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SANTOS, Alessandra Cristina Soares dos. Caracterizacéo de cepas de rotavirus
humanos em cultura de células. 2007. 63f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2007.

RESUMO

O rotavirus € um patdégeno comum, principal causador de gastroenterite em criangas
em todo o mundo, acometendo, principalmente, criancas abaixo de 24 meses de
idade. A infeccao é responsavel por aproximadamente 45% das doencas diarréicas
severas em bebés e criancas, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento. Este trabalho foi proposto no sentido de isolar/adaptar cepas de
rotavirus humano em cultura de células MA-104 (rim fetal de macaco verde
africano), a partir de amostras de campo. Para este proposito utilizou-se culturas de
células em tubos de vidro, inoculadas com materiais fecais positivos para rotavirus,
clarificados e descontaminados. Cinqlienta e trés extratos fecais clarificados foram
inoculados em cultura de células, sendo que os materiais foram submetidos a no
minimo trés passagens cegas sucessivas, para permitir a adaptacdo, antes de
considera-las ndo adaptaveis. A comprovacao do isolamento das cepas foi realizada
através de: a) observacdo do efeito citopatico (ECP), b) reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIF), c) ensaio de plaque (EP) e reacdo em cadeia da
polimerase associada a transcriptase reversa (RT-PCR). Doze amostras
processadas apresentaram resultados compativeis com a adaptagéo viral em cultura
de células, demonstrado através do efeito citopatico (ECP) tipico de rotavirus, além
da apresentacdo de fluorescéncia especifica granular e de distribuicao,
predominantemente, perinuclear nas culturas submetidas a RIF. O isolamento viral
foi também comprovado através da capacidade das cepas desenvolverem plaques,
assim como pela possibilidade das cepas serem amplificadas por RT-PCR. O EP
possibilitou ainda a demonstracéo de plaques com variagéao de diametro.

Palavras-chave: Microbiologia. Rotavirus. Células. Cultura e meios de cultura.



SANTOS, Alessandra Cristina Soares dos. Caracterizacéo de cepas de rotavirus
humanos em cultura de células. 2007. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2007.

ABSTRACT

Rotaviruses are the single most important cause of severe diarrheal illness in infants
and young children in both developed and developing countries worldwide. They
affect mainly, children less than 24 months of age. Rotavirus gastroenteritis is
responsible for approximately 45% of severe infection in infants and young children
throughout the world. This study was proposed to isolate and to adapt human strains
of rotavirus in MA-104 (African Green monkey fetal kidney) cell culture. Clarified and
decontaminated fecal homogenates positive for rotavirus (by commercial Kits,
polyacrylamide gel electrophoresis, electron microscopy, and RT-PCR) were
submitted to cell culture inoculation. Fifty-three positive fecal specimens were
submitted to at least three blind passages in cell culture before discarded as non-
cultivable. The isolation/adaptation procedure was monitored by the development of
the cytopathic effect (CPE), immunofluorescence assay (IFA), plaque assay (PA) and
RT-PCR. Twelve specimens demonstrated evidence of cell culture adaptation when
monitored by the observation of the typical rotavirus CPE. Moreover, granular
specific fluorescence with a predominant perinuclear distribution was demonstrated
when infected cultures were submitted to IFA. The strains isolation was also
confirmed by the development of plaque with varied diameter, as well as, by the
amplification of the genoma of adapted virus by RT-PCR.

Keywords: Microbiology. Cell culture. Gastroenteritis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estimativa global da prevaléncia da infec¢do por rotavirus

(PARASHAR €t al., 2003).....c.cviviieieeeeeeieieeeeeeeeeeeeseeeen e st en e 11
Figura 2 — Representacao esquematica da particula de rotavirus.

Representacfes da superficie das estruturas tridimensionais da

camada externa da particula completa (esquerda) e uma particula

(direita) na qual a camada externa e uma pequena porcao triangular

da camada intermediaria foram removidas, expondo a camada mais

interna (KAPIKIAN et al., 2001) .......coooviiiiiiee e 13
Figura 3 — Padréo de migracéo eletroforética do RNA de rotavirus animais. O

namero entre paréntesis identifica o sorotipo G com base na

especificidade da VP7, seguido dos hospedeiros nos quais o virus foi

detectado (KAPIKIAN et al., 2001) ......uoiiiiiieiiiiiiiiee e 15
Figura 4 — Particulas de rotavirus (amostra HL141). Procedimento:

imunoeletromicroscopia (soro murino anti-rotavirus suino diluido a

1:100 em PBS). Contraste negativo com fosfotungstato de potassio a

2%0. Barra: LOONM. .. oo e e e e e e e ennaas 27
Figura 5 — Células MA-104 que nao foram inoculadas com a cepa viral (controle)..28
Figura 6 — Células MA-104 apresentando efeito citopatico causado por rotavirus

=010 1S = [ ) 29
Figura 7 — Cultura de células MA-104 infectada com a cepa HC49 submetida a

reacdo de imunofluorescéncia indireta 48 h pés-infec¢éo

(AUMENTO 400X) ... eeiiiiiiiiiiiiiiiiiet ittt eeees 30
Figura 8 — Cultura de células MA-104 infectada com a cepa HC49 diluida de 10

1a10” (A a E) (F controle de células) apresentando plaques grandes

e pequenos (setas), 72 h pés-infeccdo. Coloracao: cristal violeta........... 30
Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR para VP7. PM:

marcador de massa molecular 100 pb. Massa molecular do

amplificado: 158pb. Amostras: 1-HL37, 2-HL73; 3-HC30; 4-HCA49; 5-

HC10; 6-HL14; 7-HC20; 8-HCB5; 9-HC27......ccoeeeiiiiiiiiiieeeee e 31



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt eaennanes 11
1.1 PROPRIEDADES GERAIS DO ROTAVIRUS ....ciiiiiiiitiiiiiiiieeeeeeeasasnissseeeeeeeeasssssssnnneeeeeaens 12
A O 1N 1] =1 07X 07X L 13
L. PATOGENIA ...ttt ettt ettt ettt e e e ettt e e et et b e e et e eba e e e e esba e e e e enna e e e eerbnnaeas 16
1.4 REPLICACAO DOS ROTAVIRUS ...uitiiitiiitieetieeeiee et eeaeeatee et e eaaeeensesaeeanseanseenneesneeanaaens 17
L5 VACINA ettt ettt et e e e e e e ettt e e e e e e e e e e er et e e e e e e e e nnbraaeeeeaeas 19
1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL. ....uueeeettiaeeeetiaaeeeesiaaeeeesaaaeeessn e e eeesna e eeennnnaaeeeennnnns 19
2 OBJIETIVOS ... e e 21
pZ ] =1 PRSP 21
2.2 ESPECIFICO ... ittt ettt ettt ettt ettt e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e ern e aaees 21
3 MATERIAL E METODOS .....coiiiiiiiiieiiieiee ettt seeseneenenis 22
3.1 CULTURA DE CELULAS ....ttttittteeeeaeasiittteeeeeeaeaassssssssseeaeeaeaassasssssseaeeaeessssassnssneeeseens 22
3.2 AMOSTRAS FECAIS ...ttt eeeetti e e ettt e e e et e e et e et e e et e e e e et eaa e e e eesaa s e e eesnnaeeeennnnaeanees 22
3.3 INOCULACAO DOS HOMOGENATOS FECAIS EM CULTURAS DE CELULAS......cc.evvneennnenn.. 23
3.4 ESTOQUE VIRAL «.cuueitieiii ettt e e eteete et e et e e e et e et e e s e e aa e e et e eaaeean e et e et e eaneeeneeaneeanns 23
3.5 EXTRAGAO DE RNA VIRAL PELO METODO FENOL/CLOROFORMIO .....cvvveieeeeaaiiiiiaeeeeenss 23
3.6 EXTRACAO DE RNA VIRAL PELO METODO DE ISOTIOCIANATO DE GUANIDINA................ 24

3.7 ELETROFORESE DO RNA VIRAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA (HERRING ET AL., 1982,

COM MODIFICAGOES) ..t 24
3.8 ENSAIO DE PLAQUE .....uttitiiiieeeeeeaeassittteeeeaeaeaasssssssssseeeeeaeaessansssssseeeeaeeeessnnsnssneeeeeens 25
3.9 REAGAO DE IMUNOFLUORESCENCIA (RIF) ..o 26
3.10 IMUNOELETROMICROSCOPIA (ALMEIDA ET AL., 1979, COM MODIFICAGOES)............ 26
3.11 PCR PARA TIPAGEM G DO ROTAVIRUS. ....uuiiiiitiieieiiie e e eetie e e et eeeii e e e eeni e eees 27
A RESULTADOS. ...coiieee ettt e e e e e e e st e e e e e e e e s s s bbbt e e e e e e e e e e annnreees 28

REFERENCIAS . ..oocc oo e ettt 34



APENDICES ..o e e ettt 43

Apéndice A — Isolation of Human Rotavirus in Cell Culture.............ccoovvvvviiiiieeeeeennn. 44
ANEXOS ...ttt ettt et r et a e 54
ANEXO 1 — SOIUGDES ...ceeiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e e 55

ANEXO 2 — REAGENIES ...t e ettt e e e e e e e e e e ennnns 61



11

1 INTRODUCAO

O rotavirus € um patdgeno comum, principal causador de
gastroenterite em criancas em todo o mundo e acomete, principalmente, criancas
abaixo de 24 meses de idade (KAPIKIAN et al., 2001). A infeccdo é responsavel por
aproximadamente 45% das doencas diarréicas severas em recém-natos e criangas
tanto em paises desenvolvidos quanto paises em desenvolvimento (PARASHAR et
al., 2000). A infeccdo é mais devastadora em paises em desenvolvimento onde a
estimativa é que ocorram 600.000 mortes anualmente (GLASS et al., 1997). Ha uma
avaliacdo mundial, que a cada ano o virus cause, aproximadamente, 111 milhdes de
episodios de gastroenterite que requeiram cuidados caseiros, 25 milhdes de visitas
médicas e dois milhées de hospitalizacdes de criancas com menos de cinco anos de
idade (PARASHAR et al., 2003) (Fig. 1).

Events

440,000 deaths

2 million inpatient visits

25 million outpatient visits

111 million domiciliary
episodes

Figura 1 — Estimativa global da prevaléncia da infeccao
por rotavirus (PARASHAR et al., 2003).

Criancas de baixo nivel socioecondmico e recém-natos prematuros
tém um risco elevado para hospitalizacdo devido a gastroenterite, incluindo a de
origem viral (NEWMAN et al., 1999).

Historicamente, a diarréia viral, entdo denominada de diarréia aguda
nao- bacteriana, foi sempre alvo de muito interesse dada a sua importancia médica e

epidemioldgica.
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Mesmo com o advento da tecnologia de cultura de células, nas
décadas de 50 e 60, até a década de 70, a doenca permaneceu sem a
caracterizagdo do seu agente etiolégico em recém nascidos e criangas (YOW et al.,
1970). Somente no inicio da década de 70 é que a associacdo da diarréia severa
endémica foi estabelecida com um virus, inicialmente, denominado de reovirus-like.
Os primeiros relatos cientificos desta associacdo foram realizados a partir de
estudos em microscopia eletrénica, respectivamente, de mucosa duodenal (BISHOP
et al., 1973) e material fecal, originarios de pacientes infantis acometidos de diarréia
aguda.

Apesar de o virus humano ter sido identificado somente na década
de 70, j& havia relatos da existéncia de virus semelhante em animais (ADAMS &
KRAFT, 1963; MALHERBE & HARWIN, 1963; MALHERBE & STRICKLAND-
CHOLMLEY, 1967; MEBUS et al., 1969).

1.1 PROPRIEDADES GERAIS DO ROTAVIRUS

Os rotavirus estéo incluidos no género de mesmo nome, pertencente
a familia Reoviridae. O nome é derivado do latim “rota”, que significa roda, por causa
do seu aspecto circular, semelhante a roda de carroca, observado na microscopia
eletrénica (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996). Sdo virus relativamente grandes, de 70
nm de diametro, sem envelope e apresentam 11 segmentos de RNA de fita-dupla. O
capsideo icosaédrico € duplo e constituido por tripla camada protéica. Cada
segmento de RNA codifica uma proteina com excecéao do segmento 11, que codifica
duas proteinas. Destas 12 proteinas, seis sdo estruturais, as chamadas VP (Viral
Protein) e 6 ndo—estruturais, as NSP (Non Structural Protein). A camada mais
interna € constituida pela proteina VP2, a camada intermediaria é formada por VP6

e a camada mais externa € composta de duas proteinas, VP4 e VP7. (ESTES, 2001)
(Fig. 2).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da particula de rotavirus. Representagfes
da superficie das estruturas tridimensionais da camada externa da
particula completa (esquerda) e uma particula (direita) na qual a camada
externa e uma pequena porc¢ao triangular da camada intermediaria foram
removidas, expondo a camada mais interna (KAPIKIAN et al., 2001).

A proteina VP4 esta envolvida na ligacdo e penetracdo do virus as
células, na penetracdo celular, na hemaglutinacdo, além da neutralizacdo e
viruléncia (ESTES, 2001). A VP4 é susceptivel a protedlise, sua clivagem aumenta a
infecciosidade na ordem de 100 vezes e facilita a entrada do virus na célula
(KALJOT et al., 1988). Durante a protedlise, a VP4 é clivada em VP8* e VP5* e 0s
produtos da clivagem permanecem associados no virion (FIORE et al., 1991).

Quanto a VP7, avalia-se que ela possa modular a funcdo de VP4
durante o processo de ligacao e entrada na célula (BEISNER et al., 1998).

A atividade da transcriptase é observada in vitro quando a VP4 e VP7
sdo removidas das particulas virais de tripla-camada pelo tratamento com agentes
quelantes de calcio, tratamento este que resulta em particulas de dupla-camada
(ESTES & COHEN, 1989).

1.2 CLASSIFICAGAO

A classificagdo sorolégica dos rotavirus obedece a trés niveis de
especificidades, ou seja: grupo (ou sorogrupo), sub-grupo e sorotipo, sendo este
altimo definido pela VP7 ou VP4,
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De acordo com a especificidade sorolégica determinada pela VP6,
0s rotavirus sdo classificados em sete grupos de A a G. As cepas humanas
pertencem aos grupos A-C, porém, as mais freqientes séo as do grupo A. Os virus
dos grupos de D-G foram descritos somente em animais. Diferencas sorologicas
possibilitam ainda a classificacdo de muitas cepas em sub-grupos | e Il.

Baseado nas especificidades de VP7 (Glicoproteina) e VP4
(sensivel a Protease), os virus sao classificados em sorotipos G1-G14 e P1-P12,
respectivamente.

Os virus ainda podem ser classificados com base na sequéncia de
nucleotideos dos genes VP7 e VP4 em gendtipos G1-G16 (GULATI et al., 2006) e
P1-P27, respectivamente (KHAMRIN et al., 2007).

A nomenclatura genotipica da linhagem de rotavirus é baseada na
combinacéo G e P.

As linhagens de rotavirus podem ser distinguidas pelos padrdes de
migracéo dos segmentos de RNA por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).
Estes segmentos sdo numerados em ordem de migracdo, sendo o segmento de
menor mobilidade designado gene 1, e assim, sucessivamente, até o 11° segmento,
de maior mobilidade (HOLMES, 1983) (Fig. 3). De acordo com a mobilidade
eletroforética dos segmentos, os virus foram classificados como grupo A,
caracterizado por apresentar os 4 segmentos maiores préximos (classe |, segmentos
1-4), 2 segmentos médios (classe IlI, segmentos 5 e 6), 3 pequenos (classe llI,
segmentos 7-9) e 2 segmentos menores (classe 1V, segmentos 10 e 11) (KAPIKIAN
& CHANOCK, 1996). A eletroferotipagem é uma ferramenta importante nas
investigagbes epidemiologicas e taxonémicas das linhagens (HERRMANN &
BLACKLOW, 1995). Esta técnica permitiu ainda que as cepas fossem diferenciadas
em padrdo eletroforético S (short) e L (long), respectivamente, de acordo com a
menor e maior mobilidade dos segmento 11. Em alguns rotavirus humanos, o
segmento 11 se posiciona entre o 9 e o 10, perfil S, que adicionalmente, foi
relacionado ao subgrupo I, definido com base sorologica. O perfil L € caracteristico
de quase todos os virus do subgrupo Il. Existe ainda um terceiro perfil eletroforético,
denominado SS (super-short), em que o segmento 11 migra mais lentamente do que
no perfil S e tem sido encontrado em humanos e bovinos (ALBERT et al, 1987).
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Figura 3 — Padréo de migracéo eletroforética do RNA de rotavirus animais. O
namero entre paréntesis identifica o sorotipo G com base na
especificidade da VP7, seguido dos hospedeiros nos quais o virus foi
detectado (KAPIKIAN et al., 2001).

Entretanto, alguns rotavirus do grupo A apresentam nuances neste
padrao de migracdo. Por exemplo, no rotavirus murino o segmento 10 migra muito
mais proximo ao segmento 11 (SMITH & TZIPORI, 1979).

Variacbes nas massas moleculares dos segmentos genémicos de
rotavirus de uma espécie sdo observadas com implicacbes epidemioldgicas
(ESPEJO et al.,, 1980; TODD et al.,, 1980). Observou-se, posteriormente, que
rotavirus humano exibia uma variedade de eletroferotipos e que estes padrbes
diferenciavam-se daqueles observados com linhagens animais. No entanto, em
termos praticos, ndo ha relacéo direta das diferencas do padrao eletroforético com a

especificidade antigénica, definida por teste de neutralizagcéo. Estudos subsequentes
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indicaram que o0s virus do mesmo sorotipo podem demonstrar diferentes
eletroferotipos e que os virus do mesmo eletroferotipo podem pertencer a diferentes
sorotipos (KAPIKIAN et al., 2001).

Com base na genotipagem até recentemente, considerava-se a
predominancia global de quatro linhagens comuns, a saber: G1P[8], G3P[8], G4P[8],
e G2P[4], inclusive para o desenvolvimento de vacina (GENTSCH et al., 1996). No
entanto, na Ultima década, a intensificacdo na vigilancia epidémico-molecular do
virus, aliado ao desenvolvimento e ao refinamento dos métodos de caracterizacéo,
resultou na deteccao de novos genotipos humanos, tais como, G5 e G9, assim como
novos recombinantes, G9P[6] e G8P[6] (DAS et al.,, 1994; GOUVEA et al., 1994;
CUNLIFFE et al., 1999).

Embora a natureza segmentada do genoma do virus permita a
recombinacdo génica durante a infeccdo mista in vivo, estudos anteriores sugeriram
gue os tipos G da maioria das linhagens eram, predominantemente, associados com
um unico tipo P, padrao eletroforético, e especificidade de subgrupo (GENTSCH et
al., 1996). Esta concluséo foi, parcialmente, comprovada através dos estudos de
hibridizacdo RNA-RNA, nos quais a troca de segmentos génicos entre os principais
genotipos, representados por linhagens com padrdo eletroforético longo e curto, foi
considerado um evento, relativamente, restrito (NAKAGOMI et al.,, 1989). Os
sorotipos G1, G3 e G4, mais comuns no mundo, estdo mais frequentemente
associados com PJ[8], perfil eletroforético longo, e especificidade antigénica de
subgrupo Il, pertencente ao genogrupo Wa. Em contraste, o sorotipo G2 esta
associado com PJ[4], perfil eletroforético curto e especificidade antigénica de
subgrupo | (GENTSCH et al.,, 1996). Foram descritas combinacdes genotipicas
distintas de G9, formadas por recombinacdo génica de VP4, VP6 e VP7, entre
isolados com perfil eletroforético longo e curto. Este evento sugeriu que a
recombinacdo intergenogrupo dos genes VP4 e VP7 ocorrem em alta taxa
(UNICOMB et al., 1999).

1.3 PATOGENIA

Os virions apresentam um tropismo pelos enterocitos das

vilosidades intestinais. ApoOs replicacdo na porcdo superior do intestino delgado,
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particulas infecciosas séo liberadas no limem intestinal e acometem areas distais do
intestino delgado. A infeccdo €, geralmente, restrita a mucosa intestinal. Embora os
rotavirus possam ser encontrados na lamina prépria e regides linfaticas, a
disseminacdo sisttmica ndo € freqlente nem mesmo em pessoas
imunocomprometidas (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996).

A eficiente replicacdo do virus nos enterdcitos, que provoca a
descamacdo dos mesmos, contribui para o grande numero de particulas virais
encontradas nas fezes dos individuos infectados, principalmente, nos primeiros trés
dias apoOs o inicio da infec¢cdo. Estudos sugerem que a diarréia induzida pelos
rotavirus resulta de um desequilibrio do sistema de transporte de sddio/glicose e
baixa atividade dissacaridasica na luz intestinal. Entretanto, outros mecanismos sao
propostos, tais como o efeito enterotoxigénico da NSP-4 viral associado a
estimulacao do sistema nervoso entérico (LUNDGREN & SVENSSON, 2001).

A transmissao do rotavirus € feita pela via fecal-oral (DENNEHY et
al., 1998), todavia, existem especulacbes de uma possivel transmissdo via
respiratoria (GURWITH et al., 1981; GORDON, 1982; COOK et al., 1990).

A infeccdo por rotavirus pode desenvolver quadros que variam
entre diarréia branda a severa e algumas vezes desidratacdo fatal (KAPIKIAN &
CHANOCK, 1985). No entanto, a triade classica da infeccdo € febre, vomito e
diarréia (KOVACS et al., 1987). A desidratacdo é um sinal relacionado mais
fortemente a infeccdo e, quando severa, € potencialmente fatal (KAPIKIAN et al.,
1982), tornando os rotavirus a causa mais importante de desidratacdo em
comparacdo com outras causas de gastroenterite (OFFIT, 1998). Além disso, uma
infeccdo priméaria € mais passivel de ser grave do que infec¢cdes subseqientes. A
desnutricdo e imunodeficiéncia, geralmente, cooperam com a gravidade da doenca
(CORNELL, 1997).

1.4 REPLICACAO DOS ROTAVIRUS

Evidéncias indicam que a ligacdo do virus a célula ocorre via VP4
(RUGGERI & GREENBERG, 1991; CRAWFORD et al., 1994), através do peptideo
VP5* (ZARATE et al, 2000).
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A entrada do rotavirus na célula é um processo de varias etapas que
pode envolver a participacdo de acido sialico, nos receptores, na etapa de ligacéo
inicial a célula, e integrinas durante a etapa subseqtiente (COULSON et al., 1997,
GUERRERO et al.,, 2000; HEWISH et al., 2000; ZARATE et al., 2000). Clivagem
proteolitica de VP4 aumenta em varias vezes a infecciosidade (ESTES et al., 1981,
ARIAS et al., 1996) e facilita a entrada do virus nas células (KALJOT et al., 1988).

A sintese de transcritos virais € mediada por uma RNA polimerase
viral (transcriptase) RNA — dependente (LAWTON et al., 1997). A transcricdo €
assimétrica e a partir da fita de polaridade negativa do RNA gendmico sao
transcritas as fitas de polaridade positiva (MCCRAE & MCCORQUODALE, 1983).

A maioria das proteinas estruturais e ndo-estruturais sao sintetizadas
nos ribossomas livres. Por outro lado, as glicoproteinas VP7 e NSP4 séao
sintetizadas nos ribossomas associados a membrana do reticulo endoplasmatico
rugoso (RER), onde sdo processadas (ESTES, 2001).

A montagem do virus ocorre inicialmente dentro de estruturas
citoplasmaticas denominadas viroplasmas (PETRIE et al., 1984) e, posteriormente, a
particula sofre maturacéo dentro do RER.

A progénie viral € liberada através da lise celular.

1.5 VACINA

A primeira vacina humana foi desenvolvida a partir de linhagens
bovinas atenuadas (CLARK et al., 1996a, b), em seguida utilizaram-se linhagens de
macaco e recombinantes Rhesus-humana (MIDTHUN & KAPIKIAN, 1996; KAPIKIAN
et al.,, 1996). Mais recentemente, linhagens recombinantes bovino-humana foram
usadas (HEATON et al.,, 2005) e linhagens humana atenuadas (SALINAS et al.,
2005). A vacina tetravalente Rhesus-humana (RRV-TV) mostrou ser efetiva nos
Estados Unidos (RENNELS et al.,, 1996; SANTOSHAM et al.,, 1997), Finlandia
(JOENSUU et al., 1997), Venezuela (PEREZ-SCHAEL et al., 1997) e Peru (LANATA
et al., 1996). Demonstrou reduzir o risco de diarréia severa em 50% e de 70-100% o
risco de diarréia severa com desidratacdo (SCHMITZ, 1999). RRV-TV foi licenciada

para uso universal nos Estados Unidos da América (EUA) em 1998
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(DESSELBERGER, 1999) e retirada em 1999 devido a sua associacdo com
intussuscepcao (obstrucdo do intestino) (ABRAMSON et al., 1999; CDC, 1999).

Em 2006, os EUA licenciaram RotaTeq, uma vacina atenuada, de
uso oral que contém cinco linhagens recombinantes desenvolvidas a partir do virus
humano e bovino (HEATON et al., 2005). E constituida de quatro linhagens
recombinantes G1, G2, G3 ou G4 e de linhagem parental bovina. O quinto virus
recombinante apresenta P1A[8] de linhagem parental humana e G6 bovina
(PARASHAR et al., 2006).

Ainda em 2006, a vacina RotaRix foi licenciada em aproximadamente
30 paises na América Latina, Africa, Asia, em paises da Unido Européia e foi
introduzida nos programas de vacinacdo nacional no Brasil, Panama e Venezuela
(CUNLIFFE & NAKAGOMI, 2005). RotaRix é uma vacina monovalente baseada em
uma linhagem humana atenuada, G1P1A[8]. Demonstrou uma eficacia de 85%
contra a rotavirose grave em triagens recentes (SALINAS et al, 2005).

KAPIKIAN et al. (2005) desenvolveram uma vacina recombinante
humana tetravalente (UK) com especificidade para os sorotipos G1, G2, G3 e G4.
Ela tem se mostrado segura, imunogénica e efetiva na prevencao da diarréia grave.
Porém, por causa da emergéncia do sorotipo G9 e também da importancia de G8,
planeja-se acrescentar também recombinantes humano-bovino (UK) G8 e G9, e

formular uma vacina hexavalente de uso universal.

1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As manifestacdes clinicas da infeccdo por rotavirus ndo sao
suficientes para permitir o diagndstico apenas com base nos sintomas. Entdo, o
diagnostico requer deteccao do virus ou antigeno viral e/ou demonstracdo de uma
resposta soroldgica (KAPIKIAN et al., 2001).

O virus pode ser detectado em cultura de células (WYATT et al.,
1980). A linhagem celular de rim fetal de macaco, MA-104, tem mostrado ser a mais
apropriada para a replicagdo do virus (WARD et al., 1984), embora outras linhagens
tenham sido utilizadas, tais como, CACO2 (adenocarcinoma colo-retal humano), CV-

1 (rim de macaco verde africano) e LLC-MK2 (rim de macaco Rhesus) (SMITH et al.,
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1979; PINTO et al., 1995). No entanto, a propagacdo do virus em cultura é muito
lenta, ndo tendo valor pratico para diagnoéstico. Por esta raz&o, varios ensaios tém
sido desenvolvidos para detecgéo do rotavirus nas fezes (YOLKEN & WILDE, 1994).

O diagnéstico pode ser feito pela deteccdo das particulas virais nas
fezes, através de microscopia eletronica (ME) ou imunoeletromicroscopia; por
deteccdo dos antigenos virais nas fezes por enzima imunoensaio (ELISA),
imunofluorescéncia ou aglutinacdo do latex; ou por deteccdo do genoma viral por
EGPA, reacdo em cadeia da polimerase associada a reacao de transcricao reversa
(RT-PCR) ou hibridizacédo (SANTOS, 2002).

Para deteccao do virus, recomenda-se a coleta das fezes do primeiro
ao quarto dia apés o inicio da doenca; mas, a eliminagdo viral pode ocorrer por até
trés semanas, dependendo da duracdo dos sintomas (RIEPENHOFF-TALTY et al.,
1981).

A ME tem a vantagem da alta especificidade, uma vez que o
rotavirus tem uma aparéncia distinta. E importante no diagndstico da doenca e é
frequentemente utilizada para resolver discrepancias entre resultados obtidos por
outras técnicas. Quando sdo analisadas poucas amostras, a ME direta é o método
diagnéstico de escolha devido a rapidez, sendo que as amostras sao analisadas em
poucos minutos apds a coleta. Esta técnica direta de analise, a partir do material
fecal, permite a deteccao de rotavirus em 80 a 90% das amostras (BRANDT et al.,
1981).

Outro método bastante utilizado, entretanto, € o enzima imunoensaio
confirmatdrio, porque € altamente sensivel e ndo exige equipamentos especializados
(YOLKEN & WILDE, 1994). Kits comerciais estao disponiveis, mas, ensaios que nao
incluem reagentes confirmatérios podem render resultados falso - positivos. A
reacao imunoenzimatica para deteccao de virus dos grupos B e C, assim como para
deteccao dos respectivos anticorpos foram desenvolvidos (MACKOW, 1995).

A adaptacdo de amostras selvagens do virus, através do isolamento
e estabelecimento in vitro € de extrema importancia na virologia basica e aplicada.
Ao dispormos de virus adaptados em cultura de células, as anélises podem ser
estabelecidas em vérios campos de estudo. As avaliagfes da interacdo virus/célula
podem ser realizadas como modelo para melhor entendimento da infeccéo viral,
sejam no aspecto da patogenia da infeccdo, infecciosidade do agente,

caracteristicas biolégicas do agente ou na producao de vacina.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Promover a adaptacéo de cepas de rotavirus humanos em cultura de

células.

2.2 ESPECIFICO

Monitorar 0 processo de adaptacdo em cultura de células através do
efeito citopatico (ECP) comprovando-o através de técnica sorologica, ensaio de

plaque e amplificacdo genémica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTURA DE CELULAS

Células MA-104 (rim fetal de macaco) foram cultivadas em Meio
Minimo Essencial modificado por Dulbecco (DMEM), acrescido de 10% de soro fetal
bovino, 100 pug/ml de estreptomicina, 100Ul/ml de penicilina e 2,5 pg/ml de fungizona
(LINHARES et al., 1989). Apés um periodo de crescimento de aproximadamente 48
h, a 37°C, quando as monocamadas de células apresentaram-se confluentes, novos
sub-cultivos foram realizados. Para os sub-cultivos, ap6s o descarte do meio de
cultura, as células foram dispersas com solugdo de tripsina/verseno (0,25%/0,025%).
Para os experimentos de adaptacao, as células utilizadas foram cultivadas em tubos
de vidro 13x100mm.

3.2 AMOSTRAS FECAIS

As 53 amostras fecais estudadas estavam estocadas a - 4°C no
Laboratério de Virologia, do Departamento de Microbiologia da UEL, sendo que,
foram coletadas na cidade de Ponta Grossa, PR, durante o periodo de maio a
agosto de 2003, sob a supervisdo do mestre Eduardo Pietruchinski. As amostras
fecais foram homogeneizadas em tampéo fosfato-salina (PBS), pH 7,3, na proporcéo
de 10% (v/v), com auxilio de pérolas de vidro, e, posteriormente, clarificadas por
centrifugacdo a 3000 xg por 10 min. Os sobrenadantes resultantes foram tratados
com 200 Ul/ml de penicilina, 200 pg/ml de estreptomicina e 10 pg/ml de fungizona, e
novamente centrifugados a 3000 xg durante 20 min. Os sobrenadantes assim
processados foram estocados a -20°C, até o momento de uso.
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3.3 INOCULACAO DOS HOMOGENATOS FECAIS EM CULTURAS DE CELULAS

Os homogenatos fecais processados foram submetidos ao
tratamento com tripsina cristalina, na concentracao final de 30 pg/ml, durante 1 h a
37°C. As culturas de células com 48 h de crescimento, estabelecidas em tubos
13x100, foram inoculadas na propor¢ao de 10% (v/v), em relacéo ao volume total de
meio fresco. O meio fresco de manutencdo, livre de soro, também foi acrescido de
tripsina cristalina na concentracéo final de 10 pg/ml. Os sistemas assim preparados
foram mantidos a 37°C e observados durante 7 dias para a deteccdo do efeito
citopatico (ECP). Quando o ECP foi evidente, as culturas foram submetidas a 3
ciclos sucessivos de congelamento/descongelamento, apds o qual o homogenato
celular foi centrifugado rapidamente e o sobrenadante submetido a novas
passagens, com a finalidade de elevar o titulo viral. Culturas inoculadas com o virus
SA-11 (rotavirus simio), nas diluicbes de 102 e 10 foram usadas como controle

positivo. Culturas ndo inoculadas foram mantidas como controle de células.

3.4 ESTOQUE VIRAL

As 12 cepas, provenientes do material fecal, adaptadas (HC10, HL14,
HC20, HC27, HC30, HL37, HL47, HC49, HC65, HL72, HL73, HL81, HC84 e HC116)
foram inoculadas em cultura de células estabelecidas em garrafas de vidro para
obtencédo do estoque viral, para os subsequentes experimentos. O estoque viral foi
titulado. A suspensao viral estoque foi acrescida de 2% de glicerol, aliquotado e

conservado a -20°C.

3.5 EXTRACAO DE RNA VIRAL PELO METODO FENOL/CLOROFORMIO

Quatrocentos microlitros de amostra viral adaptada em cultura de

células foram incubados com 40 ul de SDS 10% a 37°C por 30 min. Em seguida,
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homogeneizados com 400 pl de solucdo de cloroférmio e fenol saturado (1:1) em
agitador. ApoOs centrifugacdo, a fase aquosa foi removida com cuidado e 0 RNA
precipitado com 1 ml de etanol absoluto gelado (-20°C) e 40 pl de NaCl 20%,
durante uma noite, a - 20°C. Em seguida, o material foi centrifugado a 13000 xg por
10 min, o sobrenadante desprezado e o precipitado mantido em dessecador a vacuo

até a utilizacao.

3.6 EXTRACAO DE RNA VIRAL PELO METODO DE ISOTIOCIANATO DE GUANIDINA

Para cada ml de homogenato de cultura de células infectadas foram
adicionados 2,0 ml de isotiocianato de guanidna a 6 M (solugdo D).
Sequencialmente, foram adicionados a mistura 200 pl de acetato de sédio 0,2 M, 2
ml de fenol saturado, 400 ul de cloroférmio-alcool isoamilico (49:1), misturando-se
por inversdo, apos a adicdo de cada reagente. A suspensao final foi agitada
vigorosamente por 10 seg, resfriada no gelo por 15 min e centrifugada a 10000 xg
por 20 min a 4°C. Apos centrifugacdo, a fase aquosa foi coletada, adicionada de
isopropanol gelado (-20°C) (v:v), mantida a -20°C por pelo menos 1 h e
centrifugando a 10000 xg por 20 min. O pellet foi ressuspenso em solu¢cdo D 4 M
(300 pl) e precipitado com 1 vol de isopropanol gelado (-20°C) por 1 h. Apés
centrifugacdo a 10000 xg, por 10 min a 4°C, o pellet foi ressuspenso em etanol a
75% gelado (-20°C) e novamente sedimentado. O sedimento foi ressuspenso em 50
pl de SDS 0,5% (tratado com dietil-pirocarbonato) a 65°C por 10 min.

3.7 ELETROFORESE DO RNA VIRAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA (HERRING ET AL., 1982,

COM MODIFICACOES)

O preparo do gel e a aplicacdo das amostras foram procedidos
conforme descricdo suméria. Os géis concentrador e de separagdo foram
preparados nas concentracfes de 3,5% e 7%, respectivamente. As amostras de

RNA viral extraidas foram ressuspendidas em 50 ul de tampédo dissociante. Em
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seguida, 25 pl das foram aplicados nos pocos do gel. Uma amostra padréo de virus
(SA-11) foi submetida ao mesmo processamento dos homogenatos fecais e usada
como controle positivo. A corrida eletroforética foi realizada com uma intensidade de
25 mA por 90 min.

Apos finalizacédo da eletroforese, o gel foi fixado em uma solucédo de
etanol 20% e acido acético 2% por 1 h e, posteriormente, tratado com 0,011 M de
nitrato de prata por 40 min. A revelagcdo das bandas de RNA viral foi feita com
hidréxido de sédio 4,5% e formaldeido 2% por cerca de 15 min. O gel foi lavado e
colocado na solucdo bloqueadora com etanol a 10% e acido acético a 5%. A

reducao do gel foi feita em solucéao etanol 70% por 1 h.

3.8 ENSAIO DE PLAQUE

As células foram cultivadas em placas de fundo chato, com 24
escavacoes, e apos confluéncia da monocamada proxima a 90%, foram inoculadas
com 100 pl da diluicdo viral em estudo e, em seguida, incubadas a 37°C por 2 h.
Apos a retirada do excesso de inéculo, as monocamadas foram recobertas com 1 ml
de agarose nutriente (meio DMEM 2 vezes concentrado, acrescido de agarose 1,5%,
previamente fundida [v/v]) a temperatura de 46°C. Apoés solidificagcdo da agarose
nutriente, as placas foram incubadas, em posicao invertida, a 37°C com tenséo de
5% de CO,, por, aproximadamente, cinco dias. Apds este periodo, a agarose foi
retirada, evitando-se a danificagdo da monocamada celular e fixada com formaldeido
a 10% em PBS, pH 7,3, por 24 h, a temperatura ambiente. A monocamada celular
foi corada com solucdo alcodlica a 20% de cristal violeta a 0,5% (LONIEN et al.,
2001).

O titulo viral foi determinado pela contagem dos plaques, sendo que,
o numero de unidade formadora de plaque (UFP) foi calculado segundo ROVOZZO
& BURKE (1973), pela férmula: N = Y/ V. X onde:

N = UFP/ml

Y = numero médio de plagues contados

V = volume (ml) do in6culo

X = dilui¢édo do inéculo
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3.9 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA (RIF):

Células MA-104 foram cultivadas em tubos de Leighton com
laminulas, por 48 h, foram inoculadas com amostras de rotavirus para avaliacdo da
replicacado viral. Apos infeccao, as culturas foram lavadas com PBS, pH 7,3 e fixadas
com acetona gelada (-20°C) por 20 min. As laminulas foram incubadas com soro de
camundongo anti-rotavirus, diluido em PBS, pH 7,3, em camara Umida a 37°C por
30 min, seguindo de 3 lavagens, durante cinco minutos cada, em PBS e incubada
com soro de coelho anti-imunoglobulina G de camundongo conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (ITCF) diluido em PBS. Seguiu-se a incubacdo durante
30 min a 37°C em camera escura e Umida. As células foram lavadas mais 3 vezes
com PBS, secas ao ar e montadas em laminas com solugcéo tamponada de glicerina
a 50% em PBS e observadas em microscopio de fluorescéncia (RAMOS et al.,
2000).

3.10 IMUNOELETROMICROSCOPIA (ALMEIDA ET AL., 1979, COM MODIFICAGOES):

Padronizacdo da concentracdo do soro-anti rotavirus.

Um vol. de um homogenato fecal a 20% clarificado (positivo) foi
adicionado a 1 vol de soro murino anti-rotavirus suino, nas diluicdes de 1/50, 1/100 e
1/1000 em PBS. Apés incubacdo a 37°C por 1 h, os preparados foram
centrifugadados a 13000 xg/30 min e o precipitado ressuspenso em 50 pl de agua
destilada. Foram usadas grades de cobre de 400 (mesh), recobertas com Formvar, e

a técnica de contraste negativo procedida de acordo com RAMOS et al. (2000)
(Fig.4).
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Figura 4 — Particulas de rotavirus (amostra HL141).
Procedimento: imunoeletromicroscopia (soro murino
anti-rotavirus suino diluido a 1:100 em PBS).
Contraste negativo com fosfotungstato de potassio a
2%. Barra: 100nm.

3.11 PCR PARA TIPAGEM G DO ROTAVIRUS

O RNA fita dupla viral foi extraido a partir do homogenato de células
infectadas utilizando o kit RNAgents Total Isolation System e submetido a
transcricdo reversa, seguida por multiplex PCR. Foi utilizado um pool de primers
denominado C (DAS et al., 1994), contendo os primers especificos para G1, G2, G3,
G4, G9 e G12. As amostras de RNA viral foram submetidas a um ciclo de transcri¢cao
reversa (42°C, 45 min). O PCR foi executado em 30 ciclos. Cada ciclo incluiu
processos de 30 seg a 94°C, 60 seg a 40°C e 90 min a 72°C, e um ciclo de extenséo
final de 72°C/5 min. Os produtos da amplificacdo foram visualizados pela coloragédo

com brometo de etidio.
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4 RESULTADOS

Cingienta e trés amostras fecais foram  clarificadas,
descontaminadas e submetidas a, pelo menos, trés passagens cegas. Estas
passagens foram realizadas com diluicbes decimais do homogenato de culturas
infectadas, a partir de culturas originalmente inoculadas com material fecal. Nestas
passagens, o efeito citopatico (ECP) comecou a ser definido (Fig. 5 e Fig. 6).

Figura 5 — Células MA-104 que nao foram inoculadas com a cepa viral (controle).

Quatorze das 53 amostras foram adaptadas em cultura de células,
tendo sido utilizado o rotavirus simio (SA-11) como controle positivo. A primeira
evidéncia da adaptacéo foi o delineamento de um ECP nas primeiras passagens (12
até 3% que culminou com a evolucao de um ECP tipico, apés a 32 passagem. Os
seguintes aspectos de alteracdo de forma das células infectadas foram
demonstrados: as células tornaram-se granulares, houve arredondamento celular, e
a ocorréncia de células fusiformes/repuxadas em focos isolados. Posteriormente,

houve disseminacdo deste efeito no restante do tapete celular. Seguiu-se ao
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descolamento das células do tapete. O ECP mostrou-se semelhante ao da cepa SA-

11, usada como controle positivo.

Figura 6 — Células MA-104 apresentando efeito citopatico causado por rotavirus
(amostra HC49).

Pela RIF foi possivel observar células apresentando fluorescéncia
especifica representada pela presenca de granulos citoplasmaticos fluorescentes,
com maior concentracdo na regido perinuclear, tipicos da infeccdo pelo rotavirus, em
14 amostras adaptadas (Fig. 7).

As cepas humanas adaptadas foram submetidas ao ensaio de plaque
também com intuito de comprovacdo. Este ensaio demonstrou que 12 cepas
apresentaram plaques com bordas irregulares, sem limites definidos, distinguiveis
em tamanho, predominantemente, plaques grandes e pequenos.

Dez amostras produziram plagues com predominio de plaques
pequenos com didmetro médio de 0,07mm, enquanto duas amostras produziram

plagues, predominantemente, grandes com diametro médio de 0,26mm (Fig. 8).



Figura 7 — Cultura de células MA-104 infectada com a cepa
HC49 submetida a reacao de imunofluorescéncia
indireta 48 h pos-infecgéo (aumento 400X).

Figura 8 — Cultura de células MA-104 infectada com a cepa
HC49 diluida de 10" a 10® (A a E) (F controle de
células) apresentando plaques grandes e pequenos
(setas), 72 h pés-infeccdo. Coloracao: cristal violeta.

30
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As amostras adaptadas que apresentaram positividade em ECP, RIF
e capacidade de formacdo de plaques foram submetidas a EGPA. A extragdo do
RNA viral foi executada pelo método tradicional de fenol-cloroférmio e pelo método
de isotiocianato de guanidina, no entanto, as técnicas ndo foram capazes de
detectar o RNA viral em nenhuma das amostras adaptadas.

A técnica de RT-PCR para o gene da VP7 demonstrou que de nove
cepas adaptadas oito permitiram amplificacdo tendo sido ratificado o genoétipo G1
(Fig. 9). A Tabela 1 demonstra a compilagéo dos dados e resultados obtidos.

Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose do produto da
PCR para VP7. PM: marcador de massa
molecular 100 pb. Massa molecular do
amplificado: 158pb. Amostras: 1-HL37, 2-HL73; 3-
HC30; 4-HC49; 5- HC10; 6-HL14; 7-HC20; 8-
HC65; 9-HC27.



Tabela 1 — Compilacéo dos dados e resultados obtidos.

NUumero Amostra ECP RIF EP RT-PCR
inoculada
em MA-104

1 HC10 + + + +

2 HL14 + + + +

3 HC20 + + + +

4 HC27 + + + +

5 HL29 - - NR NR
6 HC30 + + + +

7 HL37 + + + +

8 HC39 - - NR NR
9 HC40 - - NR NR
10 HL44 - - NR NR
11 HL47 + + + NR
12 HC49 + + + +

13 HL53 - - NR NR
14 HC56 - - NR NR
15 HC65 + + + +

16 HC70 - - NR NR
17 HL72 + + + NR
18 HL73 + + + -

19 HL80 - - NR NR
20 HL81 + + - NR
21 HC83 - - NR NR
22 HC84 + + - NR
23 HC87 - - NR NR
24 HC91 - - NR NR
25 HC92 - - NR NR
26 HC94 - - NR NR
27 HL95 - - NR NR
28 HC96 - - NR NR
29 HL108 - - NR NR
30 HC111 - - NR NR
31 HC113 - - NR NR
32 HC115 - - NR NR
33 HC116 + + + NR
34 HC120 - - NR NR
35 HC126 - - NR NR

NUmero Amostra ECP RIF EP RT-PCR




36 HC127 NR NR
37 HC128 NR NR
38 HL141 NR NR
39 HC145 NR NR
40 HC147 NR NR
41 HC152 NR NR
42 HC155 NR NR
43 HC168 NR NR
44 HC175 NR NR
45 HC190 NR NR
46 HC198 NR NR
47 HC205 NR NR
48 HC208 NR NR
49 HC214 NR NR
50 HC217 NR NR
51 HL220 NR NR
52 HC233 NR NR
53 HC235 NR NR
Legenda:
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ECP (efeito citopatico), RIF (reacdo de imunofluorescéncia), EP (ensaio de plaque) e
RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase associada a transcrigéo reversa) positividade para
a VP7.

(+): positivo; (-): negativo; NR: nao realizado
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Abstract

Background: Rotaviruses are the single most important cause of severe diarrheal illness in infants
and young children in both developed and developing countries worldwide, they affect mainly,
children less than 24 months of age. The propagation of wild-virus strains in vitro allows a wide
range of possibility since their use as a relevant tool, as well as, a model for both basic and
applied virology.

Objectives: (1) To adapt human rotavirus strains in cell culture as well as to study their
cytophatological properties. (2) To monitor adaptation by cytophatic effect, immunofluorescence
assay, plaque assay and genome amplification.

Study design: The study was carried out with 53 rotavirus-positive fecal specimens submitted to at
least 3 blind passages in MA-104 cell culture before discarded as non-cultivable. The adaptation
process was monitored by the development of the cytophatic effect (CPE), immunofluorescence
assay (IFA), plaque assay (PA) and genome amplification by RT-PCR.

Results: Fourteen human rotavirus strains were adapted to grow in cell culture. The evidence of
the isolation was recognized by the observation of the development of typical CPE. IFA revealed
specifically fluorescent granular inclusions mainly at the perinuclear area. PA allowed the
demonstration of plaques with varying diameter depending upon the strains. RT-PCR resulted in

genome amplification.

Keywords: rotavirus, isolation, cell culture
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1. Introduction

Rotaviruses are relevant cause of severe diarrheal illness in children in both developed and
developing countries worldwide, they affect mainly, children less than 24 months of age (KAPIKIAN et
al.,, 2001), however, affecting adults increasingly. Rotavirus gastroenteritis is responsible for
approximately 45% of severe infection in infants and young children worldwide (PARASHAR et al.,
2000).

Rotaviruses are members of the family Reoviridae and are included in the genus Rotavirus. The
70 nm virion is non-enveloped, presents eleven segments of double-stranded RNA involved with a
concentric triple-layered double-shelled capsid. Each RNA segment is monaocistronic, except segment
11, which codifies two proteins. Six segments code for structural proteins (VP1-VP4[VP 5* + VP8,
VP6-VP7) and five code for nonstructural (NSP1-NSP5). The inner layer is composed by VP2, the
intermediate layer by VP6 and the outermost layer by VP4 and VP7 (KAPIKIAN et al., 2001).

The adaptation of wild-virus strain by the isolation and establishment in cell culture is of
relevance in the basic and applied virology. Once this goal is attained, the evaluation of virus-cell
interaction can be fulfilled as a model to better understand of viral infection under cytopathogenic
ground as well as the virus biologic features. Therefore, in this work we proposed the isolation and

adaptation of human strains of rotavirus from field samples in cell culture.

2. Materials and Methods
Specimens
Fifty three positive fecal samples were collected in the city of Ponta Grossa, Pr., during the
period of May to August of 2003, and were maintained under refrigeration at the Departamento de
Microbiologia. The stools were homogenized at 10% (v/v) in phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.3,
with the aid of glass beads and clarified by centrifugation at 3000 xg for 10 min. The resulting
supernatant fluids were treated with 200 Ul/ml penicillin, 200 pg/ml estreptomicin and 10 pg/mL

fungizone, and again centrifuged at 3000 xg for 20 min. The supernatant fluids were stocked at -20°C.
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Virus isolation and detection

Seventy percent confluent MA-104 (monkey fetal kidney cell line) cell cultures were used and
virus growth was followed by the development of CPE and confirmed with IFA. In both cases, simian
rotavirus (SA-11) was used as positive control (RAMOS et al., 2000).

Conventional technique was used for PA with minor modification, as described elsewhere
(LONIEN et al., 2001).

For multiplex RT-PCR, the viral RNA was extracted with RNAgents Total Isolation System kit
(PRomega) and assayed with specific primers for G1-G4, G9, and G12, as previously described (DAS

et al., 1994).

3. Results

Fourteen human rotavirus strains identified as HC10, HL14, HC20, HC27, HC30, HL37, HL47,
HC49, HC65, HL72, HL73, HL81, HC84 and HC116 were adapted to grow in MA-104 cells, with the
observation of typical cytopathic effect (CPE). After approximately three blind passages, infected cell
cultures developed CPE 48 h p.i. The earliest changes detected involved cell shrinkage and rounding,
increase of cells with spindle-shaped cytoplasm, and this was followed by cell detachment from the
monolayer. Maximum intensity of CPE was observed at approximately 96 h p.i., with complete
involvement of the monolayer and cells detachment.

Cell cultures infected with adapted strains were submitted to IFA. Extensive cytoplasmic
perinuclear fluorescence was observed in infected cells consisting of fluorescent granular inclusions
typical of rotavirus infection (fig. 01).

Twelve isolated strains demonstrated the capacity to form plaques of irregular border (fig. 02).
The strains (HC10, HL14, HC20, HC27, HC30, HL47, HC49, HC65, HL73, HC116) produced
predominantly small plaques with an average of 0.07 mm in diameter, while the samples (HL37, HL72)
produced predominantly large plaques with an average of 0,26 mm in diameter. Using PA adapted
strains yielded titer varying from 0,5x10° to 0,1x10°.

Genome of 9 adapted strains was submitted for VP7 amplification by multiplex RT-PCR and 8

were characterized as genotype G1.
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4. Discussion & Conclusion

In this work we report the adaptation of human strains of rotavirus to grow in cell culture. MA-
104 cell culture has been considered one of the best substratum for rotavirus adaptation and growth
such as previously demonstrated (ESTES et al., 1979; TAJIMA et al., 1984; TAKASE et al., 1986).
However, primary cell cultures, as well as, other continuous cell lines have been used for serial
passages of species of rotavirus, such as BS-C-1, AGMK, MDBK and PK (MALHERBE &
STRICKLAND-CHOLMLEY, 1967; FERNELIUS et al, 1972; BABIUK et al, 1977; MCNULTY et al,
1977; THEIL et al, 1977; FUKUSHO et al, 1981; GREENBERG et al, 1981).

Although CPE of human strains was typical the confirmation of the isolation was carried out by
IFA, useful for the detection of animal and human rotaviruses. IFA can be even more sensitive than
the straightforward enzyme immune assay (GUTTMAN-BASS et al., 1987).

The isolates were also capable to produce plagues in MA-104 cells with varied size in
ratification of strain isolation and adaptation, as demonstrated elsewhere (MATSUNO et al., 1977;
ESTES & GRAHAM, 1980; OFFIT et al.,, 1983; GREENBERG et al., 1986; PATTON et al., 2001;
WESTERMAN et al., 2006).

Using the RT-PCR approach we also demonstrated that cell culture adapted human strains
allowed amplification and that G1 genotype was ratified in agreement with previously results
performed in original field samples (PIETRUCHINSKI, 2006).

In conclusion, we demonstrated the successful cultivation of human rotavirus strains in cell
culture. This result may allow the establishment of models for the study of biological characteristics of

virus strains in view of several practical approach.
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Fig. 01 — MA-104 cell culture infected with strain HC49 and submitted to

immunofluorescence assay, 48 h pds-infection (400X).



Fig. 02 - Stained MA-104 cell culture infected with strain HC49, diluted
from 10™ to 10® (lines A to E, respectively), 72 h post-infecction. Line F:
noninfected cell control. Arrows indicate large and small plaques.
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Anexo 1 — Solucgdes

1. Meio de cultura de célula
Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) pH 7,4 134 ¢
Agua tridestilada qg.s.p 1000 ml

Antes da filtracdo esterilizante em membrana filtrante de 0,22 pm, o pH do meio foi
ajustado a 7,4 com solucédo de hidroxido de sédio a 1 N.

2. Solucéo de NaHCO3za 7,5%

NaHCO; 7,59
Agua destilada e deionizada q.s.p 100 mi
3. Solucéo de tripsina a 0,25% e verseno a 0,025%

Verseno 0,025¢
Tripsina (1:200) 0,25¢
Vermelho de Fenol a 0,5% 0,5 ml
Tampao fosfato-salina pH 7,3 g.s.p 1000 ml

Antes da filtracdo esterilizante em membrana filtrante de 0,22 um, o pH da solucéo
foi ajustado a 7,3 com solucao de hidréxido de sédio a 1 N.

4. Solucéo de vermelho de fenol a 0,5%

Vermelho de fenol 0,59
Agua bidestilada e deionizada q.s.p 100 mi
5. Solucéo de glutamina a 3%

Glutamina 12 g
Agua bidestilada e deionizada q.s.p 400 ml

Esterilizar por filtracdo em membrana de nitrocelulose de 0,22 um, aliquotar e

manter a -20°C. Usar 1 ml para cada 100 ml de meio de cultura.

6. Solucéo de Antibidticos
6.1 Penicilina potassica cristalina

Penicilina potassica cristalina 10.000.000 UI
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Agua destilada e deionizada estéril g.s.p 500 ml
6.2 Sulfato de estreptomicina

Sulfato de estreptomicina 19
Agua destilada e deionizada estéril g.s.p 50 ml

Misturar a solugdo de penicilina cristalina e estreptomicina (v/v), esterilizar por
filtracdo em membrana de nitrocelulose de 0,22 um, aliquotar e manter a -20°C.

Desta mistura usar 1 ml para cada 100 ml de meio de cultura.

7. Anfotericina B (fungizona)
Anfotericina B 5mg
Agua destilada e deionizada estéril g.s.p 20 ml

Esterilizar por filtracdo em membrana de nitrocelulose de 0,22 um, aliquotar e

manter a -20°C. Usar 1 ml para cada 100 ml de meio de cultura.

8. Tampéao fosfato-salina (PBS), pH 7,3

Cloreto de sodio 8,09
Fosfato dibésico de sodio 091g
Fosfato monobésico de potassio 0,12 g
Cloreto de potéassio 0,20¢g
Agua destilada qg.s.p 1000 ml
Ajustar o pH com Acido cloridrico 1N e esterilizar por autoclavagdo a 120°C por 15
min.

9. Tripsina cristalina (Estoque)

Tripsina cristalina 1 mg
PBS, pH 7,3 g.s.p 100 mi

Esterilizar por filtracdo em membrana de nitrocelulose (0,2 um) e estocar a -20°C.

10. Solucéo de Glicerina Tamponada a 50%, pH 7,3
Glicerol 10 mi
PBS, pH 7,3 qg.s.p 20 ml



58

11. Solucao tampéo de tris-HCI pH 7,3 adicionado de Cloreto de Calcio (10

vezes concentrado)

Tris hidroximetilaminometano 1219
Cloreto de célcio 2,2 ¢
Agua deionizada g.s.p. 1000 ml

Ajustar para pH 7,3 com HCI concentrado antes de completar o volume final do

tampé&o. Autoclavar a 120°C por 20 min. Conservar a 4°C.

12.  Mistura fenol/cloroférmio (V/V)

Fenol bidestilado 50 mi
Cloroférmio 50 ml
A mistura foi homogeneizada, saturada com tamp&o Tris/HCI/Ca™ pH 7,3 e

conservada a -20°C.

13. Solucéao D (isotiocianato de guanidina)

Isotiocianato de guanidina 70,92¢g
Citrato de sodio (pH-7) 1,19
Sarcosil 0,75g
2-mercaptoetanol 1,04 ml
Agua destilada g.s.p. 100 ml

14. Acetato de sddio
Acetato de sédio 0,549
Agua destilada g.s.p. 100 ml

15. SDS 0,5%

SDS 0,5 3ml
Azul de bromofenol a 1% 0,1 ml
Glicerol 1ml
Agua destilada g.s.p. 10 ml

16. Dietilpirocarbonato (DEP-C)
DEP-C 1ml
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Agua destilada g.s.p. 1000 ml

17. Solugdes para EGPA

17.1 Solucéo A (50% acrilamida; 1,3 tetra-metilenobisacrilamida)

Acrilamida 509
1,3 tetra-metilenobisacrilamida 1,39
Agua destilada g.s.p. 100 ml

17.2 Solucédo B (tampéo para gel separador) [4x] 3,5M Tris/HCI; pH8,8
Tris-hidroximetilaminometano 18,17 g
Agua destilada g.s.p. 100 ml
Ajustar para pH 8,8 com HCI 12N.

17.3 Solucédo C (tampéo para gel concentrador) [4x] 0,5 M Tris/HCI; pH6,8
Tris-hidroximetilaminometano 6,06 g
Agua destilada g.s.p. 100 ml
Ajustar para pH 6,8 com HCI 12N.

17.4 Persulfato de amoénio a 2%
Persulfato de amoénio 200 mg
Agua destilada g.s.p. 10 ml

Preparar a solucéo, aliquotar e manter a -20°C.

17.5 Tampdao para reservatoério [4x] concentrado (0,1 M tri; 0,83 M Glicina, pH

8,3)
Tris-hidroximetilenoaminometano 12 g
Glicina 56,6 g
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

Ajustar para pH 8,3 com HCI 12N.

17.6 Solucdo de tampao dissociante (0,0625 Tris/HCI, pH 6,8; 5M uréia; 5% de
2-mercaptoetanol; 3% de duodecilsulfato de sodio; 0,01% de azul de
bromofenol; 10% de glicerol).

Uréia 39
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2-mercaptoetanol 0,50 ml
SDS a 10% 3ml
Tris-HCI 0,5M pH 6,8 (sol.C) 1,25 mi
Azul de bromofenol a 1% 0,10 ml
Glicerol 1ml
Agua destilada q.s.p. 10 ml

18. Solucdes para ensaio de plague
18.1 Meio 2X concentrado

Meio DMEM 3,49
Bicarbonato de sodio 40 ml
Agua bidestilada e deionizada g.s.p. 500 ml

Antes da filtracdo esterilizante em membrana filtrante de 0,22 pum, o pH do meio foi

ajustado a 7,4.

18.2 Agarose 1,5%

Agarose 1509
Agua bidestilada e deionizada g.s.p. 100 mi
Preparar solugcdo em temperatura elevada (acima de 46°C), facilitando a dissolugéo.
Aliquotar e autoclavar (15 min/121°C).

18.3 Formaldeido 10% (PBS)
Formaldeido 10 ml

PBS g.s.p. 1000 ml

18.4 Solucéo alcodlica de cristal violeta a 0,5%

Cristal Violeta 0549
Formalina a 1% 5ml
Etanol a 20% qg.s.p 100 mi

Dissolver o cristal violeta na solucdo alcodlica e adicionar ao final a formalina.

Manter a solucdo em frasco escuro.



Anexo 2

Reagentes

61



Anexo 2 — Reagentes

2-Mercaptoetanol, P.A.
Acetona

Acido acético glacial, P.A
Acrilamida

Agarose tipo V
Anfotericina B

Azul de bromofenol, P.A.
Bicarbonato de sodio
Bisacrilamida

Cloreto de potassio, P.A.
Cloreto de sédio, P.A.
Cristal violeta

Duodecilsulfato de sédio

Acido etileno diaminotetracético (E.D.T.A)

Etanol absoluto, P.A.

Formaldeido

Fosfato dibasico de sodio, P.A.
Fosfato Monobasico de potassio anidro, P.A.

Fosfato monobasico de saodio, H,0, P.A.

Glicerol, P.A.
Glicina
Hidroxido de sédio

Kit RNAgents Total Isolation System

L-Glutamina

Meio Dulbecco Modificado por Eagle (DMEM)
Membrana Filtrante 0,22 pm

Metanol, P.A.

Nitrato de prata

N-N-N-N-tetrametilenodiamino (TEMED)

Penicilina G potassica

Persulfato de amonio, P.A.
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Merck
Merck
Sinth
Sigma
Sigma
Bristol Meyers Squibb
Reagen
Synth
Sigma
Reagen
Reagen
Nuclear
Merck
Sigma
Merck
Bioquimica
Vetec
J.T.Baker
Riedel
Reagen
Sunth
Merck
PRomega
Sigma
Gibco
MFS
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck

Soro de coelho anti IgG de camundongo conjugado com FITC Sigma



Soro fetal bovino

Sulfato de estreptomicina
Tripsina 1:250

Tripsina cristalina

Tris hidroximetinometano, P.A.

Uréia, P.A.
Vermelho de fenol
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Gibco BRL
Sigma
Reagen
Gibco
Riedel
Quimis
Sigma
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