a genes
que conferem resisténcia a antibioticos e que proporcionam a sele¢do dos clones
transformados daqueles ndo transformados. O vetor utilizado possui gene de
resisténcia a ampicilina, logo, este antibiético foi adicionado ao meio de cultivo na
concentracdo de 100 upg/pL; permitindo, assim, diferenciar unidades formadoras de
colénias (UFC) transformadas - as resistentes ao antibiotico.

A origem de replicacdo € o sitio em que se inicia a replicacdo do DNA.
Plasmideos de alta copia, como o vetor utilizado neste trabalho, possuem origem de
replicacdo independente (ori) o que permite que o vetor se replique
independentemente da replicacdo bacteriana, produzindo milhares de cépias do
plasmideo dentro da célula hospedeira.

O sitio multiplo de clonagem é um sitio de clivagem de enzimas de restricao
no qual é inserido o fragmento de DNA de interesse (inserto) podendo ou néo interferir
na funcionalidade do plasmideo. O vetor pGEM®- T Easy possui sitios multiplos de
clonagem no gene da enzima [(-galactosidase (lac z), a clonagem do inserto
interrompe o gene gue codifica para [3-galactosidase. Uma [3-galctosidase bacteriana
nao funcional na presenca de meio IPTG/X-Gal tem como expressao fenotipica de
colonias brancas, o que possibilita a selecdo de colonias clonais. A representacéo

esquematica do vetor pPGEM®- T Easy encontra-se ilustrado na FIGURA 3.
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FIGURA 3 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PLASMIDEO pGEM®- T Easy.
FONTE: PROMEGA, 2010.

5.9.1 Reacéo de ligacao

Durante a PCR, a Taq DNA polimerase adiciona um residuo de
deoxiadenosina (A) a extremidade 3' das fitas de DNA do fragmento amplificado. Essa
adenina protuberante permite ligar o fragmento de DNA a vetores especificos que
contém residuo de deoxitimidina (T) protuberante na extremidade 3'. Desta forma, 0s
fragmentos de DNA oriundos da reacao de PCR séo misturados ao vetor linearizado
juntamente com a enzima T4 DNA ligase, a qual permite a ligacao entre eles, gerando
uma molécula de DNA plasmidial que contém o fragmento de interesse.
(NASCIMENTO et al., 1999).

A reacdao de ligacdo acontece adicionando em um tubo cénico de 1,5 mL 5 pyL
de tampéo 2X Rapid Ligation, T4 DNA Ligase, 1 pL do vetor pGEM®- T Easy (50ng),
1 yL de T4 DNA Ligase (3U/uL), X puL de produto de PCR (de acordo proporc¢éo 3ng
inserto para 1ng de vetor, calculada pela férmula ilustrada na FIGURA 4) e agua ultra
pura para completar volume final de 10 pL. Apds incubacédo a 4°C por 16 horas, 0s
vetores sdo transferidos para bactérias competentes (transformacdo de bactérias

competentes).
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ng of vector x kb size of insert

- x insert:vector molar ratio = ng of insert
kb size of vector

FIGURA 4 — CALCULO DE QUANTIDADE DE INSERTO PARA REACAO DE LIGAGAO.
FONTE: PROMEGA, 2010.

5.9.2 Transformacdo em bactérias competentes

Bactérias Escherichia coli sdo as células mais comumente utilizadas para
transformacao. Ha duas formas de transformar essas células: eletroporacdo e choque
térmico, sendo esta Ultima a utilizada no presente estudo. O choque térmico € um
meétodo de transformacao facil e relativamente barato. Consiste na preparacao das
bactérias para torna-las competentes por meio de tratamento com cloreto de célcio.
Os ions atuam neutralizando as cargas negativas da membrana e do DNA. Apds um
choque térmico a temperatura de 42° C, criam-se poros na membrana e o plasmideo
pode alcancar o interior da célula.

A transformacéo se d& pela adicao da reacao de ligacdo a cultura congelada
de linhagem de E. coli TOP10® termocompetentes (Invitrogen Inc), seguido de
incubacédo no gelo por 30 min, incubacgéo a 42° C por 2 min e outros 2 min incubando
no gelo. Apds o choque térmico, adiciona-se 900 pL de meio Luria-Bertani (LB)
(triptona 1%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 1%, peso/volume) as bactérias seguido
de incubacéo a 37° C em agitacao constante por 1 hora a 120 rpm para a recuperacao
das células.

Ao final da incubacéo foram pipetadas 100 pL e 50 pL da solucédo em placas
contendo meio LB sélido suplementado com 100ug/mL de ampicilina, 0,4mM de IPTG
(Isopropil-b-D-tiogalactopirosideo) e 0,04mg/mL de X-Gal (bromo-chloro-indolyl-
galactopyranosideo). A amostra foi espalhada e uniformizada sobre a superficie do
agar com alca de drigalski até 0 momento em que ndo mais se verificou indicios de

liquido. Por ultimo as placas foram incubadas a 37° C, por 16 horas.

5.9.3 Placa méae (master plate)

Para facilitar a identificacdo de possiveis clones, as col6nias brancas obtidas

na transformacao de ligacbes com sistema pGEM-T Easy séo repicadas em uma nova
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placa (placa m&e) — meio LB sdélido, ampicilina/IPTG/X-Gal -, que contem quadrantes
numerados para a identificacdo de cada colonia.

Em um ambiente estéril, utilizando palitos de dente autoclavados, foram
pescadas as colbnias brancas da placa em que as bactérias foram transformadas e
transplantadas para a placa méae no centro de um dos seus quadrantes. A placa foi
incubada a 37°C por 16 horas.

5.9.4 PCR de colbnia

Para detectar a presenca de clones foi utilizada a técnica de PCR de coldnia.
Foram transplantadas, com uma ponteira, 5 colénias da placa mae e transferidas para
tubos conicos 1,5 mL e adicionou-se 20 pL de &gua ultra pura. Apos agitar em vortex
por 15 segundos os tubos foram incubados a 90° C por 5 minutos.

ApoOs esse processamento, foi efetuada a PCR do sobrenadante utilizando o
mesmo protocolo de amplificacdo anteriormente descrito para obtencdo do produto

que esta sendo clonado.

5.9.5 Inéculo de clones positivos

Uma vez confirmada por PCR a existéncia de clones positivos, retornou-se a
placa mae e, em um ambiente estéril, foram pescadas com palitos de dente
autoclavados as colonias referentes as selecionadas pela PCR de colbnia. Estas
foram inoculadas em tubo cdnico com capacidade para 15 mL contendo 3mL de meio
liquido LB e 100 pg/mL de ampicilina, identificando-os com os respectivos nimeros
da placa mae. Os inéculos foram incubados a 37° C em agitacdo constante de 200

rpm, por 16 horas.

5.9.6 Purificacao (miniprep) de DNA plasmidial

O isolamento de DNA plasmidial € um procedimento fundamental para a
clonagem molecular. No caso das bactérias Gram negativas (E. coli), a combinacéo

de detergentes e substancias alcalinas removem as camadas lipidicas da membrana
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externa e da parede celular expondo o DNA para a purificacdo. As proteinas podem
ser removidas eficientemente com a utilizacdo de uma mistura dos solventes
organicos. Esses solventes atuam como agentes desproteinizantes, rompendo
rapidamente a integridade celular e desnaturando as proteinas, deixando os acidos
nucléicos em solucdo aquosa. As etapas de purificagdo resumem-se em recuperacao
das células do inéculo por centrifugacéo e resgate de pellet; lise das células, formando
um extrato celular; tratamento e purificacdo do extrato celular, lavagem e resgate do
DNA em solucéo.

A purificacéo foi realizada com o kit Plasmid DNA Purification, NucleoSpin®
Plasmid (MACHEREY-NAGEL). Para uma melhor eficiéncia da recuperagédo do DNA
plasmidial, dentre os protocolos sugeridos pelo fabricante, utilizou-se o descrito a
seqguir.

ApGs a incubacao por um periodo de 16 horas do inéculo de clones positivos,
foram centrifugados os 3 mL do cultivo de E. coli em LB em tubo coénico 1,5 mL a
11.000 g por 30 seg, descartando o sobrenadante e removendo o maximo possivel de
liguido em torno do pellet formado. Em seguida, para a etapa de lise, o pellet foi
ressuspenso com 500 pL do tampéo Al, seguido de homogeneizacdo em vortex, e da
adicao de 500 pL de tampéo A2, homogeneizando gentilmente por inverséo para em
seguida incubar a temperatura ambiente por 5min. Passado o periodo de incubacédo
foi adicionado 600 puL do tampéo 3, homogeneizado por inversdo e entdo para
clarificacéo, o lisado foi centrifugado a 11.000 g por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para coluna e centrifugado novamente a 11.000 g por 1 minuto, para que
houvesse a ligacdo do DNA a coluna. Descartou-se o liquido no tubo coletor e se
iniciou a etapa de lavagem por meio da adicdo de 500 pL do tamp&o AW pré-aquecido
a 50° C e subsequente centrifugacdo a 11.000 g por 1 min. Descartou-se novamente
o liquido do tubo coletor, foram adicionados 600 uL de tampao A4 e centrifugado a
11.000 g por 1 min. Para secar a coluna, o liquido proveniente da lavagem foi
descartado e a coluna centrifugada a 11.000 g por 2 min. A eluigdo do DNA foi
realizada com 50 L de tampao AE pré-aquecido a 70° C e incubado por 2 minutos a
70° C, em seguida a coluna foi centrifugada a 11.000 g por 1min e o produto da
purificacdo plasmidial foi armazenada a -20° C.

O material purificado foi dosado em espectofotdbmetro Thermo Scientific
NanoDrop 2000c e submetido a eletroforese em gel de agarose de 2% corado com

brometo de etideo (0,5 pg/mL).
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6 RESULTADOS

6.1 PADRONIZACAO DA TERMOCICLAGEM

A fim de desenvolver protocolo de PCR uUnico para deteccdo simultanea de
HAdV, NoV e HAstV, a amostra de urina (619/14) HAdV positiva foi submetida a PCR
nested em gradiente de temperatura de anelamento: 48°C, 50°C, 52°C, 54°C, 56°C. A
amplificagdo do gene da [3-globina, como controle de extragdo, também foi realizada
no mesmo gradiente. Conforme ilustrado na FIGURA 5 observou-se produtos no 2°
PCR de HAdV em todas temperaturas testadas. Apesar de nédo ilustrada o gene da -
globina também foi amplificado em todas as temperaturas do gradiente — na foto,
apenas ilustrada a banda referente a 50°C.

Para a otimizacéo do protocolo simultaneo, buscou-se a detec¢cdo do HAdV
sem a realizagdo de um PCR nested. Para tal, foi realizado PCR dobrando a
quantidade de DNA extraido utilizado na 12 reacédo de amplificacéo (2,5uL para 5uL).
Ainda assim néo se obteve visualizacdo de bandas no gel do 1° PCR de HAdV, o que
ja era esperado, pois ndo ha registros da detec¢do de HAdV em um unico PCR em

outros trabalhos que utilizem os mesmos iniciadores.

FIGURA 5 - ELETROFORESE DE GEL DE AGAROSE 2% DO PRODUTO DA PCR EM GRADIENTE
DE AMOSTRA ADENOVIRUS POSITIVA 619/14. LEGENDA: PM — PESO MOLECULAR 100PB; 1 -
PCR1 48°C; 2 — PCR1 50°C; 3 — PCR1 52°C; 4 — PCR1 54°C; 5 — PCR1 56°C; 6 — PCR2 48°C; 7 —
PCR2 50°C; 8 - PCR2 52°C; 9 — PCR2 54°C; 10 — PCR 56°C; 11 — BETA B-GLOBINA PCR 50°C.
FONTE: O AUTOR.

268pb
169pb
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6.2 PADRONIZACAO DA EXTRACAO DO GENOMA VIRAL

A extracdo do genoma viral foi padronizada utilizando kit comercial para
extracdo de genoma viral DNA/RNA. A mediana da concentracdo de DNA extraido
das 51 amostras foi de 18,45 pg/plL (3,5 — 125,5) e da concentracdo de RNA extraido
foi de 14,18 pg/pL (3,65 — 97,8). Dentro desse espectro de concentragdo, néo foi
necessario diluir as amostras para a obtencdo de amplificacdo. Obteve-se amostras
positivas para virus DNA com concentracdo de extraido entre 3,5 e 25,2 ug/uL e para

virus RNA com concentracdo de extraido entre 4,45 e 12,7 pg/pL.

6.3 VALIDACAO DO PROTOCOLO DE PCR SIMULTANEO

A validag&o do protocolo simultédneo se fez por meio do teste com amostras
de fezes conhecidamente positivas para cada virus investigado. As amostras positivas
doadas pelo Lacen/PR foram submetidas a PCR multiplex do kit comercial Seeplex®
Diarrhea-V ACE Detection para confirmar se o genoma dos virus mantinham-se
viaveis e detectaveis. Como ilustrado na FIGURA 6, houve amplificacédo dos controles
internos (1000pb), de HAdV (411pb) e de HAstV (650pb), mas nenhuma das duas
amostras referentes a NoV foram amplificadas. O peso molecular faz parte do kit e
contém apenas as bandas referentes aos tamanhos dos amplicons detectados por
este ensaio. Para concluir a validacao do protocolo e obtencdo de um controle positivo
de NoV, foi utilizada a amostra fecal 2798/05 do Laboratério de Virologia do HC que
foi detectada pelo mesmo kit em um segundo momento (resultado ndo demonstrado).

Apos definidos, os controles positivos foram testados no protocolo em
padronizacdo. Conforme a FIGURA 7 nao houve amplificacdo da amostra positiva de
HAstV. A B-globina enddgena foi utilizada como controle interno de extracdo e também
nao foi obtida amplificagdo em nenhuma das amostras testadas. As reacoes de RT-
PCR de AstV e B-globina foram repetidas sem diluicdo e com diluicdo 1:10, 1:100 e

1:1000, mas nao foi possivel detectar resultado positivo.
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1000pb
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FIGURA 6 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 2% DO PRODUTO AMPLIFICADO DAS
AMOSTRAS FECAIS POSTIVAS PARA HADV, NOV E HASTV UTILIZANDO O KIT SEEPLEX®
DIARRHEA-V ACE DETECTION. LEGENDA: 1- AMOSTRA HADV; 2- AMOSTRA NOV; 3 - AMOSTRA
NOV; 4 — AMOSTRA HASTV; CP — CONTROLE POSITIVO; CN — CONTROLE NEGATIVO; PM —
PESO MOLECULAR.

FONTE: O AUTOR.

NoV 380pb

HAdV 169pb

FIGURA 7 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 2% DO PRODUTO AMPLIFICADO DAS
AMOSTRAS FECAIS POSTIVAS PARA HADV, NOV E HASTV UTILIZANDO O PROTOCOLO DE PCR
SIMULTANEO EM PADRONIZACAO. LEGENDA: PM — PESO MOLECULAR 1KB. 1 — HADV +; 2 NOV
+, 3—HASTV -; 4 — B-GLOBINA AMOSTRA HADV; 5 — B-GLOBINA AMOSTRA NOV; 6 — B-GLOBINA
AMOSTRA HASTV.
FONTE: O AUTOR.

Como se trata da padronizacdo de um protocolo com fim de diagndstico
clinico, é necessario a utilizacdo de um controle de reacdo. Ja que a [B-globina
endogena em fezes se mostrou ineficaz, utilizou-se o DNA exdgeno de plasmideo de

PRV. Apesar do PRV possuir iniciadores para PCR nested, é possivel visualizar o
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produto da 12 PCR do PRV em eletroforese gel de agarose, conforme ilustrado na
FIGURA 8.

190pb
169pb

1400b
FIGURA 8 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 2% DO PRODUTO AMPLIFICADO DAS
AMOSTRAS DE HADV E PRV. LEGENDA: PM — PESO MOLECULAR 100PB; 1 — 2° PCR DE

HADV+PRYV; 2 — 2° PCR HADV; 3 — 12 PCR HADV+PRYV; 4 — 2° PCR PRV.
FONTE: O AUTOR.

6.4 CLONAGEM DOS PRODUTOS DOS CONTROLES POSITIVOS

Em cada um dos trés processos de clonagem foram obtidas, apés a etapa de
transformacdo das bactérias, colénias brancas — possiveis clones do inserto. Dez
destas col6nias foram transpostas para uma placa mae e submetidas a PCR em que
se verificou que 100% das colonias testadas continham o inserto clonado. As
FIGURAS 9 e 10 ilustram o resultado de transformacéo das bactérias e a PCR para a

deteccao do inserto, respectivamente.

FIGURA 9 — PLACA DE MEIO LB SOLIDO AMPICILINA/IPTG/X-GAL SEMEADA COM 100uL DE
BACTERIAS TRANSFORMADAS COM INSERTO DE HASTV. LEGENDA: SETAS VERMELHAS
DESTACAM UFC BRANCAS - POSSIVEIS CLONES DO INSERTO.

FONTE: O AUTOR.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

FIGURA 10 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 2% DO PRODUTO DA AMPLIFICACAO DOS
INSERTOS. LEGENDA: 1 — 9 CLONES ASTROVIRUS. EXTREMIDADES PESO MOLECULAR DE
1KB.

FONTE: O AUTOR.

6.5 INVESTIGACAO VIRAL NAS AMOSTRAS CLINICAS

Das 51 amostras avaliadas, uma ja era conhecidamente positiva para
rotavirus por ensaio imunoenzimatico desempenhado como rotina diagndstica no
Laboratdrio de Virologia HC-UFPR, 7 (13%) foram identificadas como positivas para
adenovirus e 2 (4%) como positivas para norovirus. Nao houve nenhum caso de
coinfeccdo. No total, as gastroenterites virais foram responsaveis por 19% das
diarreias agudas investigadas. Dentre os virus identificados, houve maior prevaléncia
da infeccéo por adenovirus; sendo, este, responsavel por 70% das infeccbes. Em trés
amostras ndo se obteve amplificacdo do controle de reacdo mesmo em replicatas,
portanto foram consideradas indefinidas (FIGURA 11).

Em relacdo a concordancia com outro método diagndstico, verificou-se uma
discrepancia de resultado na amostra 1046. Quando avaliada por teste rapido
baseado em imunocromatografia, esta amostra resultou como negativa para

adenovirus, mas pelo método de PCR mostrou-se positiva.



1; 2%

m Indefinido

mMNegativos
HAdV

mMNoV

RV

31

FIGURA 11 — FREQUENCIA DE GASTROENTERITE VIRAL POR RV, HAdV E NoV NAS 51

AMOSTRAS AVALIADAS NO ANO DE 2014 NO HOSPITAL DE CLINICAS/UFPR.
FONTE: O AUTOR.

6.6 CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA

A mediana de idade dos pacientes foi de 6 anos (0,08 — 76 anos), sendo que
80% dos pacientes se enquadram na faixa etaria infantil, dos quais metade
correspondem a criangas menores de 2 anos. N&o houve diferenga entre o sexo dos
pacientes infectados e a maioria dos casos foram identificados em pacientes
internados. Os casos de norovirus se associaram a pacientes adultos e a maioria dos

casos de adenovirus a criangas menores que cinco anos (TABELA 1).

TABELA 1 — CARACTERIZACAO DA POPULACAO ACOMETIDA POR GASTROENTERITE VIRAL
NO ANO DE 2014 NO HOSPITAL DE CLINICAS UFPR.

Amostra Agente Etioldgico Idade Sexo Internado
2749 adenovirus 13 anos F Sim
2628 adenovirus 0,7 anos F Néo
2400 adenovirus 1,5 anos F N&o
2253 adenovirus 0,7 anos M Sim
2198 adenovirus 76 anos F Sim
1908 adenovirus 0,08 anos F Néo
1046 adenovirus 8 anos F Sim
2562 norovirus 40 anos M Sim
2488 norovirus 13 anos M Sim
2414 rotavirus 6 anos M Sim

FONTE: O AUTOR
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Em relacdo a distribuicAo de casos positivos de gastroenterites virais
identificados por periodo, verificou-se uma concentracdo dos casos nos meses de
setembro e outubro e acompanhou o crescimento das solicitacdes de exames para
investigacdo viral em amostra com diarreia, sugerindo que tenha ocorrido nesse

periodo um surto de gastroenterites (FIGURA 12).
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FIGURA 12 — NUMERO DE EXAMES SOLICITADOS PARA INVESTIGACAO VIRAL EM GA E CASOS
DIAGNOSTICADOS POR PERIODO NO ANO DE 2014 HC-UFPR.
FONTE: O AUTOR.
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7 DISCUSSAO

Em estudo anterior Raboni et al. (2014) validaram técnicas de PCR para
investigacdo seriada de virus entéricos em diarreias agudas. Para HAdV foi
estabelecido PCR nested com temperatura de anelamento a 56° C. Para NoV e
HAstV, RT-PCR com temperatura de anelamento de 50° C. Como controle interno de
reacdo utilizou-se o plasmideo de PRV. Os resultados do PCR nested para HAdV em
gradiente de temperatura demonstraram que h& amplificacdo de HAdV a mesma
temperatura de anelamento de NoV e HAstV, permitindo a execu¢cdo do mesmo
protocolo de termociclagem para a investigacdo dos trés virus simultaneamente.
Observou-se também uma eficiente amplificacdo do gene constitutivo [3-globina a 50°
C, o que possibilitaria a utilizagdo deste como controle de extracao e reagao.

Algumas vantagens de utilizar a [-globina como controle de extracdo em
relacdo ao plasmideo PRV valem ser discutidas. Primeiramente, esta é um gene
constitutivo de células humanas, portanto, ndo h4 a necessidade de nenhuma
interferéncia para sua adicdo durante o processo de extracdo, diminuindo resultados
falso-negativos por erros de técnica. Diferentemente do PRV, a 3-globina realmente é
extraida, desta forma, € um controle de extracdo mais fidedigno devido a semelhanca
com todo processo a que o material viral sera exposto. O tamanho da banda da [3-
globina (268pb) se distancia das bandas dos virus investigados, enquanto que as
bandas do PRV (190pb e 140pb) separam-se tenuemente da banda do HAdV (169pb)
dependendo da qualidade da eletroforese — havendo casos de sobreposi¢ao. Por fim,
a adicdo de um material genético externo, suscita a discussdo entre diversos
pesquisadores da possibilidade de gerar falsos negativos por competicdo. Além disso,
em casos de baixa viremia, a reac¢do pode ser deslocada para a amplificacdo do PRV
em detrimento do alvo viral (ALBUQUERQUE, 2014).

Em relagdo a padronizacdo da extracdo de genoma viral utilizando kit
comercial, observou-se uma grande variagdo na concentracao final do material
extraido de cada uma das 51 amostras (variacdo entre 3,5 e 125,5 pg/pL), mas
comparando a performance entre a extracdo de DNA e RNA, foi possivel observar que
apesar de ser um material de dificil recuperacéo, a concentracdo de RNA obtida foi

equivalente a de DNA com medianas e extremos equivalentes. Verificou-se
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amplificacdo entre concentracdes na faixa de Logl0 [0] e Logl0 [2], ndo sendo
verificada inibicdo de amplificagdo por excesso de material nas amostras dentro
dessas concentracfes. Houve trés casos que a amplificacdo foi ineficaz, a PCR
dessas amostras foram repetidas utilizando trés diluicdes seriadas 1:9, 1:99, 1:999 e
mesmo assim ndo obteve-se amplificacdo. Essas amostras estdo dentro das
concentracOes de extracdo de material que se mostrou eficiente sem a necessidade
de diluicéo, portanto atribui-se a falha da amplificacéo a outros inibidores constituintes
deste material biolégico devido a um processo falho durante a clarificacéo.

E descrito na literatura que astrovirus seja uma das principais causas de
diarreia aguda em bebés e criangcas menores de cinco anos hospitalizados
(MITCHELL, 2002) e os poucos estudos desenvolvidos no Brasil obtiveram uma faixa
de deteccdo deste virus entre 2% a 5% das diarreias agudas (SILVA et al., 2001).
Entretanto, o trabalho anterior desenvolvido por Raboni et al. (2014) avaliando 225
amostras de criangas hospitalizadas no HC- UFPR nédo detectou nenhuma caso
positivo para astrovirus. A validacdo do protocolo de PCR do presente trabalho
demonstrou que ha falha no protocolo adotado para a deteccdo de astrovirus, pois
este nao foi capaz de amplificar a amostra positiva previamente confirmada por PCR
multiplex em nenhuma replicata do protocolo em padronizagcédo. Portanto, o produto
do HAstV da PCR multiplex foi clonado para futuro sequenciamento e desenho de
iniciadores e posterior inclusdo na PCR simultanea para investigacdo de
gastroenterites virais.

Apesar das vantagens de se utilizar a [3-globina endégena como controle
interno de extracdo, ndo se sabe o motivo dela ndo funcionar em amostras fecais -
apesar de ter funcionado na padronizacéo da técnica quando testada em amostra de
urina. Uma hipétese é o processo de clarificacdo a que sao submetidas as fezes. Este
tem por objetivo diminuir os inibidores de reacdo que estdo em grandes quantidades
no material fecal. Dentre os outros materiais biolégicos que ndo sdo submetidos a
esse processamento € conhecido que amostras com baixo contetudo celular, como
LCR, tém a amplificacdo de 3-globina diminuida e amostras com alto contetdo celular,
como urina, tém alta amplificacédo, o que se justifica pela proporcao direta célula/ 3-
globina. Caso o tamp&o de clarificagdo, unido a longa centrifugacéo, consiga interferir

significativamente na quantidade celular do sobrenadante do clarificado, esse
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processamento pode justificar a falta de amplificacdo de [-globina em PCR de
amostras fecais.

Como as bandas dos produtos da 22 PCR de HAdV e PRV sdo muito
proximas, dependendo da qualidade da reacdo de amplificacdo e da eletroforese, a
posicdo da bandas no gel de eletroforese do produto da 22 PCR de PRV em amostras
investigadas para HAdV pode suscitar duvidas de interpretacdo, pois em casos de
visualizacdo de apenas uma banda, esta pode se tratar de uma banda referente ao
PRV - amostra negativa - ou pode se tratar de uma amostra positiva que nao
apresente amplificagcdo de PRV por competicdo. Visto isto, decidiu-se nao realizar
nested para o PRV e confirmar sua amplificacéo realizando gel da 12 PCR HAdV,PRV.

N&o se observou alteracdo do tamanho do inserto clonado, eventual resultado
da clonagem em sistema procarionte devido a taxa de erro de replicacéo,
caracteristica inerente a DNA polimerase bacteriana (NASCIMENTO et al., 1999). O
gel de eletroforese da PCR dos insertos mostra que se obteve uma amplificacéo

eficiente — bandas fortes, bem delimitadas e sem gerar fragmentos inespecificos.

Das 101 amostras fecais enviadas ao Laboratorio de Virologia HC-UFPR para
investigacdo de rotavirus, apenas 51% eram fezes diarreicas e justificavam a
realizacdo da investigacdo viral. Essa falta de mensuracdo dos critérios para
solicitacdo de exames laboratoriais geram gastos injustificaveis, pois a identificacdo
de virus entéricos em fezes néo diarreicas ndo possuem relevancia clinica, uma vez
a via de eliminacdo desses patdgenos é fecal e estes podem ser detectados, sem que
estejam associados & doenca (DOMINGUEZ et al., 2009).

A identificacdo de apenas 1 rotavirus no ano de 2014 esta em concordancia
com o impacto da introducdo da vacina RVA com a significante reducao da incidéncia
de gastroenterites virais por rotavirus demonstrados em estudos tanto na populacao
brasileira, quanto na populacdo do HC-UFPR. Apés 2006 houve uma queda de até
30% das infeccdes por este agente, que ndo mais se refere como o principal causador

de diarreias agudas em criangas (PEREIRA et al., 2013).

A prevaléncia mundial de HAdV em estudos anteriores varia entre 0,7% e 30%
(DOMINGUEZ et al., 2009). Estudos realizados no Brasil vém identificando uma
prevaléncia de HAdV entre 2% a 15% das diarreias agudas de acordo com a regido e

0 meétodo de detecgcdo (RABONI et al., 2014). As frequéncias mais baixas podem estar
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subestimadas devido a sensibilidade da técnica de deteccao de antigeno em fezes. A
introducdo de métodos moleculares para estudar este virus tem levado a um aumento
significativo na frequéncia de deteccdo HAdV (ROHAYEM et al., 2004). Apesar da
incidéncia de 13% de HAdV encontradas no presente estudo estar de acordo com o
esperado, esse resultado pode nao refletir a real participagédo do HAdV na causa de
diarreias agudas, uma vez que os iniciadores utilizados para a amplificacdo do virus
nao é especifico para adenovirus entérico e pode ter detectado a eliminacdo de HAdV
relacionados com outros quadros infecciosos. Para tentar descartar essa suspeita,
todos pacientes com amostras HAdV positivas foram investigados para a excluséo de
infeccdes respiratorias. A excecdo do paciente 2198 que foi a Obito por Sindrome
Respiratéria Aguda e possuia diagndstico de coinfeccdo influenza A/adenovirus,
nenhum dos outros 6 pacientes apresentam qualquer quadro ou suspeita de infec¢ao
respiratéria. Contudo, apenas com a caracterizacdo do virus amplificado por
sequenciamento podera verificar se estes se tratavam dos subtipos entéricos (40 ou
41).

Norovirus foi o segundo virus mais incidente dentre as amostras investigadas,
mas apresentou uma taxa de positividade relativamente baixa (4%). Entretanto
guando avaliados os casos de gastroenterites virais no Parana até a semana
epidemioldgica 16 do ano de 2014, verifica-se que o norovirus teve maior incidéncia,
seguido de rotavirus (CIEVS, 2014). Esta discrepancia de resultado pode ser
justificada porque as semanas de a 1-16 referem-se aos meses de janeiro a abril, em
gue praticamente ndo houve solicitacdo de exames para investigacdo de
gastroenterites virais. Essa diferenca de perfil pode ser justificada pela infec¢éo por
norovirus ser caracteristico em adultos expostos a surtos e a populacao investigada
no Laboratorio de Virologia do HC-UFPR, se refere a uma maioria de pacientes
internados, pediatricos e adultos imunossuprimidos, portanto devido ao perfil da
populacao avaliada no HC-UFPR é esperado que se encontrem mais adenovirus e

rotavirus em detrenimento de norovirus.

Raboni et al. (2014) em estudo anterior obteve uma incidéncia de
gastroenterites virais de 26% entre amostras de criancas internadas no HC-UFPR no
periodo de setembro de 2010 a setembro de 2011. Considerando que no presente
estudo ndo houve restricdo quanto ao tipo de paciente incluido no estudo e que € de

se esperar uma taxa de incidéncia mais elevada ao investigar apenas criangas
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hospitalizadas — grupo que apresenta maior frequéncia de doenga por estes virus —,
pode-se concluir que a incidéncia de 19% de gastroenterites virais encontradas neste
trabalho estd em concordancia de dados observados no estudo anterior realizado no
HC-UFPR. Com o desenho de iniciadores que propiciem a amplificacdo de HAstV
espera-se que essa taxa de incidéncia de diarreias agudas virais atinja pelo menos
30%, pois os HAstV séo reconhecidos como uma das principais causas mais comum

de gastrenterite viral em bebés e criancas jovens hospitalizadas (MITCHELL, 2002).

A partir dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel observar que os
agentes virais sdo significativamente incidentes nos quadros de diarreia aguda,
afetando principalmente criancas. Apesar do pouco numero de casos, norovirus
pareceu estar relacionado com doenc¢a em adultos e foi diagnosticado durante periodo
de provavel surto, enquanto infeccbes por adenovirus foram detectados
prioritariamente em criangas, a excecao da paciente que foi a 6bito por agravamento
de SRAG, cuja suspeita € de que o HAdV amplificado ndo se trate de um subtipo

entérico.
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8 CONCLUSOES

O presente trabalho padronizou um dnico programa de termociclagem para
ampificacdo de HAdV, HAstV e NoV, mas ndo conseguiu padronizar um protocolo
simultaneo de diagndstico para esses virus devido a necessidade de PCR nested para
deteccdo do HAdV e pela falha dos iniciadores de HAstV.

A deteccao de produtos na validacéo do protocolo de PCR e na investigacéo
viral das amostras clinicas demonstrou que a extracdo do genoma viral em amostras
fecais utilizando kit comercial esta padronizada e é para detectar infec¢des por HAdV
e NoV neste tipo de material bioldgico utilizando o programa de termociclagem
unificado.

A partir da clonagem dos produtos de HAdV, NoV e HAstV, obteve-se material
para posteriores analises como o0 sequenciamento do HAstV e também uma fonte
renovavel de controles positivos no caso da investigacdo desses virus como rotina.

As gastroenterites virais foram responsaveis por 19% das diarreias agudas
avaliadas. Adenovirus foi 0 agente etiol6gico mais identificado (70% entre as amostras
positivas), responsavel por 7 casos de GA (13%) no HC-UFPR no ano de 2014.
Norovirus foi responséavel por 2 casos (4%) e rotavirus por 1 caso (2%). Coinfeccbes
nao foram observadas. Apesar dos pacientes ndo apresentarem sintomas de quadro
respiratorio, apenas o sequenciamento dos produtos de HAdV permitird confirmar a
alta frequéncia de diarreias agudas causadas por este virus.

A maioria dos pacientes infectados eram criangas e 40% destas eram
menores de 2 anos. Nao houve diferenca entre o género dos pacientes. Apesar dos
poucos casos, infec¢cdes por norovirus se relacionaram com doenca em adultos,
adenovirus e rotavirus na populacdo infantil. Os casos de infec¢cdo aconteceram
principalmente nos meses de setembro e outubro, acompanhando um periodo de
aumento de solicitacdo de exames, 0 que sugere que nestes meses tenha ocorrido

surto de gastroenterites agudas.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Como perspectivas para esta pesquisa sugere-se 0 sequenciamento dos
adenovirus positivos para a confirmacdo de que realmente se tratam dos subtipos
entéricos (40 ou 41); o desenho de iniciadores sobre o resultado do sequenciamento
do astrovirus clonado para que este possa ser incluido na investigacdo de
gastroenterites virais, a juncdo dos RT-PCR a fim de tornar o diagndstico de NoV e
HAstV duplex e a otimizacdo da PCR para HAdV, para que ndo se necessite de PCR
nested para sua deteccdo e assim a identificacdo de HAdV, HAstV, NoV possa se
tornar simultanea.

Outra questdo em aberto é a utilizacdo da [-globina como controle de
extracdo em fezes. A adogéo deste controle traria economia ao teste, uma vez que
nao se faria necessaria a insercao de plasmideo na extracdo, nem a eletroforese do
1° PCR do HAdV. Além disso a hipétese de falsos negativos por competicdo seria
completamente descartada. Entretanto mais testes necessitam ser realizados para
que se proponha uma solucdo ou justificativa do porqué, mesmo sendo um gene

constitutivo, em fezes a amplificagdo da [3-globina foi ineficaz.
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