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RESUMO

Os fobmites desempenham um papel importante na disseminacdo de diferentes
patdgenos, em ambientes hospitalares. Atualmente, o Programa Nacional de
Controle de Infecgcéo Hospitalar (PCIH) dispbe sobre a obrigatoriedade dos hospitais
manterem uma Comissdo de Controle de Infeccdes Hospitalares (CCIH) para
execucao do controle das infeccbes adquiridas durante as hospitalizacdes. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o papel de virus gastroentéricos, nao
incluido nestas normas, como potenciais marcadores biolégicos de contaminacgao
hospitalar. Com este propdsito foram realizados estudos para demonstrar a
disseminacdo e a infecciosidade de rotavirus da espécie A (RVA) e adenovirus
humanos (HAdV) em superficies e fomites de unidades de tratamentos intensivos
(UTI) adulto e neonatal e enfermaria pediatrica da rede privada e publica. O
primeiro estudo realizado em uma UTI de adultos detectou HAdV em 44,7%
(63/141) dos fomites investigados com carga viral variando entre 2,48 x 10* e 2,1 x
10° coépias gendmicas por mililitro (gc/mL), incluindo uma contaminacdo mista com
HAdV e RVA. Pode-se observar uma diminuicdo significativa no percentual de
deteccdo de HAdV (p <0,05) a partir de intervencdes realizadas no processo de
limpeza e desinfecgéo da UTI de adultos da rede privada. Embora a deteccéo de
HAdV tenha sido significativamente maior (p <0,05) que RVA nos primeiros dois
meses do estudo, os RVA apresentaram uma maior carga viral. Tanto os HAdV
guanto os RVA coletados dos fomites hospitalares puderam ser isolados em cultura
celular, indicando que os virus permanecem infecciosos nessas superficies, apesar
dos processos de desinfeccdo utilizados. Os dados referentes as unidades
hospitalares infantis da rede publica revelaram uma maior taxa de deteccdo de
HAdV [26,6% (128/480)] quando comparada com RVA [3,4% (16/480)] (p <0,001).
Na unidade de terapia intensiva neonatal, 4,5% (7/156) das amostras foram
positivas. Na enfermaria pediatrica, 42,3% foram positivas (137/324), sendo 4,3%
(14/324) RVA positivas e 38% (123/324) HAdV positivas. Realizou-se uma
avaliacdo da metodologia utilizada, determinando a recuperacéo de virus a partir de
superficies porosas (férmica porosa e emborrachado) e ndo porosas (formica lisa).
A metodologia de amostragem por swab utilizada para coleta das amostras a partir
dos fémites foi avaliada e a andlise por PCR quantitativa (QPCR) revelou uma
eficiéncia de recuperacédo variavel, entre 0,6 e 77% de acordo com 0s virus e as
superficies testadas. PP7 e MNV-1 foram recuperados em 100% das superficies (P
e NP) contaminadas artificialmente e indicou o MNV-1 como potencial controle
interno para 0 monitoramento de todas as etapas da metodologia utilizada.
Concluindo, os resultados apontam os HAdV como potenciais marcadores de
contaminacao hospitalar, uma vez que: i) as superficies analisadas apresentaram
uma maior contaminacao por estes virus; ii) foi comprovada a infecciosidade destas
amostras; iii) esses virus podem ser isolados mais facilmente em culturas celulares.
O monitoramento de fémites hospitalares mostra-se fundamental para demonstrar a
dispersédo dos virus no ambiente hospitalar, podendo contribuir de forma mais eficaz
na avaliacdo da qualidade microbiolégica dos ambientes hospitalares, na elucidacéo
de surtos hospitalares e, principalmente, na tomada de medidas eficazes para a
prevencao e tratamento de doentes.

Palavras-chaves: rotavirus A, adenovirus humano, fomites hospitalares,
metodologias de amostragem por swab.
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ABSTRACT

Hospital fomites can play an important role in the spread of pathogens such as
gastroenteric virus. Currently, the National Program of Hospital Infection Control
requires hospitals to maintain a Committee of Nosocomial Infection Control for
preventing infections acquired during hospitalization. In this context, the aim of this
study was to evaluate the role of gastroenteric viruses as potential biomarkers of
hospital contamination. For this purpose studies were performed to demonstrate the
spread and infectivity of rotavirus species A (RVA) and human adenoviruses (HAdV)
on surfaces and fomites of two hospitals: one private and one public, including adult,
neonatal-Intensive care units (ICU) and pediatric ward. The first study conducted in
an adult ICU, detected HAdV in 44.7% (63/141) of investigated fomites, with the
viral load ranging from 2.48 x 10" to 2.1 x 10® genomic copies per milliliter (gc/mL),
including a mixed contamination with HAdV and RVA. Furthermore, it can be
observed a significant decrease in the percentage of detection of HAdV (p <0.05)
from the cleaning and disinfection interventions of the adult ICU, similar to that
previously observed for RVA. Although the detection of HAdV was significantly
higher (p <0.05) than the RVA at the first two months of the study, the RVA showed
a higher viral load. Both the RVA as HAdV collected from hospital fomites could be
isolated in cell culture, indicating that those viruses remain infectious at this surfaces
despite the disinfection processes used. Data regarding pediatric's public hospitals
revealed a higher detection rate of HAdV [26.6% (128/480)] compared to RVA [3.4%
(16/480)] (p <0.001). Only 4.5% (7/156) of the samples were positive in the neonatal
intensive care unit. In the pediatric ward, 42.3% were positive (137/324), 4.3%
(14/324) RVA positive samples and 38% (123/324) HAdV positive samples.
Additionally, it was performed an evaluation of the methodology used in this study,
determining the recovery of virus from porous surfaces (porous formica and rubber)
and nonporous (nonporous formica) using murine norovirus 1 (MNV-1) and
bacteriophage PP7 as internal process controls. The swab sampling methodology
used for collecting samples from fomites was evaluated, quantitative PCR (qPCR)
showed variable recovery efficiency, between 0.6 and 77% according to viruses and
surfaces tested. PP7 and MNV-1 were recovered in 100% of the artificially
contaminated surfaces (P and NP), and the MNV-1 was indicated as a potential
internal control to monitor all stages of the methodology. In conclusion, the results
indicate the HAdV as potential markers of nosocomial infection, since: i) the studied
surfaces showed greater HAdV contamination; ii) the infectivity of these samples
was proven; iii) these viruses can be more easily isolated in cell cultures. Therefore,
the monitoring of hospital fomites proven to be crucial and helps to enhance the
dispersion of the virus in the hospital environment, and could contribute more
effectively in the evaluation of the microbiological quality of the hospital environment,
at the elucidation of hospital outbreaks, and especially in the measured of prevention
and treatment of patients.

Keywords: rotavirus A, human adenovirus, hospital fomites, swab sampling

methodologies.
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1. Introducéo

1.1.Infeccao hospitalar

A Infeccado hospitalar (IH) é aquela adquirida durante a hospitalizacdo, estando
ausente ou em periodo de incubacdo na ocasido da admissdo do paciente. S&o
diagnosticadas, em geral, a partir de 48 horas apds a internacdo, aumentam o tempo
de hospitalizagéo do paciente, elevando o custo do tratamento, e sdo consideradas as
principais causas de morbidade e de mortalidade em todo o mundo. No Brasil, segundo
o0 Ministério da Saude, a taxa média de IH ocorre em torno de 15% dos casos,
enquanto nos EUA e na Europa ocorre em aproximadamente 10% (ANVISA, 2004).

Diferentes microrganismos como bactérias, fungos e virus causam IH. No entanto,
0 grupo de patégenos mais pesquisados € o das bactérias, que constituem a flora
humana e que normalmente ndo trazem risco a individuos saudaveis. Os virus que
sempre foram negligenciados, atualmente sdo associados as IH, entre eles os
citomegalovirus, os herpes simplex e o virus sincicial respiratério (ANVISA, 2004).

Os patdgenos gue ocasionam IH sdo transmitidos ao individuo por veiculos como
maos, secrecdo salivar, fluidos corpéreos, ar e materiais contaminados, como por
exemplo, equipamentos e instrumentos utilizados em procedimentos médicos,
principalmente os invasivos (ANVISA 2004).

Os principais fatores que influenciam na aquisicdo de uma infec¢cdo séo: status
imunoldgico, idade do paciente (recém-nascidos e idosos sdo 0s mais vulneraveis), uso
abusivo de antibidticos, procedimentos médicos, immunosupressao e falhas nos
procedimentos de controle de infecgao (ANVISA, 2004).

Recentemente, foi sugerida a mudanga do termo IH por Infec¢cées Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS), que reflete melhor o risco de aquisicdo dessas infec¢des
(ANVISA, 2004).

Apesar de muitos esforgos, o Brasil ainda enfrenta uma realidade adversa daquilo
gue se pode julgar satisfatério para evitar a IH: caréncia de recursos humanos e
materiais nas instituicbes de saude (principalmente nas publicas); auséncia de

Comisséo de Controle de Infeccbes Hospitalares (CCIH) atuantes em grande parte dos
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hospitais ou ainda, profissionais exercendo a fungcdo sem conhecimento adequado da
atividade. Estes fatores resultam em elevadas taxas de IH, ocorréncia de surtos nao
detectados em bercarios e unidades de terapia intensiva, emergéncia de bactérias
resistentes a diversos antibiéticos e elevado risco ocupacional (ANVISA, 2004).

As atividades do Programa Nacional de Controle de Infeccdo Hospitalar (PCIH)
foram delineadas pela Lei n° 9431, de 6 de janeiro de 1997, que dispbe sobre a
obrigatoriedade dos hospitais manterem um Programa de Infec¢cOes Hospitalares e
criarem uma CCIH para execucao deste controle (ANVISA, 2004).

No Brasil, as primeiras CCIH surgiram na década de 1960 (Fernandes, 2000) e
com o0 movimento continuo de profissionais envolvidos na area evoluiu-se
gradativamente para a concepcdo das IRAS como um problema de saude publica.
Assim, em 15 de agosto de 2012, a ANVISA publicou a Portaria n® 1.218/2012 que
instituiu a Comissdo Nacional de Prevencdo e Controle de Infeccdo Relacionada a
Assisténcia a Saude — CNCIRAS que tem a finalidade de assessorar a Diretoria
Colegiada na elaboracéo de diretrizes, normas e medidas para prevencao de IRAS.

Esta Comissédo é formada por representantes da ANVISA, do Ministério da Saude,
das Coordenacdes Estaduais/Distritais e Municipais de Controle de Infeccdo Hospitalar,
por especialistas em controle de infeccdo hospitalar, entidades representativas de
infectologistas e profissionais que atuam com o0 controle de infeccdo hospitalar e
Universidades. Uma das principais atividades da CNCIRAS foi a elaboracdo do
Programa Nacional de Prevencédo e Controle de Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia
a Saude - PNPCIRAS. O objetivo geral do Programa € reduzir, em ambito nacional, a
incidéncia de IRAS e resisténcia microbiana (ANVISA, 2014).

1.2. Transmissao viral e meio ambiente

Durante séculos, pensava-se que as doencas virais fossem disseminadas pelo
contato direto com o0 paciente ou por via aérea e que 0 ambiente tivesse pouco ou
nenhum papel na transmissdo das doencas. Devido ao entendimento de que as
infeccbes hospitalares ndo estavam relacionadas com a contaminagao microbiana das

superficies, até 1987, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e o

15


http://e-legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=587

American Hospital Association focavam apenas no diagndstico dos pacientes. Ao longo
dos anos os estudos mudaram as perspectivas sobre a transmissao viral e integraram
um modelo multifatorial mais complexo de propagacgéo da doenca, incluindo o ambiente
contaminado (Boone & Gerba, 2007).

Assim, a transmissdo viral de uma pessoa infectada para um novo hospedeiro
pode ocorrer por vias diretas ou indiretas. As superficies podem ser contaminadas
diretamente pelo contato com secrec¢des e fluidos corporais ou indiretamente pela
transferéncia de virus por outros veiculos (Figura 1). A deposi¢céo por decantacdo de
aerossois ou contato com fluidos contaminados por virus sdo evidentes; enquanto que
as transferéncias, que podem ocorrer entre os diferentes tipos de superficies, ndo séo
tdo notdrias (Sattar, 2004).

Fonte de virus +

I Insetos

Superficie/ < » J
fomites Aguas Alimentos
h 4 —_— |
<
Dispositivos
médicos h e Maos e
Ar
h
E Hospedeiro suscetivel ;

Figura 1: Esquema representativo do veiculo de disseminacgao direta e indireta de

infeccédo viral nosocomial (Adaptado de Sattar, 2004).

Uma vez que uma superficie estd contaminada, a transferéncia de particulas virais

infecciosas pode facilmente ocorrer entre objetos inanimados ou animados, como por
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exemplo, de méaos e/ou superficies de trabalho para comida ou diretamente da méo a
boca (Goldmann 2000; Marks et al., 2000; Rzezutka et al., 2004). A rapida propagacao
de infeccdes virais através de superficies contaminadas € comum e, especialmente, em
estabelecimentos fechados como escolas, creches, asilos, escritérios comerciais,
hospitais ou sistemas de transportes publicos, com pessoas aglomeradas/confinadas
(Barker et al., 2001).

Durante a transmissao indireta, as superficies contaminadas podem desempenhar
um papel importante, embora este tipo de transmissdo seja dependente de Varios
fatores, que incluem a quantidade de particulas virais presentes nas superficies, a sua
estabilidade no ambiente, o potencial de se dissipar dentro de um ambiente fechado,
bem como a interacdo do virus e o organismo hospedeiro. Um grande numero de
particulas virais pode ser eliminado através de varios fluidos corporais, incluindo
sangue, fezes, vomito, saliva, urina e secre¢des respiratorias, oriundas de pessoas
infectadas ou portadoras de um virus. Quanto mais particulas virais forem eliminadas,
maiores as chances dos virus manterem sua infecciosidade e assim infectar um novo
organismo hospedeiro (Rzezutka & Cook, 2004).

Atualmente, estudos vém demonstrando que as particulas virais podem persistir
por periodos prolongados em superficies, tais como dispositivos médicos, fémites ou
pele humana (Sattar et al. 1986; Abad et al. 2001; Todd et al. 2009), sugerindo que
estes desempenhem um papel importante na disseminacdo hospitalar de patégenos
virais, respiratorios e entéricos (Sattar & Springthorpe, 1996; Gallimore et al., 2004,
2005, 2006; Ramani et al., 2008; Carducci et al., 2011).

A disseminacdo dos virus geralmente comeca antes do aparecimento dos
sintomas clinicos e permanece durante varios dias ap0s o desaparecimento dos
mesmos. A quantidade real de disseminacdo dos virus varia consideravelmente
dependendo do tempo de infeccdo e do virus em questéo (Sattar, 2004).

O potencial de propagacéo viral através de superficies contaminadas depende
particularmente da capacidade do virus em manter sua infecciosidade (Boone e Gerba
2007). Esta é afetada por uma combinacdo de fatores biolégicos e fisico-quimicos
(Figura 2) (Vasickova et al., 2010). Mesmo que alguns virus tenham uma baixa

capacidade de permanecer infecciosos no ambiente, a baixa dose infecciosa sugere
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gue estes virus sdo capazes de persistir em numero suficiente para atuar como uma
fonte de infec¢do por vérios dias, semanas ou, em alguns casos, meses (Barker et al.
2001; Boone & Gerba, 2007). Até o momento, ndo existem informacfes completas a
respeito da influéncia do ambiente em todos os virus e sua estabilidade em condi¢cfes
externas. A maioria dos estudos abordou apenas alguns virus alvos e com condicfes
experimentais e métodos diversos, dificultando a analise de suas conclusdes (Carter,
2005).
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Figura 2: Fatores biolégicos, fisicos e quimicos que podem influenciar na

inativacdo dos virus (Adaptado de Vasickova et al., 2010).

Um dos aspectos mais importantes, que afeta a estabilidade e a persisténcia dos
virus no meio ambiente € a presenca de um envelope viral que ajuda a manter a
infecciosidade destes no meio. Os virus ndo envelopados sdo menos sensiveis aos
solventes organicos e tém uma maior resisténcia a secagem ou métodos de
dessecacéo e, por conseguinte, sdo mais disseminados do que os virus envelopados,
gue sdo menos estaveis no ambiente (Vasickova et al., 2010).

A estabilidade das particulas virais no ambiente, em geral, € inversamente
proporcional a temperatura do ar. As particulas virais sdo capazes de persistir de dias a
meses ao longo de um intervalo de temperaturas do meio ambiente, e podem ser
preservadas por congelacéo ou refrigeracao (Cliver, 2009).

A umidade relativa do ar (UR) também tem um efeito relevante sobre a

infecciosidade dos virus e seu efeito € modulado pela temperatura do ar. Em geral, os
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virus envelopados tendem a ser mais persistentes em UR mais baixa, enquanto que os
virus ndo envelopados sdo mais estaveis em um ambiente cuja UR é mais elevada
(Assar & Block 2000; Moce-Llivina et al. 2006). Acredita-se que a estabilidade dos virus
envelopados em superficies inanimadas € maior quando os niveis de UR encontram-se
abaixo de 50%. Por outro lado, os niveis de UR mais elevada que 80% s&o
considerados como sendo mais benéficos para a infecciosidade dos virus néo
envelopados. No entanto, h4 excec¢bes: estudos tém demonstrado que o virus da
hepatite A (HAV) é capaz de manter sua infecciosidade a baixos niveis de UR, em
contraste com 0s outros patdégenos virais (Mbithi et al., 1991; Stine et al., 2005). No
entanto, Abad et al. (1994) constataram que a infecciosidade de HAV foi maior em alta
UR.

Uma vez que a superficie foi contaminada, ela pode ser a fonte de contaminacéo de
outras superficies animadas ou inanimadas, como por exemplo, macanetas e maos. As
maos sdo importantes fontes de contaminacdo das superficies e féomites. Particulas
virais infecciosas tém sido detectadas em amostras coletadas de mé&os naturalmente
contaminadas de profissionais de saude e de fomites (Carducci et al., 2002; Piednoir et
al.,, 2002; Gallimore et al., 2004, 2005, 2006, Ramani et al.,, 2008), e podem
permanecer viaveis por varias horas nas maos. Por outro lado, podem permanecer
muito mais tempo em superficies ambientais, uma vez que estas sdo, em geral,
higienizadas menos vezes que as maos (Sattar & Springthorpe, 1996; Kramer et al.,
2006). Estudos mostraram que pelo menos 14 pessoas podem ser contaminadas ou
infectadas por tocar uma macganeta de porta contaminada e a transmissao sucessiva do
virus de uma pessoa para outra pode ocorrer pelo contato de até seis pessoas (Von
Rheinbaben et al., 2000). Verificou-se também que os dedos contaminados podem
subsequentemente transferir particulas virais para até sete superficies limpas (Barker et
al. 2004).

1.3.Virus gastroentéricos

Aproximadamente mil virus diferentes sdo conhecidos por infectar os seres

humanos, sendo as doencas virais mais prevalentes produzidas por virus entéricos e
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respiratorios (Barker et al., 2001), onde os fomites desempenham um importante papel
na disseminagao viral (Barker et al., 2004; Winther et al., 2006; Wu et al., 2005). Os
virus sé@o responséveis por cerca de 30-40% dos casos de gastroenterites infecciosas
(Vasickova et al.,2010).

Os virus que infectam um organismo hospedeiro por via gastrointestinal sao
excretados nas fezes e podem também estar presentes no vomito (Seymour &
Appleton, 2001). Apresentam resisténcia ao sistema gastrointestinal e, normalmente,
sdo excretados em numeros elevados e apresentam grande estabilidade no ambiente
(Vasickova et al., 2010). Os virus excretados pela via fecal sdo, em geral, nao
envelopados, o que lhes confere elevada resisténcia as condicdbes ambientais
adversas. Embora néo se multipliquem quando estéo dispersos no ambiente por serem
parasitos intracelulares obrigatorios, os virus ndo envelopados sdo geralmente mais
resistentes as intempéries do que outros microrganismos, bem como aos métodos
fisicos e quimicos utilizados na desinfec¢cdo dos ambientes.

Os virus entéricos ndo envelopados como rotavirus da espécie A (RVA) e
adenovirus humanos (HAdV) sao capazes de permanecer viaveis por longos periodos
(Quadro 1), resistindo as condicbes ambientais desfavoraveis ou letais para outros
microrganismos, tais como extremos de pH e temperaturas elevadas (Ley et al., 2002;
Griffin et al., 2008). Em contraste, virus respiratorios envelopados geralmente
permanecem infecciosos por periodos mais curtos (Duizer et al. 2004).

Em todo o mundo, os RVA sdo os mais importantes patdégenos causadores de
doencas diarreicas em criancas, gerando surtos em hospitais, creches, escolas e lares
de idosos (Hota, 2014). Esses virus sdo eliminados em altas concentracdes, que
variam de 10° a 10™ particulas virais por grama de amostra fecal (Farthing, 1989) e
devido a sua estabilidade no ambiente, sua ubiquidade e sua dose minima infecciosa (1
a 10 particulas) tém sua transmissédo facilitada, podendo permanecer durante varios
meses em superficies (Quadro 1), resistindo as intempéries (Payne et al., 2008).

Particulas infecciosas de RVA foram recuperadas de méos e de varias superficies e
fébmites. O contato ocasional pode levar a transferéncia desses virus de superficies

contaminadas para superficies limpas. Assim, superficies animadas e/ou inanimadas
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podem desempenhar um papel complementar na propagacao desses virus (Sattar et
al., 1994).

Os HAdV podem manter a infecciosidade no ambiente extra-celular por periodos
prolongados (Quadro 1). Estes virus sdo estaveis na presenca de diferentes agentes
fisicos e quimicos, assim como condicbes adversas de pH e temperatura (Mena;
Gerba, 2009). De acordo com Thurston-Enriquez et al. (2003), por estes virus
apresentarem um genoma de DNA dupla fita, sdo capazes de utilizar o sistema de
reparo de DNA de células hospedeiras, o que pode prolongar a sua infecciosidade no

ambiente e aumentar a sua resisténcia a inativacao pela luz ultravioleta (UV).
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Quadro 1: Estabilidade dos virus em superficies secas (Adaptado de Kramer et

al., 2006).
Familia Virus Periodo de persisténcia
(intervalo)
Adenoviridae Adenovirus 7 dias — 90 dias
Astroviridae Astrovirus 7 dias — 90 dias

Caliciviridae Norovirus e calicivirus felino 8 horas — 7 dias
Coronaviridae Coronavirus 3 horas

SARS virus 72 — 96 horas
Hepadnaviridae | Virus da Hepatite B > 7 dias
Herpesviridae Citomegalovirus 8 horas

Virus Herpes Simplex 1 e 2

4 horas e trinta minutos— 56

dias
Orthomyxoviridae | Virus da Influenza 1 -2 dias
Papillomaviridae | Papilomavirus 16 > 7 dias
Paramyxoviridae | Virus Sincicial Respiratorio > 6 horas
Parvoviridae Parvovirus >1 ano
Picornaviridae Coxsackievirus > 14 dias
Echovirus 7 dias

Virus da Hepatite A

2 horas — 60 dias

Poliovirus 1 4 horas - < 8 dias
Poliovirus 2 1 dia — 56 dias
Rhinovirus 2 horas — 7 dias
Poxiviridae Vacciniavirus 21 dias - > 20 semanas
Reoviridae Rotavirus 6 — 60 dias
Retroviridae Virus da Imunodeficiéncia Humana | > 7 dias
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1.3.1. Rotavirus

Bishop e colaboradores (1973) realizaram por microscopia eletronica (ME) a
primeira identificacdo de particulas virais em células da mucosa intestinal. Medindo
entre 67 e 87nm de didmetro e semelhantes a familia Reoviridae estes virus receberam
o nome de Orbivirus-like agent. Particulas virais semelhantes foram também
observadas pela ME por Flewett e colaboradores (1973) em fezes de criangas com
diarreia aguda. Em 1978, foi proposto que estes virus constituissem um novo género,
Rotavirus, dentro da familia Reoviridae (Flewett & Wood, 1978), por apresentarem a
ME a morfologia de uma “roda”.

No Brasil, os RV foram descritos pela primeira vez por Linhares e colaboradores
(1977) ao examinarem fezes de criangas com gastroenterite aguda (GA) por ME. De
acordo com o 9° Informe do Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV 2012), os
determinantes antigénicos de grupo conferidos pela proteina VP6 permitem a
classificacdo dos RV em cinco espécies sorologicas: Rotavirus da espécie A (RVA), B
(RVB), C (RVC), D (RVD) e E (RVE) (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp.
Acesso em 16/09/2014 as 14h00min), além de trés tentativas adicionais de espécies:
Rotavirus da espécie F (RVF), G (RVG) e H (RVH) (Van Regenmortel et al., 2005; Ball,
2005; Johne et al., 2011; Matthijnssens et al., 2011; Patton, 2012; Estes & Greenberg,
2013).

Os RVA sdo virus ndo envelopados, de simetria icosaédrica e as particulas virais
infecciosas (virion) sdo constituidas por trés camadas proteicas e apresentam
aproximadamente 100 nandmetros (nm) de diametro (Figura 3). A camada proteica
interna, ou cerne viral, € composta por 120 copias da proteina VP2. A regido terminal
da proteina VP2 esta livre e acredita-se que esta regido esteja em contato com o
complexo da polimerase viral composto pelas proteinas VP1 (RNA polimerase — RNA
dependente) e VP3 (enzima responséavel pela adicdo de um CAP no RNA) (McClain et
al., 2010). A camada intermediaria € constituida por 260 trimeros da proteina VP6 que
permitem estabilidade ao cerne interno; além de funcionar como um adaptador para a
camada externa que € essencial para a adsor¢do e entrada do virus na célula. Esta

tltima camada é composta por 260 trimeros da glicoproteina VP7, diretamente
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posicionados sobre os trimeros da proteina VP6. Os trimeros de VP7 sdo dependentes
de fons calcio (Ca®"), os quais mantém a estabilidade destes. Se estendendo da
camada formada pela proteina VP7, encontram-se 60 trimeros formados pela proteina
VP4, que apresenta diferentes mudancgas conformacionais durante a penetracdo na

membrana da célula hospedeira (Patton, 2012).

vz EEvPs VP []vP7

Figura 3: Estrutura do virion dos rotavirus da espécie A. A) Esquema da estrutura

do virion; B) Camada proteica tripla; C) Esquema da estrutura da proteina VP4
(Adaptado de Patton, 2012).

O genoma completo dos RVA contém aproximadamente 18.552 pares de bases
(pb), sendo consistuido por 11 segmentos de &cido ribonucleico de dupla fita (RNAdf)
gue variam em tamanho de 667 a 3302 pares de bases (pb), codificando seis proteinas
estruturais (VP1-4, VP6-7) e cinco ou seis proteinas nao estruturais (NSP1-6),

conforme demonstrado na Figura 4 (Estes & Kapikian, 2007).
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Figura 4. Esquema estrutural do genoma e particulas virais dos rotavirus. A:
Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) dos 11 segmentos do genoma do
rotavirus A simio (SA-11). B: Gel de poliacrilamida mostrando a separacdo das
proteinas ndo estruturais (NSP1 — NSP6) e estruturais (VP1 — VP4, VP6 - VP7)
sintetizadas pelo rotavirus SA-11. C: Micrografia eletrénica de rotavirus A. D:
Reconstrucdo em 3D do virion SA-11, mostrando a localizacdo das proteinas

estruturais (Adaptada de Conner & Ramig, 1997).

A fase de leitura aberta (ORF, do inglés Open Reading Frame) esta flanqueada
pelas regides ndo codificantes 3" e 5° que podem variar em comprimento, mas que
apresentam em comum pequenas sequéncias nucleotidicas, que sao importantes
sinais para a transcricéo, transporte de RNA, replicacdo, montagem ou empacotamento
dos segmentos genbémicos (Patton & Spencer, 2000; Estes & Kapikian, 2007) (Figura
5). Os RNAdf estdo pareados do comeco ao fim e a fita positiva contém na regido 5" a
sequéncia CAP. Todos os 11 segmentos devem apresentar oS mesmos sinais de

ativacdo em cis ja que sao todos replicados pela mesma polimerase. Além disso, cada
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segmento deve conter um sinal Unico porque estes devem ser distinguidos um dos

outros durante o empacotamento (Estes & Greenberg, 2013).

9—49pb 17—182pb
S S
AA A AA A GUGA
GGC yuYuhuu uYucuct©

Figura 5: Esquema da organizacao geral dos segmentos génicos de rotavirus da
espécie A. Abreviacdes: A, Adenina; C, Citosina; G, Guanina; U, Uracila; ORF, do

inglés Open Reading Frame; pb, pares de bases.

Os RVA sédo os principais agentes etiolégicos causadores de GA em criangas e
jovens, e estima-se que ocorram aproximadamente 196.000 mortes por ano
mundialmente (Walker et al., 2013). Em 2006 e 2007 a Organizacdo Pan Americana da
Saude (OPAS) e o Grupo de Assessoria Estratégica de Especialistas em Imunizacao
(SAGE, do inglés: Strategic Advisory Group of Experts on Immunization) da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), declararam que a introducdo de uma vacina
RVA era prioridade nas Américas com a meta de prevenir as mortes e hospitalizacbes
causadas por este virus (WHO, 2009). Duas vacinas RVA foram recomendadas pela
OMS: i) a vacina monovalente Rotarix® (RV1) (GlaxoSmithKline (GSK), Rixensart,
Bélgica): ii) a vacina pentavalente RotaTeq® (RV5) (Merck, North Wales, PE, EUA).

Estudos realizados no Brasil demostraram uma redugdo de 17% e 22% nas
hospitalizagbes e taxas de mortalidade, respectivamente, em 2009. Esta reducao foi

mais acentuada nas regides Norte e Nordeste do pais, onde as condi¢cdes soécio-
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econdmicas sdo mais precarias que em outras regides, comprovando a importancia da
vacinacdo-RVA (do Carmo et al., 2011).

Os RVA séao altamente infecciosos e adaptados ao hospedeiro, podendo infectar
igualmente o homem e animais (Franco et al., 2006). A transmissao deste virus é feita
pela via fecal-oral. Ap6s um periodo de incubac&o que varia entre dois e quatro dias, 0s
sintomas geralmente comecam abruptamente com febre e vémitos, seguidos de
diarreia aquosa que pode durar de trés a oito dias (Staat et al., 2002; Lee et al., 2008).

A doenca provocada pelos RVA é mais frequente em criangas entre trés e 36
meses de idade, e acredita-se que multiplas infeccbes ocorram ao longo da vida e que
por causa da imunidade adquirida nestes episodios, as criancas com idade mais
avancada e os adultos sofram com episddios menos graves e/ou assintomaticos
(Anderson & Weber, 2004).

1.3.2. Adenovirus humanos (HAdV)

Os adenovirus (AdV) foram primeiramente isolados por Rowe e colaboradores
(1953) quando tentavam estabelecer uma linhagem celular de tecido de adenoide,
removido cirurgicamente de criancas e de recrutas militares com doencas febris.
Estudando uma epidemia de doenca respiratéria em recrutas, Hillerman e Werner
(1954) descreveram um agente similar, que induzia efeito citopatico (ECP) em cultura
de células humanas. Esses agentes foram denominados AdV por Enders e
colaboradores (1956).

De acordo com o Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus (ICTV, 2012), os
AdV pertencem a familia Adenoviridae que esta subdividida nos géneros
Mastadenovirus (virus que infectam humanos, simios, bovinos, equinos, caninos,
suinos, ovinos e roedores), Aviadenovirus (aves em geral), Atadenovirus (cervos, patos
e répteis), Siadenovirus (anfibios e perus) e Ichtadenovirus (peixes).

Os HAdV séao virus ndo envelopados com genoma de DNA dupla fita linear, com
26 a 45 Kpb (Russell, 2009, Smith et al., 2010). O capsideo icosaédrico (vinte faces
triangulares e doze vértices) possui diametro de 70 a 100 nm. A particula viral é

constituida por 11 proteinas, denominadas polipeptideos (ll, IlI, llla, 1V, V, VI, VII, VIII,
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IX, X e TP). Estas proteinas sdo numeradas com relacdo a sua migracdo em EGPA
(Figura 6). Das 11 proteinas, sete compdem o capsideo viral (11, lll, llla, 1V, VI, VI, IX),
gue contém 252 capsdmeros, das quais 240 sdo constituidas pela proteina hexon (PIl),
compondo as faces do icosaedro, e os 12 restantes sdo compostos pelas proteinas
penton-base (Plll) e fibra (P1V) (Figura 6). Cada penton projeta uma fibra proteica que
varia para cada sorotipo de HAdV, com excecdo dos HAdV entéricos (sorotipos 40 e

41) que projetam duas fibras proteicas (Shenk, 1996; Smith et al., 2010; Robinson et
al., 2011).

A B

-\ Proteinas da particula de Adenovirus
pll (monémero hexon) v

“'§ plll (base do penton) &>
-, pllla (associada a base do penton) 7

\ plV (fibra)
pV (proteina do core)

pVI (peptidio do hexon)
pVIl (proteina do core)

l

— pV||| (peptidio do hexon) Proteinas do capsideo Proteinas menores Proteinas do core
P e Vv
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Figura 6: A: Separacdo e identificacdo das proteinas do adenovirus humano
(HAdV) em eletroforese em gel de poliacrilamida; B: Diagrama esquematico
mostrando as proteinas estruturais da particula viral; as principais proteinas do
capsideo (Hexon, Penton e Fibras), formam as 29 superficies do capsideo
icosaédrico; as proteinas essenciais, proteina terminal, Mu, V e VII, estéo

associados com o genoma do DNA fita dupla linear (Adaptada de Russel, 2000).

29



Atualmente, ja foram identificados 57 diferentes sorotipos de HAdV, divididos em
sete espécies (A-G), com base na similaridade de 30 superficies génicas, padrées de
hemaglutinacdo e perfis sorologicos (Nemerow et al., 2009; Henquell et al., 2009;
Robinson et al., 2011).

Os HAdV tém uma notavel capacidade de se disseminar e sd0 necessarias
apenas cinco particulas virais para infectar um novo hospedeiro (Saha et al., 2014). As
doencas associadas aos HAdV tém sido documentadas desde 1926 (Mena & Gerba,
2009). Estes virus tém a capacidade de infectar uma variedade de tecidos, sendo
identificados como agentes etiologicos de diversas patologias, que podem ser mais
graves em populacdes pediatricas e geriatricas, e em individuos com sistemas
imunolégicos debilitados, como receptores de transplante ou pacientes com sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (Saha et al., 2014).

As rotas de infeccdo dos HAdV incluem o trato respiratério, trato gastrointestinal e
a conjuntiva ocular, sendo estes virus responsaveis por inUmeros surtos em escolas,
orfanatos e hospitais (Horwitz, 2001). A espécie F (sorotipos 40 e 41) é responsavel
pela maioria dos casos de GA (Russell, 2009).

Todos os sorotipos de adenovirus sdo excretados nas fezes, assim, os fomites
expostos a esse material fecal podem ser uma fonte de contaminagdo, mesmo que

indireta, pela ingestéo, inalacdo ou contato com os olhos.

1.4.Metodologias de deteccao de virus em superficies

Métodos simples, rapidos e sensiveis para deteccdo de virus podem ser
utilizados para estabelecer a causa e a fonte de contaminacdo em surtos hospitalares
(Gallimore et al., 2004, 2005, 2006; Ramani et al., 2008, Carducci et al., 2002, 2011,
Rodriguez-Lazaro et al., 2012). Entretanto, a detec¢cdo de virus em amostras
ambientais pode ser uma tarefa dificil quando comparada a deteccdo em espécimes
clinicos, onde os virus estdo presentes em altas concentracdes, as infecgbes estao
associadas a um virus ou poucos (co-infeccdo) e a composicdo da amostra €

constante.
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Uma eventual distribuicdo heterogénea de um pequeno numero de particulas
virais, a variedade na composicdo das amostras ambientais contendo componentes
inibidores que podem interferir na detecgéo viral e a diversidade de familias virais sdo
algumas caracteristiscas que devem ser consideradas nas metodologias de
recuperacdo e concentracdo destes virus no ambiente, etapa esta realizada
anteriormente as metodologias de deteccao (Goyal, 2006). Desta forma, a colheita do
material e a recuperacgdo dos virus a partir das diferentes matrizes deve ser adequada
a metodologia de deteccao viral utilizada e, caso haja a necessidade de utilizacdo de
mais de uma metodologia, o material deve ser adequado a todos os métodos
selecionados. Assim, o material ndo deve ser citotdxico para cultura de células usadas
em ensaios de infecciosidade e deve estar livre de quaisquer inibidores que possam ser
co-extraidos ou co-concentrados a partir de amostras ambientais (Goyal, 2006).

Embora a literatura apresente alguns métodos para recuperacdo de virus em
superficie (Gallimore et al., 2004; Ramani et al., 2008; Boxman et al., 2009; Scherer et
al., 2009; Herzorg et al., 2012), a auséncia de um sistema de vigilancia para detectar
virus em superficies e a indisponibilidade de métodos laboratoriais padronizados
limitam os estudos de investigacdo de surtos nosocomiais associados a contamincéo
de superficies.

A utilizacdo de métodos de deteccdo sensiveis, bem como a obtencdo de um
material adequado é crucial para a recuperacdo dos virus de objetos contaminados e
fébmites, uma vez que eles podem estar presentes em baixas concentracdes e
distribuida heterogeneamente nas matrizes (Rodriguez-Lazaro et al., 2012). O uso de
swabs associados a técnicas moleculares sdo geralmente a primeira escolha e estédo
sendo utilizadas em laboratorios de pesquisa (Gallimore et al., 2004, 2005, 2006;
Ramani et al., 2008, Carducci et al., 2002, 2011, Boxman et al., 2009, Herzorg et al.,
2012). Entretanto, diferentes métodos de amostragem s&o utilizados e os autores
raramente relatam o limite de detec¢cdo do método aplicado. Variacbes como o tempo
de friccdo sobre a superficie e a composi¢do do material do swab, além do eluente em
gue o swab é embebido e armazenado podem interferir na metodologia (Julian et al.,
2011).
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Entre os métodos moleculares de deteccdo, a PCR quantitativa (QPCR), tornou-
se o principal método de escolha para a deteccao de virus no ambiente. A gPCR € uma
técnica molecular que permite a quantificacdo do virus especifico inicialmente presente
em uma amostra (Heid et al., 1996), porém, ndo distingue entre particulas infecciosas
ou ndo. No entanto, muitas vezes a PCR qualitativa (PCR) é necesséaria para
caracterzacdo molecular dos virus detectados, uma vez que para 0 sequenciamento
nucleotidico é necessério utilizar o produto da PCR, ou até mesmo pelo fato de muitas
vezes a amostra apresentar inibidores que podem interferir na sensibilidade da qPCR
(Guimarées et al., 2008).

Outra opcao inclui a combinacdo de técnicas, como a combinag¢do de uma etapa
de cultura de células com a detec¢do por uma técnica molecular, por exemplo, a ICC-
PCR (cultura celular integrada a PCR). Essa associacdo de técnicas reduz os periodos
de incubacdo do virus em cultura celular, permitindo a deteccdo de virus que nao
causam efeitos citopaticos, além de combinar a velocidade da PCR com um ensaio de
viabilidade de cultura para formar um método de deteccdo molecular capaz de isolar
niveis baixos de virus infecciosos e aumentar a sensibilidade da PCR (Blackmer et al.,
2000; Dubois et al., 2002; Duizer et al., 2004).

1.4.1. Controle interno de processo

Com o objetivo de acompanhar todas as etapas durante a analise e evitar
resultados falso-negativos, o uso de diversos virus como controle interno na execucao
dos ensaios tem sido proposto (Fumian et al., 2010; Mattison et al., 2009; Rajal et al.,
2007b; Stals et al., 2009; Prado et al., 2012). A inclusdo de um controle interno de
processo (CIP) pode ajudar a elucidar o papel de importantes varidveis do método
aplicado, permitindo o controle de todos os procedimentos desde a extracdo de acidos
nucléicos até a parte analitica dos resultados (Rajal et al., 2007b; Stals et al., 2009).

Dentre os virus estudados como CIP nos ensaios de deteccao de virus encontram-
se: 0s norovirus murino 1 (MNV-1) (Wobus et al., 2006; Stals et al., 2009, 2011), o
calicivirus felino (FCV) (Mattison et al., 2009; Schultz et al., 2011), o virus Mengo
(Uhrbrand et al.,, 2010) e o fago MS2 (Dreier et al., 2005; Scherer et al., 2010),
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utilizados para o monitoramento da contaminacdo de alimentos. O bacteriofago PP7 de
Pseudomonas aeruginosa (PP7), tem sido utilizado como controle interno na anélise de
amostras ambientais, de aguas e de esgotos (Morales-Morales et. al., 2003; Rajal et al.,
2007a, 2007b; Fumian et al., 2010; Prado et al., 2013) e o bacteriédfago P22 como
controle na avaliacdo da eficiéncia de recuperacdo de amostra de fémites entre outros
(Herzog et al., 2012).

1.4.1.1. Norovirus Murino (MNV-1)

Os norovirus (NoV), pertencentes a familia Caliciviridae, sdo reconhecidos como os
principais causadores de surtos de GA em todo o mundo (Cannon et al., 2006).
Previamente denominados virus do grupo Norwalk, causam GA autolimitadas em
humanos e, apesar de as infeccfes assintomaticas serem comuns, estudos recentes
tém demonstrado que séo a causa principal de gastroenterites em pessoas de todas as
idades (Koopmans & Duizer, 2004).

O género Norovirus, pode ser dividido em seis genogrupos (Gl, GllI, Glll, GIV, GV e
GVI), sendo que GlI, Gll e GIV foram descritos infectando humanos; no entanto, apenas
um pequeno numero de surtos devido ao genogrupo IV foi relatado (Koopmans et al.,
2002). O genogrupo lll agrupa os NoVs bovinos e o genogrupo V contém NoVs de
origem murina (Wobus et al., 2006). O norovirus canino (CNV) € um patdégeno
recentemente descoberto em caes, com cepas classificadas nos genogrupos IV e VI
(Caddy et al., 2014).

Em 2003, os MNV-1, pertencentes ao genogrupo V (ICTV, 2012) e que infectam
camundongos, foram relatados e caracterizados (Karst et al., 2003). Este virus pode
ser isolado tanto em cultura celular como em pequenos animais, e por isso tem sido
utilizado como virus modelo para estudos de NoV humanos (HuNoV) (Wobus et al.,
2004). O MNV-1 pode ser produzido rotineiramente por infeccdo de macrofagos de
origem murina, da linhagem celular RAW 264.7, sendo possivel a quantificacdo
utilizando ensaios de placa de lise (Wobus et al., 2006).

Do ponto de vista molecular, 0 MNV-1 compartilha muitas caracteristicas genéticas

com HuNoV. A analise do genoma de MNV (RNA fita-simples com aproximadamente
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7,5kb) identificou trés ORFs caracteristicas de Norovirus e Vesivirus, dois géneros da
familia Caliciviridae (Karst et al., 2003). Em relacdo a patogenia, 0 MNV-1 também
compartilha com HuNoVs a capacidade de se dispersar pela via fecal-oral e altas
concentragbes de particulas virais sédo encontradas nas fezes do animal infectado
(Wobus et al., 2004).

Por ser um virus descrito recentemente, ha poucos estudos relacionados a
estabilidade e desinfeccdo de MNV-1. Este virus foi utilizado como modelo para
estudos de inativacdo de HuNoV por calor (Hewitt et al., 2009) e desinfecc¢do por cloro
e U.V. (Cannon et al., 2006; Lee et al., 2008; Belliot et al., 2008; Baert et al., 2008).

1.4.1.2. Bacteri6fago PP7

O uso dos bacteriofagos como controle interno de processo tem sido muito
utilizado na virologia (Mesquita et al., 2010; Rajal et al.,, 2007; Lute et al.,
2004; Oshima, 2001) por varias razdes: i) sdo inécuos, i) podem ser cultivados em
titulos elevados, iii) resultados de infecciosidade podem ser obtidos mais rapidamente
(em horas em contraste com dias para outros virus), iv) 0os ensaios de fagos nao
requerem instalacdes especializadas (Aranha-Creado e Brandwein, 1999) e, finalmente
V) ndo espera-se encontrar os bacteri6fagos selecionados nas amostras ambientais
(Poma et al., 2013).

O bacteriofago PP7 que infecta Pseudomonas aeruginosa, pertence a familia
Leviviridae, ao Género Levivirus, tem simetria icosaédrica e ndo apresenta envelope
viral. Seu genoma é de RNA fita simples, polaridade positiva, tem propriedades
similares a alguns virus entéricos e ndo € detectado em amostras ambientais (Rajal et
al.,, 2007). Esse bacteri6fago apresenta grande similaridade com os poliovirus no
tamanho (25nm) e em suas propriedades fisico-quimicas (Rajal et al., 2007), razdes
pelas quais é utilizado como modelo para o virus da poliomielite (Aranha-Creado e
Brandwein, 1999).

O PP7 tem sido utilizado como controle interno de processo na analise de
amostras ambientais, de aguas e de esgotos (Morales-Morales et. al., 2003; Rajal et al.,
2007a, 2007b; Fumian et al., 2010; Prado et al., 2013; Poma et al., 2013).
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2. Justificativa

Ao contrério de certos microorganismos como bactérias e fungos, os virus humanos
patogénicos ndo fazem parte da flora normal do corpo humano. Além de frequentes
causadores de infec¢des na populacédo, os virus sdo patdégenos comuns em ambientes
relacionados a saude, como o0s hospitais, podendo ser responsaveis por 5 a 30% de
todos os casos de infecgdo hospitalar (Sattar, 2004). Entretanto, mesmo em paises
desenvolvidos, a real propor¢cdo de infec¢cBes hospitalares por virus permanece
desconhecida ou é subestimada, pois muitos hospitais ndo possuem recursos materiais
e humanos para realizar a vigilancia adequada e o diagnostico diferencial destas
infeccoes.

No Brasil, a publicacdo da Lei n°® 9431, que dispde sobre a obrigatoriedade dos
hospitais manterem um PCIH e criarem uma CCIH para execucdo do controle de
infeccbes hospitalares direciona o controle de contaminacdo microbiologica dos
hospitais apenas ao controle de Staphylococcus aureus metacillina-resistente,
enterococci vancomicina-resistente, Acinetobacter spp., Clostridium difficile e
Pseudomonas spp., desta forma negligenciando os virus (Ayliffe et al., 2000; AWMF,
2005; Creamer & Humphreys, 2008).

A contaminacédo de superficies hospitalares por virus gastroentéricos, associados a
GA, como RVA, HAdV, HuNoV e astrovirus (AstV) tém sido demonstrada por grupos de
pesquisa na ltalia, Inglaterra e india (Carducci et al., 2002, 2011; Gallimore et al., 2005,
2006, 2008; Ramani et al., 2008). No Brasil, nosso grupo foi pioneiro na investigacéo de
virus gastroentéricos em superficies e demonstrou a disseminacdo de RVA em uma
Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) ndo pediatrico em um hospital da rede particular
e seu potencial como marcador de contaminagdo ambiental (Ganime et al., 2012).
Entretanto, a utilizacdo de virus de DNA como marcador de contaminagdo, como por
exemplo, o HAdV, pela sua resisténcia e facilidade de propagacdo em cultivo celular
guando comparado aos RVA; a infecciosidade dos virus detectados e niveis de
contaminacdo em unidades hospitalares infantis; assim como outras relacionadas ao
percentual de recuperacédo viral e a inibicAo da metodologia utilizada necessitam de

maior investigacdo. Neste contexto, este trabalho disponibiliza dados de concentracéo
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e infecciosidade viral, Uteis para analise microbiolégica de risco em cenarios
especificos, assim como avalia a metodologia de swab utilizada para recuperacdo de
virus em superficies. Adicionalmente, alerta para a necessidade de aprimoramento de
protocolos de limpeza utilizados em hospitais e para a tomada de medidas de controle

eficazes no manejo de pacientes e prevencao de surtos nosocomiais.
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3. Objetivos
3.1.0bjetivo geral

Avaliar os RVA e HAdV como potenciais marcadores biolégicos de contaminacéo
hospitalar em superficies e fomites de trés unidades hospitalares situadas na cidade do

Rio de Janeiro.

3.2.0Objetivos especificos

1. Determinar a infecciosidade dos RVA e HAdV detectados na UTI de adultos;

2. Avaliar a disseminacdo de HAdV em amostras de superficie e fébmites obtidas
em uma UTI de adultos de um hospital da rede particular, previamente
analisadas para RVA;

3. Avaliar a disseminacdo de HAdV e RVA em unidades hospitalares neonatal e
pediatrica;

4. Avaliar o MNV-1 e o bacteri6fago PP7 como CIP determinando o percentual de
recuperacdo viral nas superficies de férmica porosa, férmica ndo porosa e

emborrachado.
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4. Metodologias e Resultados

As metodologias e os resultados obtidos neste estudo serdo apresentados sob a
forma de artigos publicados, submetidos ou em fase final de elaboracéo:

e Artigo 1: Detecgéo de Rotavirus A em superficies ambientais de uma unidade de
terapia intensiva de um hospital (Artigo publicado). Este artigo esta relacionado
ao objetivo 1.

e Artigo 2: Viabilidade dos Adenovirus Humanos dos fémites hospitalares. (Artigo
publicado). Este artigo esta relacionado aos objetivos 1 e 2.

e Artigo 3: Monitoramento de contaminacdo viral em superficies e fémites
hospitalares: comparacédo entre duas unidades pediatricas (Artigo em fase final
de elaboracao). Este artigo esta relacionado ao objetivo 3.

e Artigo 4: Avaliacdo do método de amostragem por Swab em fémites (Artigo

submetido). Este artigo esta associado ao objetivo 4.
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Artigo 1

Deteccédo de Rotavirus A em superficies ambientais de uma unidade de terapia
intensiva hospitalar.
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Viability of Human Adenovirus from

Hospital Fomites
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The monitoring of emdronmental mioobial
oontamination in healhoare facilities may be a
valuable tool to determine pathogens transmis-
sion in those settings: however, such prooe-
dure is limited to bacierial indicators. Virses
are found commonly in those smvironments
and are rarely used for these procedures. The
aim of this study was to assess disinibution
and viability of a human DNA& virus on fomites
in an Adult Intensive Care Unit of a private
hospital in Rio de Janeiro, Brazl Human
adenoviruses [Hady] were investigated in 141
fomites by soraping the suwrface area and
soneani by quantitative PCR (gPCR] using
Taghan™ System (Carlsbad, CAl Ten positive
samples were seleded for vinus isolation in
A53 andfor HEp2o cell lines A iotal of &3
samples {44.7%] were positive and presented
viral load ranging from 248 10" o 2.1 = 107
genomic oopies per millilitre {gofmll. The via-
bility was demonstrated by imtegrated oell
oulture fnested-PCR in & ot of 10 samples.
Nucleotide seguencing confirmed all samples
as Hady and characterized one of them as
spocie B, serotype 3 (HA&dV-31. The results
indicate the risk of nosooomial transmission
via contaminated fomiles and point out the
use of HAdVY as biomarers of environmental
contmination. J. Med. ¥irol

> 004 Wiy Parasdicals, Toc

EEY WORIN: adenovirus: viahility: fomines;
hospital; biomarar

INTRODTCTION
Stndies performed in hospitals howve deserihed the
tronmmimim of pathogens throngh contact with eom-
tomineted fomites I these environments [Galbmore
et al, 2004, 2005, 2006, 2008; Goodmen et al , 2008;
3014 WILEY PERIODICALS, INC.

Cardused ot al, 301 1; Ganime ot o, 2013]. Partm-
lafdy, in the ese of vimses, exporimmial, and
epidemiclogical sudies indicste thet hospital sorfeees
wuld play an importamt mle i the spreading of
human sdenoviruses (HAIY), graop A rotaviroses
EVAL mnd nomvimses MoVl suggesting that they
might be reponsdhle for 15-80FE of mosccomis] -
feetioms [Soule o al, 1999 Gallimers ot al, 2004
D05, 2004, 2008; Lopmaem ot ol ., 2004; Frerotks and
Coode, 2004 ; Spttar, 2004; Goodmen ot al, 3008; Cor-
dued et al., 3011 Ganime ot al ., 201:3].

Procedures corried aut in healthesre fualites could
be one of the mun surees of viral disseminston,
mwing consdered impast on lmman health [Toledar
et al., 3012]. In those settings, hlosd-horne, air horne
end virses tremsmitbed via the fessl-orael routs could
be essly tansmitted by seidents with mfeced
needles or sharp chjects or spread by canteminetion
of wir, hands, snd fommdtes [Adtken and Jefries, 2001;
Lopman et al., 3004; Davenzo ot ol ., 2008].
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The monitoring of envirmnmental misarohial comtam-
ination in healtheare services eould he o vahoahle tond
to determine the mesns of tremsmission. Howewer,
this momtoring is nsnally lmited to haeterial mdion-
tors and virnses are rarely nsed, even heing commen
pathogms W hospitals snd hmbhesre settings
Satter, 3004; Creamer and Huomphreys, 3008; Car-
doeed ot wl , 201 1; Gamime of ol , 2012]

When compared with BMA virmees, DNA vimses
mre known to he more stehle ss they are comsidered
good mdieaters of viral eontamination in envimonmen-
tal samples [Poig et al, 19694, Horwitz, 1996; Pma
et al., 1998; Bofil Mas et al, 2000 Thurston-Enr-
quez ot al., 300; Cardueei et al, 2011]. Parbdalardy,
homan sdenoviruses (FAAY) present severn] choroe-
terighes that qualify them o good wviral indiestors
con@dering thedr resistanes to environmental stres-
sors, transmismion by different reutes, and also for
not exhihiting seasomalbty [Myrmel ot al., 2006; Har-
emoto a al, 2007ah; Koteyams of al, 2008]. Addi-
tionally, they could he replicated m several cell lnes
mch s AS48, Hela, HEE 248, ond HEp-2, smong
others enahling studies of nfetivity end risk msses-
memt [Leite of al, 1955 Rigotto ot o], 2005 Fihs
et ol 2007; Cromeans ot ol 2008, Therefore, the
sim of the present Teport was to mvestiznte AV
dissemmation and vishility m fomites obtxdned m o
private hospital n Fio de Janeiro, Badl Reslts of
previous imvestigations an motavirus & BEVA) nsing
the seme samples were puhlished elsewhere amd
were need to design this smdy Gamme ot ol 2012].

METHODSE
Sanap ling Procedures

Samples were ohtamed from fomites aveilahle on
seven rooms of an Adol Intensive Care Thnit of o
private hospital in Rio de Janeiro with the capacity
to trest my medesl-sungiesl condiion. Semplmg
wis earfed ont hetween January and June 2009, The
Adult Intemeive Core Thit provides priveey amd
mrvellmes m seven indvidual rooms, esch one with
individnal ventilation end mr fikration sysbtems.

All hospital desning protomls are performed todoe
& day routmely, emphastng that after discherge of
the patient’s, the mom undergoes o more rigorous
prooess of disnfection. Weekhy, the hoepital performs
traek of eolbmizetion of mechanically wentileted pa-
tients, by murveying methicillin resstant Siphyl ome-
s aurexs (MESAL Actmgohair haumamni MDE),
mnd gram-negative bacillus (BEN) using tracheal and
resztil sovnhs.

The sites were chosen to represent arems commonty
in eomteet with hands. At lesst SFE of fomite areas
g, eompanion chairsl were soraped with soshs and
dipped m 'Du.'l!umi madified esgles medium
Grond Island, NY), pH 72, as
desirihied p:rm'mi}' [{Fanime ot al, 2012] HAIV
were investigated n 141 samples, T8 previoushy

o Med Vel THOT 300000 S=y

[

positive for FVA, ond 68 negative for RVA that wene
selerted mandom]y [Ganime ot al., 2012].

Comt rols

'EIM"i’t}']:-n 2 and DMEM ware used as positive and
negative controls, mespedively, for all m-nﬂu:ﬂnhg:u
nsed Tedte ot ol ., 1985] To evedd oross-corta mination,
8ll moleenler amd oell mlores prossdores were per-
formed In different rooms, with TTV desords minadiomn .

Mucleic Acids Extraction of Swab
For nuelde sod exracton, gusnidmiwmm thioecys-
nate-slica methed wes sdapted ss described previ-
cusly [Boom et al, 1990; Gallimore ot ol , 3004].

Humnn Adenovires Debeet o omd
G tifient ion

MNuwelrie aads ertracted from sweahs wene quentified
using TaqMan® gPCE, targeting the conserved ro
gion segment of the fimt HAAV hexon gene part
[Hanmth ot al, 20021

Virus Vinhility Assmy

Ssmples presenting & high genomie quantifiestion
hy TeqMan™ gPCR ovde threshald (G <38 were
selected for myvesigation of viral viahility using the
integrated cell cubure/nested-PCR ICCHPCR msay.
HAAV stroms were propagated inta §0-8{F confinent
AS4Y mnd HEp2e eell ines supplemented with 24%
FHS as deserihed previously [Cromemns ot al, 3008].
Mested -FCE wes performed targeting & segment from
the eonserved megion of the HAAV hewsn gene to
confrm HASY isolation [Allard ot &l., 2001].

Nucleotide S equencing

Purified DA obtained from nested-PCER prodocts
were sequenced in both directions mwing Mehexideg
and Mehexddeg primers [Allerd et al, 3001]. Genern-
tiom of contiguaus sequences md padreise alignments
of the HADV hexon gene 171 bp mterprimer region
were parformed ot the Flatform for DNA Sequendng
(PFOTTS; Oswalds Truz Foundatiom, Rio de Janeira,
Brazill

Statistical Analysis

Statistien]l smalysis was performed usng the chi-
square test as implemented by Epi mb® sdtoare,
version 4.5.1, and the two-taled Fishers exoct test.
The threshald for statistical &gnificance was P« 005,

RESULTS

Sirty-threes out of 141 (44.7%) fomites were positive
for HAAY using Taghan® qPCE The wvirnl lad
ranged from 248x 100 to 21 2 10 genomic copim
per millikire @eimll The Chlrheridne® d:l-]:mm
presented the highest wvirml Jond (21 x gemll,
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Wighility of Homan Adenovires from Formtes

wlthough the most fFequently comtaminated surfoce
was the eommeon trash hin covers fallowed hy the TV
Temote cottral

The mnalysis of fomites from rooms showed that
HADY was detected in all seven mooms of the Adult
Intensive Care Thit, with & dabection pereentage
ranging fram 127 to 19%. The room that preserded
the highest peraentage of detection (1956} was loeated
farther from the room corupied by the medioa] staff

Tahle [ summarie: the reants obtained in the present
study eompared with RVA previous detection showing a
mized contaminaton m 312% ($4741) of smahveed
smpls The statisten] smalyvsis demonsrated that the
prohahility of o sample to he HAJV positive is 2146
timeess (P o {105} higher when it is alsn EVA positioe.

The rate of HAIV deteetion in the first months of
the study (Fmmuary (25045, 55.6%] md Felroary [327
M, WI%] wms signifemntly than in the
followmg meonths: Mareh (1716, 6.3%), April 2712,
16.7%), Mey (1720, 5€), snd June (214, 143%)
(P (LU0S).

HAAV were isolated from 5 ont of 10 imeest gated
somples wing AS489 andor HEpZe oell nes Two
samples, mllected from telaphone handles md eom-
mon trash bin aovers, damenstrated vishiliy by TICCT
nPCE wing AS48 cell line. The semples collested
from the commen tresh hin eovers eonld bhe isalated
in hoth aell lines (4549 and HEp2e). Samples eoll et
od from mlechal gel dispensers i =2 and Chlarheri
dine® dispemsers in= 1) were ismlated in HEpZe eell
lme.

ATl isolates were confrmed s FADV by nt seqoene
ing presenting hlast homology rengmg from 99 1o
95%, one of which charscterized ns spede B, semtype
A (HALV-3).

MSCUSSI0ON

The pereentsge end coneentration of HADV de-
tected on fomites are onsistent with previons data
comeemning their stehility in environmantal semples
[Batala et al., 2006 Cerdued et al, 2011] HALY
have heen deseribed os resisont to envimnmental
stresanrs os disinfectamts when depostoed on fomites,
rewversd from dry menimete sorfaoes from T davs to
3 months [Framer et al., 3006; Rutals ot al., 2006].

In this stody, environmentsl mized contaminstion
with HAAY and EVA was demenstrated eorrohorating
dats that shows mixed infection om hospital srfnaes
with gestrornteric vimses [Gallimore ot ol, 20046].
Virus mirvival on mirfiees depends om several eon-
ditions althomgh the mest important eontribotion so
for is the type of materialfluid in which it is dis
charged [Sattar, 2004]. Additiemally, the type of
surfaee ean alsn influense the detection of these
virnses Ahad et al. [1994] show that BVA persists
lmger than enteric HAdY whan dried on porous amd
non-porons fomites. That infrmation wes not evah-
mbed I this sudy, but may explan the presenes of
EVA I HADV negetive samples.

3

A pigmificant desemse I the pereentage of FLADY
detestiom (P L05) from March enwards wos sSmilar
to the one previowly cheerved for EVA [GRanime
et al, 2012], m the detestion of HADV was
sgnificantly higha (F <005 then the EVA in the
ficet 2 months of the mwstgetion (Januery smd
February). That redodtion resolted from changing of
hoth demning and disinfesion procedores after find-
ing FVA spread in hospital settings  [Ganime
et al, 2012]. The change o srstegy in demning
proasdurnes remted not only m the decresse of viral
eontamination, ot alko in the eomtral of heospital
infestions by Acingoborder spp. (date not shownl
Those data emphesize the importanes of preventve
mnd correstive meamires to redoes bhoth direst and
ndires transmismion of mioorganisms Wilhebmd
et ol. [30{d] support that hend hygene hefore and
ofter comtadt with patients or with ohjects thet may
e eomtammnated, as essential to disinfeet eomntoomdnat-
od sarfeses. Traming teehniques of heand washing, for
heattheare professonals, relsbves, md visitors
should he frequemntly provided espedally thoee who
witend amy Intensive Core Unit [Soule ot al, 1996]
This finding is supported by Ansar ot al. [19558] whao
mated thet the hands con domate or recawve vims
during ocessional emntast with mnimate and mam-
mate mrinees.

The negligenee in clemming prosedures and the ek
of eomplisnee in hend hygiens was noted in this
smdy. HADY wos detected i all rooms mvestigoted;
however, the fat that the mest frequently amtemi-
nated room were the ones leoted sway from the
madical steff revesling non-aomplinnes with effective
demming protomls eanght our attention. This kind of
haiman hehavier sonld erplain why the commen trash
hin covers were the most frequently oomtaminabed
mrfaas with HAAV. Such ohservetion led us to
eonfirm the ineorrest nse of the trash hin by relativwes,
vimtors, end heslth profmsionals, whe malking the
uar of the hands to apen the trash hin covers mstend
of the pedal The qPCR mesuls also revesled that
Chlorhexridine™ dispensers presmted the highest
viral lond, armhomting dsts thet soggest that
health professiomals sre not eomplismt with proper
hend washing using scoap snd water [Soule ot al,
1999, Gallmnore ot al, 2005, 2008, Eramer o al,
2004; Gamme et al., 2012].

The isolstin of HAJY mnd BEVA from fomdites
indisate that thees viruses remain infesious snd
should he nsefil to monitor envirenmental aontsmmns-
tion. The highar percentage of FIAAY detestion togeth-
er with the mvelshility of cells for thefr isolatiom,
mggess the nee of HAAY s on indiestor of wiral
eontamination of fomites Despite the islation of
entaric HAAY @pecie F [40 and 41]) is considered o
difficnlt procsdore to be carriad out when compared to
othar HAV spedes [Rigotto o al, 2011], G293 and
AS49 o]l nes howe been deseribed for isolatng and
propagating those vimses [Cromesns of al, 2005]
FVA is known s o festidions vims and its isalation
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requires ong-tme proosdures [Hapildem ot ol., 2001,
anime et al., 3012]

Nuwleotide sequencing confirms AV isolation and
sorting serotype 3 by molemlor analysis. FLAIV-S is
often msscrinted with eye infedbions and severs cmses
of braehiolitis and pnenmomia [Tian et al, 3011].
Maolsmlar tedhnalagies have been deseribed s naeful
tonls for vimsss’ deteetion medinly due to ther ramdi-
ty end essness when eompared to clasie detection of
vims imlstion in ecell mltere, although unehle to
distinguish betesen nfections and non-nfesbiom vi-
ral particles [Parssher et al, 1998; Harmeto
et al., 200Tah]l BEVA and HADV isalation from fmdtes
trialled previcusly by moleanlar techmques highlights
the ueer of those methods fr montoring viroses
cort amination of hospital fomites allwing mferring
infeetivity for risk msersament stodies

HAAV iz asmecioted with varions discsses in adnls
mnd children, such o prenmond s, aonte gestroentarits,
tranamission paths, 6] seratypes are elimneted in the
feors fetering fomites contamination by several speds
[Greening, 2006; Eramar ot ol, 2006 Futala ot al.,
200y, Mowushima et al, 3012 ; RodrignesLazors ot al.,
2012]. Tts mmvesbigntion i parteulady fmportent in
hospitals that sdmit mmmosmpromdsed patients and
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Artigo 3

Disperséo de virus gastroentéricos em fomites de diferentes unidades pediatricas
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Summary

In the hospital environment, it is very common viral illness outbreaks, especially
in pediatric units, where children have respiratory and gastrointestinal infections. In
recent years, studies were conducted to monitor the presence of viruses on hospital
fomites showing that only the bacteriological control is not sufficient to ensure the
decontamination of those environments. The aim of this study was to assess the
rotavirus specie A (RVA) and human adenovirus (HAdV) dissemination in hospital
fomites, comparing their spreading between two pediatric units of a public hospital,
located in the city of Rio de Janeiro, Brazil. For this purpose, an one year monitoring
was carried out from August 2011 to August 2012, collecting 480 samples from surfaces
and fomites 156 from a neonatal intensive care unit (NICU) and 324 from a pediatric
Ward (PW). From this total 16 (3.3%) were positive for RVA while 128 (26.7%) were
positive for HAdV, showing a higher rate of detection of HAdV (p <0.001). Only 4.5%
(7/156) samples were positive in the NICU being two (1.3%) RVA and 5 (3.2%) HAdV
in the PW, a higher dissemination was observed with 42.3% (137/324) of virus detection
being 4.3% (4) RVA positive and 38% (123/324) were HAdV positive. These data
emphasize the great importance to monitoring the presence of viruses on hospital

fomites, showing that the disinfection should be reassessed.

52



Introduction

In the hospital environment is very common viral illness outbreaks, especially in
pediatric units, where children have infections such as respiratory and gastrointestinal,
usually related to the local community (D’Arcy et al., 2014). Viral disease might not even
be the reason for admission, but patients may carry the virus asymptomatically and
expel infectious particles for long periods of time (Najioullah et al., 2004; Murata et al.,
2007; Martin et al., 2010; Li et al., 2010; Frange et al., 2012).

In recent years, many studies have been conducted to monitor the presence of
viruses on hospital fomites (Carducci et al., 2002, 2011; Gallimore et al., 2004, 2005,
2006, Ramani et al., 2008, Ganime et al., 2012, 2014), once it has been demonstrated
that some virus with major impact on hospital environment remain in the fomites and / or
air for extended periods of time (Soule et al., 1999; Loopman et al.,2004; Rzezutka and
Cook, 2004; Sattar, 2004; Gallimore et al., 2004, 2005, 2006, 2008; Kramer et al.,
2006; Carducci et al., 2002, 2011; Weber et al., 2010; Ganime et al., 2012, 2014). This
has been happening due to the fact the hygiene protocols for microbiological control of
the hospitals, in many countries, continues to be performed only by bacteriological
control and the viral control was not yet included.

In Brazil, our group conduct a study to monitor the presence of viruses in hospital
fomites (Ganime et al., 2012), showing that virus used as a biological marker were able
to increase the effectiveness of a hygiene intervention reducing their spread. Based on
those results that revelaed a dissemination of infective RVA in an adult intensive care
unit associated HAdV viability observed in the same samples (Ganime et al 2014) this
study aims to assess the spreading of RVA and HAdV in fomites of two pediatric units of
a public hospital, located in the city of Rio de Janeiro, Brazil in order to contribute to

data base for risk assessment.
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Methods

An one-year monitoring (August 2011 to July 2012) was conducted in a public
hospital, located in the city of Rio de Janeiro, Brazil, where fomites and surface samples
were taken monthly from two units of pediatric hospitalization as neonatal intensive care
unit (NICU) and the pediatric ward (PW).The NICU is a single room with a capacity of 15
patients who are separated from each other only by the neonatal incubators. The
neonatal incubator’s cleaning protocols are performed once a week. The PW is divided
into 10 boxes and each box has two beds. The PW bed’s cleaning protocols are

performed whenever there is release of patient, death and prolonged hospitalization.

Sampling procedures

Samples were obtained by scraping at least 50% of fomite areas, with swabs
dipped in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM — Gibco®, Grand Island, NY,
USA), pH 7.2, as previously described (Ramani et al., 2008). The fomites were chosen

to represent areas commonly in contact with hands (Ganime et al., 2012).

Controls

A pool of RVA and HAdV type 2 was used as positive control and DMEM was
used as a negative control, for all methodologies used (Leite et al., 1985). To avoid
cross-contamination, all molecular procedures were performed in different rooms, with

UV decontamination.

Nucleic acids extraction and virus quantification

Guanidinium thiocyanate-silica method adapted for nucleic acid extraction from
fomites sampling was performed as described previously (Boom et al., 1990; Gallimore
et al., 2004).

For RVA nucleic acids extracted from swabs were submitted to the cDNA, using
random primers (Ferreira et al., 2008). RVA NSP3 gene and HAdV hexon gene were
amplified using TagMan® quantitative polymerase chain reaction (QPCR) protocols

previously described (Zeng et al., 2008, Hernorth et al., 2002).
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the chi-square test as implemented by
Epi info® software, version 3.5.1 and the two-tailed Fisher’s exact test. The threshold for
statistical significance was p < 0.05.
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Results

A total of 480 samples were collected from August 2011 to July 2012 being 156
and 324 obtained from a NICU and a PW, respectively. Table 1 shows the distribution of
virus detection according the hospitar units and revelaed a higher rate of HAdv
detection (p <0.001) in the hospital. Comparing the rate of detection of any of the
viruses among units: NICU (7/156, 4.5 %) and PW (137/324, 42.2 %), it can be
observed a significant difference (p < 0.001) in the percentage positive samples in the
PW. When this analysis is disassembled, we didn’t observe significant difference (p =
0.104) in detection rate of RVA between units, while the rate of detection of HAdV in PW
(123/324, 38.0 %) is significantly higher (p <0.001) than in the NICU (5/156, 3.2%).

When each unit was individually analyzed, it can be observed that among the 156
samples collected in the NICU, only 7 (4.5%) were positive: two (1.3 %) tested positive
for RVA and 5 (3.2%) for HAdV, with no significant difference between viruses (p =
0.447). All RVA positive samples were collected in cardiac monitors, while HAdV
positive samples were collected in the incubator door latches (N = 3, 1.9 %) and in the
cardiac monitors (N = 2, 1.3 %). There weren't mixed contamination in these fomites.

Among the 324 samples collected in the PW, 137 were positive (42.3 %), of
these, 14 (4.3%) were RVA positive and 123 (38%) were HAdV positive, thus presenting
a significant difference (p < 0.001) in positivity of HAdV in this unit. RVA positive
samples were distributed in the arm of companion chair (N = 4, 1.2%), Bed grid (N = 2,
0.6%), external handle door of the box (N = 1, 0.3%) and desk (N = 7, 2.2 %). HAdV
positive samples were distributed in the arm of companion chair (N = 45, 13.9%), Bed
grid (N=20, 6.2%), external door handle of the box (N=9, 2.8%), internal door handle of
general ward (N=4, 1.2%) and desk (N=45, 13.9%). In this unit, there were mixed
contamination in the following fomites: the arm of companion chair (N=2), bed grid
(N=2) and desk (N=4).

The RVA'’ viral load ranged from 6.3 x 10%gc/mL (genomic copies per milliliter) to
6.9 x 10° gc/mL in NICU and 2.5 x 10% gc/mL to 3.3x10° ge/mL in PW. While the HAdV’
Viral load ranged from 2.7 x 10'gc/mL to 3.2 x 10° gc/mL in NICU and 8.8 x 10* gc/mL
to 4.2x10° gc/mL in PW.
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The results obtained from August 2011 to July 2012 shows that in the NICU,
RVA was detected only in September 2011, while in PW, RVA was detected in the first
two months: August [6/27 (22.2%)] and September [6/27 (22.2%)], then disappear and
reappear in December 2011 [1/27 (3.7%)] and May 2012 [3/27 (2.7%)]. Whereas, the
HAdV was detected in December 2011 [2/13 (15.4%)] and July 2012 [3/13 (23.1%)] in
the NICU and in the PW it was detected in all months of the study (Graphic ).

Discussion

In this study, it could be observed that both units were contaminated with RVA
and HAdV, however, HAdV was significantly higher than RVA. It could be happened
because of its stability in the environmental, corroborating data that indicates that RVA
remains viable in inanimate surfaces between 6 and 60 days whereas HAdV remain
viable between 7 and 90 days (Kramer et al., 2006). Another factor that can influence
the greater presence of HAdV compared with RVA is the different routes of transmission
of the HAdV, once the routes of infection of HAdV include respiratory tract,
gastrointestinal and ocular conjunctiva; these viruses being responsible for numerous
outbreaks in schools, hospitals and orphanages (Horwitz, 1996).

This study revealed that RVA and HAdV were present in several places; it may
be associated with the transmission of these viruses that are often touched by hands.
Some authors already demonstrated that a variety of fomites could become
contaminated by different viruses such as RVA and HAdV (Carducci et al., 2002;
Gallimore et al., 2004, 2005, 2006; Ramani et al., 2008; Ganime et al., 2012, 2014).

The NICU had a significantly lower percentage compared to PW (p<0,001),
which may indicate a greater concern for both health professionals and relatives in
relation to hand hygiene; or even the layout of the sink, which is in an anteroom, having
to compulsorily all the people go by it. Moreover, the process of cleaning of fomites is
stricter in NICU, using water, detergent and 70% alcohol and a product-based
glucoprotamina called Incidin® Extra N (Borer Chemie AG, Zuchwil, Switzerland). This
greater caution is likely due to the fact infections in neonates and immunocompromised

patients are of paramount importance, since viral infection will cause great risk to the
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patient and may be fatal (Pham et al., 2003; Kelley, 2010; Henquell et al., 2009; Ganime
et al., 2012, 2014).

Despite showing very few positive samples NICU had the cardiac monitor as the
most contaminated item. This item is only handled by health professionals, and never by
relatives, showing contamination by hands by the professionals who works there. This
evidence is in agreement with data indicating that hand washing has little acceptance,
even when it comes to health care professionals (Ayliffe et al., 2000). However the
incubator's door latches can be manipulated both by health professionals such as
relatives, showing that regular training of hand washing techniques for health
professionals and relatives could minimize both the direct and indirect transmission of
these viruses (Soule et al., 1999, Ganime et al., 2012, 2014).

Although the RVA being the main etiological agents of acute gastroenteritis in
children and youth, it is estimated that there are approximately 196,000 deaths per year
worldwide (Walker et al., 2013); there was a low percentage of positive samples for
RVA in the PW, which mainly circulate children 10 years of age. However, the RVA
were present in areas where adults come into contact, such as the companion chair,
showing that although primarily affect children, adults can display mostly asymptomatic
infection and spread of the virus to the hospital fomites, increasing the chances of
contamination of patients and, again, showing that hand washing was not held properly.
These results are in agreement with previous reports (Gallimore et al., 2005, 2008,
Ramani et al., 2008, Ganime et al., 2012, 2014), which demonstrated that contamination
by gastroenteric virus in a hospital was associated with the traffic of relatives in the unit
and also suggested that hand washing was not being done appropriately.

In this study, it can be seen that the RVA were detected in different months
throughout the year, with no seasonality. Corroborating data indicate that it is only
possible to observe a pattern with respect to the seasonality in temperate regions, with
outbreaks and epidemics during the colder and dry months of the year. In general, in
tropical regions RVA infections occur throughout the year (Estes & Kapikian, 2007). The
same happens with the HAdV that were detected in all months of the year in PW,
showing no seasonal pattern. It is worth noting that no evidence of seasonality for this

virus was observed in several investigations (Levidiotou et al., 2009; Raboni et al.,
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2014; Ozdemir et al., 2010) reported the presence of HAdV in the fall and winter months
in Turkey (Raboni et al., 2014).

These data emphasize the great importance to monitoring the presence of
viruses on hospital fomites, showing that how the disinfection was being conducted and
the products, which were used to disinfecting the fomites, should be reassessed.
Furthermore, inactivation tests of viruses by disinfectants routinely used in hospitals
should be performed, since the virus still present in the hospital environment and remain

viable, as already demonstrated by Ganime and colleagues (2012, 2014).
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Table 1: Distribution of virus detection according fomites, virus and units

Viruses

Units FOMITES RVA HAdV total/fomite
accompanying arm chair 04/324 (1.2)* 45/324 (13.9) 49/324 (15.1)
bed rail 02/324 (0.6) 20/324 (6.2) 22/324 (6.8)

PW box's external knob 01/324 (0.3) 09/324 (2.8) 10/324 (3.1)
Inner knob of the general ward 0 04/324 (1.2) 04/324 (1.2)
Bedside 07/324 (2.2) 45/324 (13.9) 52/324 (16.1)

sub-total 14/324 (4.3) 123/324 (38.0) 137/324 (42.3)
cardiac monitor keyboard 02/156 (1.3) 02/156 (1.3) 04/156 (2.6)
incubator door locks 0 03/156 (1.9) 3/156 (1.9)
chlorhexidine vial 0 0 0

NICU Mayo table 0 0 0
balance panel 0 0 0
handle of drawers 0 0 0
computer keyboard 0 0 0

sub-total 02/156 (1.3) 05/156 (3.2) 07/156 (4.5)

Total 16/480 (3.3) 128/480 (26.7) 144/480 (30.0)

* positive sample/total sample (%)
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Graphic I: Detection of Human Adenovirus (HAdV) and Rotavirus A (RVA) in two paediatric units, neonatal intensive

care unit (NICU ) and pediatric ward (PW) of a public hospital.
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Artigo 4

Avaliacdo do método de amostragem por Swab em fomites
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Abstract

The monitoring of virus contamination on fomites, especially at hospitals, has been
used for a more effective evaluation of the microbiological quality of surfaces. Swab
sampling is the methodology currently used, although the use of an internal control
process (ICP) has not yet been assessed. The aim of this study is to determine the
recovery rate of murine norovirus 1 (MNV-1) and bacteriophage PP7 on different
surfaces in order to assess their potential use as an ICP. For this purpose both
viruses were experimentally spiked both on porous and non-porous formic as well as
on rubberized surfaces. Quantitative PCR (QPCR) revealed a variable efficiency with
percentage recovery ranging from 0.6 to 77% according to viruses and surfaces. A
global analysis suggested that MNV-1 could be used as a potential ICP for the swab
sampling methodology.

Keywords: Fomites, swab, MNV-1, bacteriophage PP7, Internal control process

69



INTRODUCTION

The role and importance in the transmission of gastrointestinal and respiratory
diseases through fomites especially for indoor environments, such as schools,
daycare centers, nursing homes and hospitals have been well reported in previous
studies (Bean et al., 1982; Abad et al., 1994, 2001; Carducci et al., 2011; Ganime et
al., 2012). Especially at hospitals, the monitoring of surfaces is critical to highlight the
spreading of viruses thus contributing to elucidate nosocomial outbreaks by
assessment of the microbiological quality of fomites, therefore helping to draw
effective prevention measures and also patient management (Ganime et al., 2012).
The use of sensitive methods of viral detection, as well as obtaining a suitable
material is crucial to recovery from fomites, once they may be present in low
concentration and distributed heterogeneously on the matrices (Rodriguez-Lazaro et
al., 2012). The swab sampling assay associated to molecular methodologies are
usually the first choice in this type of procedure, although the presence of inhibitors
for molecular amplification procedures remains as a major challenge (Rodriguez-
Lazaro et al., 2012). To monitor and overcome problems of inhibition, which normally
occur in environmental and food samples, studies to describe the use of
bacteriophages and viruses as internal control processes were carried out (ICP):
MS2 (Dreier et al., 2005), P22 (Herzog et al.,, 2012) or PP7 (Rajal et al., 2007),
Mengo virus (Uhrbrand et al., 2010) and murine norovirus 1 (MNV-1) (Wobus et al.,
2006).

The aim of this study is to determine the recovery efficiency of bacteriophage PP7
and MNV-1 in samples obtained from porous (P) and non-porous (NP) surfaces
using a swab sampling method associated to a quantitative amplification

methodology (QPCR) in order to assess their potential use as an ICP.

MATERIAL AND METHODS

Viruses’ stock suspension

A bacteriophage PP7 (ATCC 15692-B2) kindly provided by Dr Verodnica Rajal (Salta
University, Argentina) was replicated in Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692)
using a previously described protocol (Rajal et al.,, 2007). The MNV-1 was
propagated in RAW 264.7 cells as previously described (de Abreu Correa et al.,
2012) and both, virus and cells, were kindly donated by Herbert W. Virgin,
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Department of Pathology and Immunology, Washington University School of
Medicine (St. Louis, MO).

Surfaces and swabs

Rubberized (RB), porous formic (PF) and non-porous formic (NPF), with 63,6 cm?
surfaces were used for spiking experiments. Prior, the selected surface areas were
washed and embedded overnight in Extran® 0.5% (Merck®, KGaA, Darmstadt,
Germany), rinsed with sterile distilled water, dried at room temperature (22 £ 2 °C)
and then left for 1 hour under UV light.

Swabs used for recovering PP7 and MNV-1 were sterile, with the tip of rayon, plastic
rod and packed individually (Alamar Técno Cientifica LTDA., Diadema, Séao Paulo,
Brazil).

Nucleic acid extraction, cDNA synthesis and quantitative PCR (qPCR)

For nucleic acid extraction, the guanidinium thiocyanate-silica method (Boom et al.,
1990) was adapted as described previously (Gallimore et al., 2004). The cDNA
synthesis was conducted by RT using random primers (Prado et al., 2013) and
guantitative PCR (gPCR) was performed to determine the PP7 and MNV-1
concentrations (Rajal et al., 2007; Baert et al., 2008b). The sequence of primers and
probes and the region of amplification on the genome for both PP7 and MNV-1

guantification are described in Table I.

Quantitative amplification methodology (QPCR) detection limit

Viral stocks and their 10-fold dilutions (10> — 10°) were quantified in triplicate to
evaluate the detection limit of each virus. To avoid cross-contamination, negative
controls were included during all steps. PP7 samples were tested using the protocols
for MNV-1 and vice-versa, to make sure that a specific test was carried out without

Cross contamination.

Spiking Experiments

Fifty pl of each 10-fold dilution of viral stocks (103-10°) were spiked in triplicate at RB,
PF and NPF using a biological safety cabinet class Il (Bio llIA, Industrial TELSTAR,
Terrassa, Spain). Three hours after incubation at room temperature (22 = 2 °C) and
ambient relative humidity of 50-80%, the swab dipped in the culture medium
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM — Gibco®, Grand Island, NY, USA) was
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rubbed over the surface for 10 seconds, stored in sterile tubes containing 1ml of the

DMEM and stored at -80°C until molecular biology analysis was performed.

Data Analysis

The recovery of MNV-1 and bacteriophage PP7 was assessed both qualitatively and
guantitatively as described by Stals and colleagues (2011c). To evaluate the
“recovery efficiency’(RE) and “recovery success rate” (RSR) of both viruses using a
sampling swab methodology, identical sized of RB, NPF and PF surfaces were
artificially spiked with different dilutions of the viral stocks.

Qualitative analysis was performed by comparing the number of samples with signal
amplification (positive) using real-time PCR and the total number of PCR reactions
performed in real time. Quantitative analysis was performed by comparing the
average number of genome copies in samples recovered with the number of
genome copies inoculated therein. The quantitative and qualitative analyses were
expressed, respectively, as the RE and RSR.

Statistical analysis was performed using the chi-square test as implemented by Epi

info® software, version 3.5.1. Significance levels were set at 0.05.

RESULTS

To evaluate the recovery of MNV-1 and PP7 bacteriophage using the swab sampling
methodology the gPCR detection limits for both viruses were determined and P and
NP surfaces were spiked artificially with both viruses. The qPCR detection limits for
the PP7 were of 6.4E-01 to 4.2E+02 gc/mL with an average cycle threshold value
(Ct) of 37; for the MNV-1, gPCR detection limits were of 4.3E+02 to 1.8E+03gc/mL
with an average value of 36.08 Ct (Table II).

PP7 and MNV-1 were recovered in 100% of the contaminated surface samples (P
and NP), although the efficiency ranged from 0.6 to 11.5% and from 12.2 to 77.0%,
respectively, according to the surface tested (Table Ill). No significant difference

was observed between the surfaces (p > 0.05) for both viruses.

DISCUSSION

Fomites and surfaces can be important means of transmission of viral diseases. The
exposure occurs through touch and transfer of pathogens present on the fomite to
the hands and then to the mouth, nasopharynx, and eyes (Abad et al., 1994, 2001;
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Carducci et al.,, 2011; Herzog et al., 2012). The detection of viruses on a large
variety of surfaces and fomites, such as tables, door knobs, walls, toilets seats,
thermometers, gloves, among others (Boone & Gerba, 2007; Ganime et al., 2012)
has helped to demonstrate this route of transmission in sporadic cases and also in
outbreaks (Ansari et al., 1988; Ansari et al., 1991; Gallimore et al., 2004, 2005, 2006,
2008; Wu et al., 2005; Boxman et al., 2009). However, the methodology for viruses
recovery from surfaces is not an easy task, mainly due to its heterogeneous
distribution, as well as the low viral load and the eventual presence of inhibitors in
these surfaces (Rodriguez-Lazaro, 2012). In this study P and NP matrices were
chosen to evaluate ICP in the swab sampling methodology once they represent
almost all hospital surfaces which the hands come in contact with. The variability in
the virus recovery efficiency from these surfaces was also demonstrated previously
in different materials such as stainless steel, ceramic plates, polyethylene and wood
surfaces (Carducci et al., 2002, Scherer et al., 2009). However, data from these
experimental studies that used different surfaces and viruses do not allow any
comparison among recovery rates.

Our results showed that despite the 100% success rate observed for both viruses
used, the recovery efficiency for MNV-1, independent of the surface, was
significantly higher compared to PP7, suggesting the use of MNV-1 as a ICP.

The use of MNV-1 as ICP in NoV detection protocols has been proposed due to its
genetic similarities to the NoV genome (Wobus et al., 2006; Baert et al., 2008a). Its
use as ICP for detecting viruses in foods such as shellfish, soft red fruits and ready-
to-eat foods has also been described (Kingsley et al., 2007; Stals et al., 2009,
2011a, 2011b). However, some studies focusing on PP7 as ICP for food and
environmental samples have been described (Rajal et al., 2007; Fumian et al.,
2010; Brandéo et al., 2014), mainly because PP7 propagation is easier than MNV-1,
not requiring the set-up of cell cultures to produce stocks of those viruses (Rajal et
al., 2007b). PP7 bacteriophage has been chosen due to its similarity both by its size
(25 nm) and its physicochemical properties to poliovirus. Other viruses as feline
calicivirus (FCV) (Mattison et al., 2009), MS2 phage (Scherer et al., 2010) or Mengo
virus (Uhrbrand et al., 2010) has also been evaluated as ICP for virus recovery from
environmental samples. Furthermore, according to Stevenson and colleagues
(2008a) RNA virus used as ICP is better than a DNA virus because the reverse
transcriptase-PCR (RT-PCR) inhibition can be monitored.
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Nowadays, ICP is becoming more routinely used in clinical molecular virology
testing, providing an increased confidence inpatient results (Busting and Nolan,
2004; Bustin and Mueller, 2005). However, its use is sometimes controversial,
mainly in samples where low viral loads are expected. The competition between
ICP, added in the samples in higher concentrations, and the target virus investigated
should be considered.

Considering the epidemiological importance of NoV in water and food gastroenteritis
outbreaks worldwide (Kingsley et al., 2007; Mattison et al., 2009, Stals et al., 2009,
2011a, 2011b) this study pointed out the use of MNV-1 as a potential ICP for this
methodology, mainly due to its high rate of recovery and also because they may

surrogate NoV in infectivity studies.
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Table I. Primer and probe sets used to detect murine Norovirus 1 (MNV-1) and bacteriophage PP7 (PP7) by Quantitative
amplification methodology (PCR).

Virus Primer or Probe Sequence (5'- 3’) Genome region
(Reference)
PP7 247 F GTTATGAACCAATGTGGCCGTTAT @ Replicase
(Rajal et al. 2007) 320R CGGGATGCCTCTGAAAAAAG

274 probe FAM-TCGGTGGTCAACGAGGAACTGGAAC-TAMRA
MNV-1 F — ORF1/ORF2 CAC GCCACCGATCTGTTC TG ORF1-ORF2
(Baert et al., 2008) R — ORF1/ORF2 GCG CTG CGC CATCACTC junction region

MGB- ORF1/ORF2 6FAM-CGC TTT GGA ACA ATG - MGBNFQ

& International Union of Biochemistry code (W: A/T; R: A/G; B: C/G/T; Y: C/T; N: AIC/G/T); ORF: open reading frame; gPCR:

guantitative PCR; RT: reverse transcription; F: forward. R: reverse
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Table Il. Detection limits of the murine Norovirus 1 (MNV-1) and bacteriophage PP7 by using Quantitative amplification

methodology (QPCR).

Virus stock dilutions

Virus e _ s 10° 10° 10°
experlment
NV ND 1.8E+03 (2/3) 5.4E+04 (3/3) 6.4E+04 (3/3)
(4.3 E+06)° ND 5.8E+02 (2/3) 3.9E+03 (3/3) 6.4E+04 (3/3)
ND 43E+02 (1/3) 1.5E+03 (3/3) 6.5E+04 (3/3)
PP7 1 42E+02% (3/3)" 1.5E+03 (3/3) 4.9E+04 (3/3) 1.6E+05 (3/3)
(1.2 E+06)? 2 6.4E-01  (2/3) 4.3E+02 (3/3) 1.2E+04 (3/3) 6.1E+05 (3/3)
3 ND 8.7E+03 (3/3) 7.9E+04 (3/3) 3.9E+05 (3/3)

ND = not detected ® genomic copies/mL ° success rate = positive tests / total number of tests

80



Table Il — Recovery rate estimated by Quantitative amplification methodology (qPCR) of serial dilution of the murine
Norovirus 1 (MNV-1) and bacteriophage PP7 (PP7) from different matrices*.

Virus Concentration

P
Surface Virus  10° 10* 10° 10°
value
15.7 (129 -
MNV  77.0(61.2-77.7)% 12.9(9.1-15.6) 27.1(9.1-114.2) 174.0) 0.218
Rubberized '
PP7 0.6 (0.5-3.0) 0.6 (0.2-5.2) 0.6 (0.3-1.8) 2.4 (1.3-3.9) 0.563
MNV 244 (0.4-147.7 28.6 (0.1 - 39.4) 20.4 (0.4 - 27.5) 42.0(0.2-49.9) 0.789
Non porous formic
PP7 5.1(1.4-8.1) 3.4 (2.3-10.2) 11.5 (8.7 — 18.8) 7.6(6.3-14.8) 0.157
MNV 452 (35.3-156.7) 7.6 (4-12.3) 29.3 (28.1- 34.8) 12.2 (3.5-26.9) 0.025
Porous formic
PP7 1.1 (0.3-4.7) 10.0 (1.3 - 15.6) 5.9 (1.8 —49.4) 1.6 (1.0-78.1) 0.4

Recovery rate*: quantitative amplification methodology (QPCR) ® % of recuperation (range).
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5. Discusséao

O contato das méos com uma superficie contaminada tem sido apontado como uma
importante via de transmissdo de doencas que resulta em um grau variavel de
transferéncia de patdégenos, de modo que o cuidado na higiene das maos nao deve ser
negligenciado, uma vez que as superficies que entram em contato com estas podem
servir como vetores para a transmissao cruzada de patdégenos hospitalares (Kramer et
al., 2006).

No Brasil, estudo pioneiro sobre investigacdo de RVA em superficies foi realizado
na UTI de adultos de um hospital da rede particular situado na cidade do Rio de
Janeiro, Brasil, demonstrando uma prevaléncia de 14,5% nas superficies investigadas
durante um monitoramento realizado no periodo de janeiro a junho de 2009 (Ganime et
al.,, 2012). A alta prevaléncia do RVA, o qual acomete principalmente criancas, foi
inesperada, principalmente por se tratar de uma UTI de adultos com problemas
cardiacos e deu o primeiro alerta para a necessidade de investigar a presenca destes
virus em superficies.

Imediatamente apos este estudo, decidiu-se por avaliar a infecciosidade dos RVA
detectados pelo isolamento em cultura de células MA-104. O isolamento de RVA,
proveniente de trés amostras, demonstrando a infecciosidade destes virus em fomites
foram publicados juntamente com os dados referentes ao monitoramento (Artigo 1).

Devido as dificuldades no isolamento de um virus fastidioso como o RVA, aliado ao
fato de que os HAdV tém sido apontados como excelentes marcadores de
contaminagao ambiental por sua resisténcia no ambiente, auséncia de sazonalidade e
facilidade para isolamento (Cromeans et al., 2008; Myrmel et al., 2006; Haramoto et al.,
2007) ampliou-se o estudo inicial realizando-se a investigacdo de HAdV nas mesmas
amostras coletadas na UTI. Para esta investigacdo foram selecionadas
randomicamente 141 amostras, sendo 73 previamente positivas para RVA e 68
negativas. Essa pesquisa elevou o percentual de contaminacdo das superficies para
44,7%, com percentual de positividade de 13,5% (19/141) nas amostras previamente
negativas para RVA e evidenciando uma contaminacdo de superficies com outro
agente viral 31,2% (44/141) (Artigo 2). O isolamento dos HAdV detectados em cultura
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de células A459 e/ou HEp2c confirmou a existéncia de patdégenos virais infecciosos nos
fomites analisados, sendo estes dados inéditos.

A investigacdo desses virus em superficies e fomites hospitalares mostrou-se eficaz
e necessario, alertando para a presenca de virus gastroentéricos infecciosos que
podem ser particularmente importante em hospitais que tratam pacientes
imunocomprometidos (Parashar et al., 1998, 2003; Pham et al., 2003, Raboni et al.,
2014), assim como em pediatrias e UTI neonatal como descrito anteriormente, uma vez
que ja foi demonstrado que infec¢ao tanto por HAdV como por RVA pode ser grave e
fatal (Parashar et al., 1998, 2003; Pham et al., 2003; Henquell et al., 2009; Kelley
2010).

O isolamento de HAdV e RVA de amostras coletadas de fémites indica que os
virus permanecem infecciosos, entretanto, o isolamento desses virus, ndo € uma tarefa
facil, além de desprender muito tempo e ter alto custo (Kapikian et al., 2001, Rigotto et
al., 2011). As tecnologias moleculares tém sido descritas como ferramentas Uteis para
a deteccdo, devido principalmente a sua rapidez e facilidade quando em comparacao
com a detec¢éo do classico isolamento dos virus em cultura celular, embora incapaz de
distinguir entre particulas virais infecciosas e nao infecciosas (Parashar et al., 1998;
Haramoto et al., 2007a, b). Entretanto, uma vez que ja foi comprovado que as
particulas permanecem infecciosas, as metodologias moleculares podem ser
suficientes para este monitoramento.

A evidéncia de contaminacdo mista em alguns fémites corrobora dados
publicados anteriormente que demonstram infeccdo mista em superficies hospitalares
com virus gastroentéricos (Gallimore et al.,, 2006). Entretanto, quando avaliada a
distribuicdo dos virus analisados, foi possivel demonstrar que os HAdV foram
prevalentes em relacdo aos RVA. Esses dados sdo consistentes com relatos que
demonstram a estabilidade dos HAdV em amostras ambientais (Rutala et al., 2006;
Carducci et al., 2011). Os HAdV em fémites tém sido descritos como resistentes aos
processos de desinfeccdo hospitalares como desinfetantes e recuperados de
superficies inanimadas entre 7 e 90 dias, enquanto que os RVA permanecem viaveis
em superficies inanimadas entre 6 e 60 dias (Kramer et al., 2006; Rutala et al., 2006).

Entretanto, Abad et al. (1994) mostraram que os RVA podem persistir por mais tempo
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gue os HAdV entéricos, quando secos em fomites porosos e ndo porosos. Essa
informacéo nao foi avaliada neste estudo, mas pode explicar a presenca de RVA em
amostras negativas para HAdV.

A grande dissemina¢cdo de HAdV pode também estar associada as varias rotas de
disseminacéo do virus, uma vez que pode causar diferentes doencas, tanto em adultos
como em criancgas, tais como pneumonia, gastroenterite aguda, e ceratoconjuntivite; e
apesar das diferentes vias de transmisséo, todos os sorotipos sao eliminados nas fezes
0 que leva a contaminacédo dos fémites por varias espécies (Greening, 2006; Kramer et
al., 2006; Rutala et al., 2006; Matsushima et al., 2012; Rodriiguez-Lazaro et al., 2012).

Estes estudos de contaminacdo de superficies hospitalares sao originais no Brasil
e na América Latina. Com o monitoramento no hospital da rede particular foi possivel
observar a aplicabilidade do trabalho. Tanto os RVA quanto os HAdV tiveram uma
diminuicao significativa no percentual de deteccéo (p <0,05) a partir de marco de 2009.
Essa reducdo resultou a partir da mudanca dos procedimentos de limpeza e
desinfeccdo apds uma reunido com os responsaveis pela UTI de adultos do hospital
particular. A mudanca de estratégia nos procedimentos de limpeza ndo apenas resultou
na diminuicdo da contaminacéo viral, mas também no controle hospitalar de infeccées
por Acinetobacter spp., que vinha acontecendo desde dezembro de 2008. Além disso,
a CCIH passou a oferecer um novo treinamento para os funcionarios da limpeza e do
hospital. Vale ressaltar que, na UTI de adultos, um dos procedimentos de limpeza
modificado e capaz de reduzir o percentual de deteccdo dos virus, foi a substituicdo do
alcool 70% por Virkon®, a base de monopersulfato de potassio (Artigo 1).

Com base nos resultados obtidos no monitoramento das superficies e fomites da
UTI de adultos do hospital particular, achou-se necessario aplicar esta metodologia em
uma unidade pediatrica, uma vez que os RVA acometem principalmente criancas e
jovens (Tate et al., 2013) e os HAdV acometem tanto criancas como adultos. Desta
forma, foi realizado um monitoramento por um periodo de um ano em superficies e
fomites de duas unidades de um hospital da rede publica: uma unidade de terapia
intensiva neonatal (UTIN) e uma enfermaria pediatrica (EP) (Artigo 3).

Assim como na UTI de adultos do hospital da rede particular, foram detectados

tanto RVA como HAdV nas unidades pediatricas. A UTIN apresentou um percentual
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significativamente menor em comparacao com a EP (p <0,001), o que pode indicar uma
maior preocupacao dos profissionais de saude e familiares em relacdo a higienizacao
das maos, demonstrada pela disposicdo de uma pia na antessala da UTIN, com
passagem obrigatoria.

Outro fator importante que provavelmente contribuiu para esta diferenca entre as
unidades pediatricas foi o fato de na UTIN o produto utilizado para desinfeccdo da
unidade, ndo ser apenas o alcool 70% e sim um produto a base de glucoprotamina
(Incidin® Extra N). Esta unidade apresentou percentuais baixos de detec¢do dos virus.
O mesmo nao aconteceu na enfermaria pediatrica, em que o principal produto de
desinfeccdo € o alcool 70%, e os percentuais de deteccdo, ao menos de HAdV, se
mantiveram altos durante todo o estudo. Esses dados indicam que a utilizacdo do
alcool 70% néo é suficiente para a desinfeccdo dos fémites, pelo menos no que diz
respeito aos virus ndo envelopados, corroborando dados que indicam que o etanol
possui atividade relativamente fraca contra certos virus ndo envelopados (Macinga et
al., 2008), tendo assim que ser substituido por outros produtos nos hospitais.

Embora os RVA sejam os principais agentes etiologicos de GA em criancas e
jovens, houve um baixo percentual de amostras positivas para RVA na EP, em que
circulam principalmente criancas de até 10 anos de idade. No entanto, o RVA estava
presente em areas onde os adultos entram em contato, tais como a cadeira do
acompanhante, mostrando que, apesar de afetar principalmente as criangas, os adultos
podem apresentar a infeccdo geralmente assintomatica e propagar o virus para as
superficies hospitalares, aumentando as chances de contaminacdo de pacientes e,
mais uma vez, mostrando que a lavagem das méos néo foi realizada corretamente.
Estes resultados estdo de acordo com os estudos anteriores (Gallimore et al., 2005,
2008, Ramani et al., 2008), em que a contaminacdo de um hospital por virus
gastroentéricos foi demonstrada, e esta foi associada ao trafego de parentes na
unidade. Também foi sugerido que a lavagem das maos nédo estava sendo feito de
forma adequada.

No estudo realizado nas unidades pediatricas, tanto os RVA como os HAdV foram
detectados ao longo de todo o ano, ndo mostrando qualquer sazonalidade. Esses

dados corroboram estudos que indicam que somente € possivel observar um padrdo
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na sazonalidade dos RVA em regides temperadas, com surtos e epidemias durante os
meses mais frios e secos do ano. Em geral, nas regides tropicais, infec¢cdes por RVA
ocorrem ao longo do ano (Estes & Kapikian, 2007). O mesmo acontece com os HAdV
em que nenhuma evidéncia de sazonalidade para este virus foi observada em varias
investigacoes (Levidiotou et al., 2009; Raboni et al., 2014; Ozdemir et al., 2010). Estes
dados enfatizam o significativo impacto gerado pelas mudancas ocasionadas apos a
reunido, demonstrando que 0 monitoramento de contaminacdo das superficies
hospitalares pelo virus gastroentéricos pode ser uma forma eficaz de gerenciar a
limpeza do ambiente hospitalar e assim, ajudar a prevenir surtos.

Embora nos hospitais estudados néo tenha havido qualquer caso de GA por HAdV
e RVA no periodo dos estudos, a falta do cumprimento na higienizacdo das maos foi
observada, uma vez que os HAdV e RVA foram detectados em todos os leitos
investigados da UTI de adultos e que as superficies estudadas, tanto no hospital
particular como no publico, representam areas que estdo sempre em contato com as
maos. Esses dados ressaltam mais uma vez a disseminacdo desses virus por
individuos assintomaticos, além de demonstrar a importancia de medidas preventivas e
corretivas para reduzir tanto a transmisséo direta como indireta de microorganismos,
mostrando que a precariedade da lavagem das maos e informacfes de antissepsia
dada aos parentes pode contribuir para a disseminacdo de infeccdes gastroentéricas.
Tal situacdo pode comprometer também a higienizacdo adequada de leitos e areas de
uso comum, contribuindo para a disseminacdo viral no ambiente hospitalar, como
referido em estudos anteriores (Linhares, 2000; Gallimore et al., 2004, 2006; Carducci
et al., 2011). Wilhelmi et al. (2003), indicaram que a higienizacdo das maos, antes e
apos o contato com pacientes ou com objetos que possam estar contaminados, é
essencial para a ndo contaminacdo de superficies. Técnicas de treinamento de
lavagem das maos, por profissionais de saude, familiares e visitantes devem ser
frequentemente fornecidas, especialmente aqueles que frequentam qualquer UTI
(Soule et al., 1999).

Em paralelo ao monitoramento anual das superficies das duas unidades
pediatricas do hospital da rede publica, achou-se necesséria a realizacdo de testes

para avaliacdo da metodologia utilizada, uma vez que esta metodologia sé havia sido
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testada in situ, ndo tendo ainda sido testada em laboratério (Artigo 4). Sendo assim, um
estudo com a finalidade de avaliar o uso de um controle interno de processo (CIP) e a
metodologia de recuperacdo de virus em fomites foi realizado pela inoculagéo
experimental de MNV-1 e bacteriéfago PP7 em diferentes superficies: férmica porosa
(FP), férmica ndo porosa (FNP) e emborrachado (EMB).

Estas superficies foram selecionadas por representarem quase todas as
superficies do hospital que entram em contato com as maos. A variabilidade na
eficiéncia da recuperagcdo de virus a partir de superficies foi demonstrada
anteriormente em diferentes materiais, tais como aco inoxidavel, placas de ceramica,
de polietileno e de superficies de madeira (Carducci et al., 2002, Scherer et al., 2009).
A metodologia para a recuperacéo de virus de superficies é dificultada principalmente
pela possivel distribuicdo heterogénea, baixa carga viral e a eventual presenca de
inibidores nestas superficies (Rodriguez-Lazaro, 2012).

Nossos resultados demostraram que, apesar da taxa de sucesso de 100% para
ambos os virus utilizados, a eficiéncia de recuperacdo de MNV-1, independente da
superficie, foi significativamente maior em comparacdo com PP7, sugerindo o uso de
MNV-1 como CIP.

O uso de MNV-1 como CIP em protocolos de deteccédo de NoV foi proposta devido
as suas semelhancas genéticas com os NoV (Wobus et al., 2006; Baert et al., 2008a).
Seu uso como CIP para a deteccdo de virus em alimentos como mariscos, frutas
vermelhas e alimentos prontos para o consumo também tem sido descrito (Kingsley et
al., 2007; Stals et al., 2009, 2011a, 2011b). No entanto, alguns estudos enfocam a
utilizacdo do PP7 para amostras alimentares e ambientais (Rajal et al., 2007; Fumian et
al., 2010; Brand&o et al., 2014), principalmente pela propagacédo do PP7 ser mais facil
gue MNV-1, ndo necessitando estabelecer culturas celulares para produzir estoques
desses virus (Rajal et al.,, 2007b). Ambos sdo virus RNA, que de acordo com
Stevenson e colaboradores (2008a) devem ser utilizados como o CIP por monitorarem
a inibicdo da transcriptase reversa-PCR (RT-PCR).

Este estudo apontou o uso de MNV-1 como um potencial CIP para essa
metodologia, principalmente devido a sua alta taxa de recuperacdo e também porque

eles podem substituir os NoV em estudos de infecciosidade. Atualmente, o CIP é
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utilizado rotineiramente em testes de virologia molecular clinica, proporcionando um
aumento da confianca dos resultados (Bustin & Nolan, 2004; Bustin & Mueller, 2005).
No entanto, 0 seu uso é por vezes controverso, principalmente em amostras onde se
espera uma carga viral baixa. A competicdo entre o CIP, adicionado as amostras em

concentracfes mais elevadas, e o virus alvo investigado deve ser considerado.
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6. Conclusdes

1. Os RVA e o0s HAdV demonstraram ser importantes marcadores de
contaminacdo hospitalar, tanto em unidade pediatrica quanto adulta, na rede
publica e privada;

2. A presenca de virus em superficies hospitalares ressalta a necessidade de
reavaliacdo dos processos e produtos utilizados para a desinfeccao.;

3. O maior percentual de deteccdo de HAdV juntamente com a maior possibilidade
de isolamento viral em cultura celular, sugere o uso destes virus como um
indicador de contaminacao viral de superficies hospitalares;

4. A metodologia avaliada mostrou-se eficaz, no entanto, € sugerido swab seja
apenas embebibo em meio de cultura para um aumento no percentual de
deteccéo.

5. A utilizacdo do MNV-1 como controle interno mostrou-se efetiva para monitorar a
eficiéncia das etapas de deteccédo viral em diferentes superficies, contudo o uso
do bacteriéfago PP7 parece adequado quando altas concentrac¢des iniciais sao

inoculadas.
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7. Perspectivas

Considerando os resultados aqui apresentados e visando contribuir para 0s
avancos nos estudos da contaminagcdo de superficies, tanto hospitalares como de
ambientes em que o0 risco a contaminacdo e infeccdo por individuos suscetiveis
mostra-se critico; como desdobramentos deste estudo visamos: i) desenvolver cartilha
educativa, informando a importancia da lavagem das mé&os para interrupcdo da
transmissdo de doengas infecciosas; ii) realizar avaliagdo dos desinfetantes frente aos
virus gastroentéricos; iii) investigar a contaminacao de diferentes superficies que estao
constantemente em contato com as maos e passiveis de veicular uma infeccédo por
virus gastroentéricos; iv) avaliar diferentes drogas que possam vir a interromper uma
infeccdo por RVA; v) realizar testes complementares para a inclusdao de ICP nas
amostras de superficies, vi) contribuir de forma mais eficaz na avaliagdo da qualidade
microbiolégica dos ambientes hospitalares, na elucidacdo de surtos hospitalares e,
principalmente, na tomada de medidas eficazes para a prevencao e tratamento de
doentes, além de contribuir para uma revisdo da legislacdo, no que diz respeito aos

virus.
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