ARTIGO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE | ARTICULO ORIGINAL

Ocorréncia de Bocavirus Humano associado das infeccoes
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RESUMO

INTRODUCAQO: As Infeccées Respiratérias Agudas (IRA) permanecem como um dos principais problemas de satde
pUblica em todo o mundo. Essas infeccbes sdo associadas a diversos patégenos sendo os virus os prevalentes.
Recentemente, foi descrito na literatura um novo parvovirus denominado Bocavirus Humano (HBoV). Investigacdes ainda
sGo escassas na associacdo deste novo agente a casos de IRA na populacéo em geral. Ngs’re contexto, o presente artigo
relata a pesquisa do HBoV em um segmento populacional da Amazénia. MATERIAIS E METODQOS: Neste estudo, foram
analisadas amostras de aspirado nasofaringeo de pacientes com diagnéstico de IRA atendidos ambulatorialmente na
Cidade de Belém, Pard, Brasil. A pesquisa, com a identificacdo laboratorial do virus, foi realizada mediante o emprego da
técnica de reacdo em cadeia mediada pela polimerase, utilizando pares de oligonucleotideos especificos, seguida da
andlise filogenética das sequéncias nucleotidicas encontradas. RESULTADOS: Das 397 amostras clinicas analisadas,
encontrou-se positividade em amostras de trés pacientes, sendo um destes em coinfeccdo com o virus respiratério sincicial.
DISCUSSAQ: O percentual de positividade obtido na investigacdo se revelou inferior ao descrito na literatura. Entretanto,
vale ressaltar que os estudos j& publicados envolveram pacientes hospitalizados, diferentemente do grupo populacional
presentemente abordado. As andlises filogenéticas realizadas evidenciaram expressiva similaridade dos virus encontrados
com as cepas virais j& descritas. CONCLUSAO: A presente pesquisa se caracteriza como o primeiro relato associando o
HBoV & IRA na Regido Amazdnica.

Palavras-chave: Infeccoes Respiratérias; Bocavirus ; Infeccdes por Parvoviridae.

INTRODUCAO Parainfluenza 1, 2 e 3 (HPIV), Adenovirus (AdV), Virus
Respiratério Sincicial (VRS), Rinovirus (HRV), Coronavirus

As Infeccées Respiratérias Agudas (IRA) permanecem (HCoV) e 0 Metapneumonirus Humano (hMPV)*'*.

como um dos principais problemas de satde publica em

todo o mundo, dada a sua alta morbimortalidade, Vérios estudos continuam sendo conduzidos visando

principalmente em pafses em desenvolvimento””. Estas
infeccdes geralmente encontram-se associadas a diversos
patégenos, fendo os virus como prevolenfesé'w. Entre estes
podemos citar os virus Influenza A e B (Flu A e Flu B),
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determinar a efiologia das infeccdes do trato respiratério,
sendo que entre 12% a 39% dos casos nenhum agente
conhecido é encontrado. Baseado nisso, Allander et al®
descreveram o desenvolvimento de uma nova
metodologia fundamentada em técnicas de biologia
molecular, para investigacdo de possiveis novos agentes
relacionados a infecgdes do trato respiratério, a partir da
qual ele detectou um parvovirus previamente denominado
Bocavirus Humano (HBoV), classificado taxonomicamente
dentro do género Bocavirus, subfamilia Parvovirinae, na
familia Parvoviridae™ ™.
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O HBoV é um virus ndo envelopado, de simetria
icosaédrica, medindo de 18 a 26 nandmetros de didmetro,
com cdpside formada por cerca de 60 capsémeros. O
genoma viral apresenta-se ndo segmentado, composto
por dcido desoxirribonucléico (DNA) de fita simples,
sentido positivo e negativo com aproximadamente 5.3 Kb.
Possui trés matrizes de leitura (ORFs) codificando quatro
proteinas: VP1 e VP2 proteinas estruturais do virion; NST,
proteina ndo-estrutural; e a nucleoproteina NP1, com
funcdo desconhecida.

Estudos tém demonstrado que o HBoV aparentemente
. . . .~ . 5,9,11,16,23,25,27
possui uma distribuicGo mundial , com
A . . 5 1
frequéncia que varia de 1,5% a 19% . Poucos estudos
foram conduzidos na América Latina quanto & associagéo
do HBoV a outras infeccdes respiratérias. Merece destaque
o alto percentual (5 - 85%) em que este virus é encontrado
como coinfecgdo, tanto com virus, como com outros

s 2,252
patégenos “#% .

A transmissdo do HBoV mostra-se indefinida, devido a
ter sido achado, diversas vezes, no trato respiratério”” ',
soro'®, songuew, urina™ e em gos’rroen’reri’res“’m; porém
estudos mostram o HBoV como o quarto agente mais
frequentemente detectado em pacientes de até 2 anos de
idade, hospitalizados com quadro de infeccdo do trato
respiratério inferior'”, sugerindo que a via aérea é a
principal via de transmisséo.

A sinftomatologia observada nos casos de infeccéo por
HBoV inclui a de um resfriado comum, com febre e
rinorréia, e também sibilos e dispnéia. Na ocorréncia de
agravos, geralmente registra-se o desenvolvimento de
bronquite, bronquiolite e pneumonia'”**. Estudos
sugerem que o HBoV pode estabelecer infeccoes latentes
ou persistentes de linfcitos da mucosa, ou contribuir para

hiperplasia tonsilar’”.

O perfil sazonal dos casos de infeccdo pelo HBoV
ainda ndo estd bem estabelecido. Contudo, em paises de
clima temperado a ocorréncia deste virus é mais
acentuada no inverno e inicio da primavera'

Até o momento, estudos mostram a existéncia de trés
tipos de HBoV (HBoV1, HBoV2 e HBoV3) sendo que o tipo
3 56 foi encontrado em fezes® e o tipo 2 encontrado em

4,17 . N
sangue e fezes”’. Associado & IRA, mostra-se somente o
HBoV1.

Quanto & variabilidade genética, Allander et al’

descreveram duas linhagens (ST1 e ST2) muito conservadas.

Este virus parece ser bem estdvel, com poucas mutacées
sendo demonstradas nas sequéncias dos genes VP1 e VP2.
As divergéncias observadas nas sequéncias nucleotidicas
sGo causadas por mutacdes pontuais, resultantes em
poucas trocas na cadeia aminoacidica'®?.

Nos paises de clima tropical, assim como o Brasil,
poucas investigacdes sobre a ocorréncia de HBoV, bem
como sua variabilidade genética, vém sendo conduzidas.
Neste contexto, reforca-se a necessidade da realizacéo de
estudos que possibilitem gerar dados epidemiolégicos
sobre este agente, para melhor definir o papel do HBoV
nos casos de IRA na Amazénia.
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MATERIAIS E METODOS
POPULACAQ ESTUDADA

Entre os anos de 2004 a 2007, amostras de swab
combinado (narina/garganta) e aspirado nasofaringeo
foram coletadas ambulatorialmente pelo Sistema de
Vigilancia Virolégica da Rede de Influenza, do Laboratério
de Virus Respiratérios (LVR) do Instituto Evandro Chagas
(IEC). Uma triagem selecionou criangas com até 2 anos de
idade, apresentando sinais e sinfomas de IRA com até
cinco dias de evolucéo.

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras coletadas foram centrifugadas a 1.000
rom durante 10'. Com os sedimentos do centrifugado,
foram preparadas ladminas seguindo orientacdo do kit
comercial Light Diagnostics™ Respiratory Panel | Viral
Screening and Identification IFA para Imunofluorescéncia
Indireta (IF1), utilizadas para a pesquisa do virus Influenza A
e B, Parainfluenza 1-3, Adenovirus e VRS. O sobrenadante
foi utilizado para tentativa de isolamento do HBoV por
técnicas de biologia molecular.

IDENTIFICACAO POR BIOLOGIA MOLECULAR

Para a extracéo, padronizou-se um protocolo pelo qual,
inicialmente, colocou-se em um microtubo 150 ulL de
tampdo TNE (Tris-Na-EDTA), 20 ul de dodecil sulfato de
sédio (SDS) 10% e 10 ulL de proteinase K (10 mg/ml)
somado a 120 ul de amostra. Incubou-se & temperatura
de 56° C por 30" em termobloco (Eppendorf).
Posteriormente, acrescentou-se 200 ul de fenol saturado,
seguido por agitagdo durante 1' em vortex e centrifugacéo
a 10.000 rpm a 20° C por 3'. Transferiu-se 150 ulL do
sobrenadante para um microtubo contendo 150 ul de
fenol/cloroférmio/dlcool-isoamilico. Novamente a
mistura passou por agitacdo em vortex por 1' e
centrifugacdo a 10.000 rpm a 20° C por 3'. Transferiu-se
100 uL do sobrenadante para um microtubo contendo
100 uL de cloroférmio, agitou-se em vortex por 1' e
centrifugou-se por 10.000 rpm a 20° C por 3'. Por fim,
retirou-se cuidadosamente 40 ulL do sobrenadante, sendo
o extraido conservado atemperatura de -20° C.

A reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR)
deu-se utilizando pares de oligonucleotideos especificos
BoV 118F BoV 542R (NP1); VP/+/1, VP/-/726 (VP1) e
VP/+/1005, VP/-/2072 (VP2), conforme iniciadores e

tamanhos de amplicons, encontram-se no quadro 1.

Tamanho do

Oligonucleotideo Sequéncia )

amplicon

BoV 118F 5'GAGCTCTGTAAGTACTATTACS! 354pb

BoV542R 5'CTCTGTGTTGACTGAATACAG 3'

VP/+/1 5'GCTGCTGAAAGCATGGAAGCAS' 725pb

VP/-/726 5'GGCGCTGCCAATCCTGTGGTS!

VP/+/1005  5'GCTGGAGGCAATGCTACAGAAS! 10670b

VP/-/2072 5TCCGCTTGTCCATTGAGGAGG3’ P

Quadro 1 - Descricdo dos iniciadores
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Para todos os genes, usou-se reacdo com volume final
de 50 ul contendo: 5 ulL do DNA extraido, 0,5 ulL de cada
iniciador (50 pmol/ul), 5 ulL de tampéo de reacéo (10x),
2 uL de dNTP (5 mM), 5 uL de MgClI2 (25 mM), 1,25 U de
Tag DNA polimerase e 31,5 ulL de dgua livre de
DNAse/RNAse. O programa adotado foi o especificado
por Allanderet al’.

Amostras de PCR positivas para HBoV foram testadas
para o gene VP1/VP2 sendo preparadas para o
sequenciamento parcial com o Kit Big Dye® tferminator
Cycle Sequencing (Applied Biosystem) seguindo instrucoes
do fabricante, e sequenciado utilizando o sequenciador
automdtico ABIPrism 3130x| (Applied Biosystem).

Todas as reagdes foram realizadas em termociclador
automdtico Mastercycler ep Gradient S (Eppendorf)
sempre com controles negativos e positivos, a fim de evitar
contaminag@o com DNA exégeno.

ANALISE E EDICAO DAS SEQUENCIAS E CONSTRUCAO
DA ARVORE FILOGENETICA

As sequéncias nucleotidicas obtidas do HBoV foram
analisadas e editadas utilizando-se o programa BioEdit v
7.0, e comparadas com sequéncias de outros virus
isolados e disponiveis no banco de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando os programas
Clustal W v 1.7%° e Mega v 3.1%". As érvores filogenéticas
foram construidas utilizando-se o método neighbor joining
(NJ), implementado no programa Mega v 3.1. A matriz de
disténcia no método de NJ foi calculada a partir das
sequéncias alinhados usando a férmula de dois
parametros de Kimura'”. A andlise de bootstrap usando 2
mil réplicas foi utilizada para gerar maior confiabilidade
aos valores dos grupamentos'.

RESULTADOS

Foram analisadas 397 amostras, obtendo-se
positividade comprovada por sequenciamento para
infeccéo por HBoV em trés delas (0,76%).

Em todos os casos positivos observou-se a infecgéo no
perfodo n&o chuvoso, acometendo criancas do sexo
masculino, com idade de 29 semanas, em média, e em
todos os casos apresentando coriza e tosse. Um caso
mostrou coinfeccdo HBoV/VRS; a crianga apresentava
ainda febre e congestdo nasal (Quadro 2).

Quanto & andlise filogenética, o segmento NP1
mostrou-se com 100% de similaridade quando
comparada as cepas descritas por Allander et al’. A
quando da andlise das sequéncias do gene VP1/VP2, uma
amostra foi sequenciada e observou-se similaridade de
98,3% a 99,7%, comparadas ds sequéncias de cepas
disponiveis no GenBank (Figura 1).

HBoV/NH1/China
HBoV/MI/01-06/Itélia
HBoV/1014-03/Canadd
HBoV/st2/Suécia
HBoV/CRD2/USA
HBoV/BJ3064/China
HBoV/1275-03/Canadé
HBoV/619-07/Brasil
HBoV/680-03/Canadé
HBoV/MPT-2/Franca
HBoV/MPT-16/Franca
HBoV/497-03/Canaddé
HBoV/MPT-6/Franca
HBoV/809-03/Canadd
HBoV/22730/05/Alemanha
HBoV/PELBa07/Itdlia

Cluster 2

96 |HBOV/CZ707/Chino
91'HBoV/CS245/China
HBoV/TW14107/Taiwan

HBoV/FukushimaJPN505/Japéo
HBoV/JPOC08-458/Japdo

Cluster 1

Data da

Paciente colheita do  Idade Sexo Sintomas  Coinfeccéo
amostra

099-04 12/8/2004 9 meses Masculino Coriza, tosse Néo

Coriza, tosse
934-07 14/8/2007 6 meses Masculino  febre e VRS
obstrucéo
619-07 25/10/2007 8 meses Masculino Coriza, tosse Néo

Quadro 2 - Dados dos pacientes com infeccdo pelo HBoV

HBoV/998-03/Canadé
HBoV/603-03/Canadd
HBoV/79-02/Canadd
HBoV/MPT-3/Franca
HBoV/734-03/Canadd
HBoV/MPT-5/Franca
HBoV/481-03/Canadd
HBoV/MPT-4/Franca
HBoV/st1/Suica
HBoV/MPT-7/Franca

—
0,002

Figura 1 — Andlise filogenética da sequéncia parcial do gene
codificador das proteinas de superficie VP1/VP2 de
HBoV. A d&rvore foi gerada pelo método de NJ
utilizando o programa Mega v 3.1. Valores de
bootstrap (X 2000) foram dados para os nds
selecionados

DISCUSSAO

Entre janeiro de 2004 e dezembro de 2007, foram
diagnosticados trés casos de infeccéo respiratéria aguda
(0,76%) associados ao Bocavirus Humano, entre 397
amostras locais, na Cidade de Belém, Pard. Duas amostras
foram detectadas no ano de 2004 e a outra em 2007.

Estes dados revelam um baixo percentual de
positividade para HBoV, quando comparado com dados
disponiveis na literatura, os quais referem frequéncia de
deteccdo em até 19% dos casos investigados'. Vale
ressaltar, contudo, que as amostras envolvidas neste
estudo sd@o oriundas de pacientes atendidos
ambulatorialmente, diferentemente dos estudos em que
foram encontradas as maiores taxas de associacdo, uma
vez que estes englobavam pacientes hospitalizados™ .

Rev Pan-Amaz Saude 2010; 1(1):67-92
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A baixa positividade encontrada n&o permitiu inferir
padrées epidemiolégicos de prevaléncia e sazonalidade
ocasionados pelo virus na populagéo estudada. Entretanto
destacamos a ocorréncia do virus no periodo de menor
indice pluviométrico sazonal.

Uma das amostras apresentou coinfeccdo com VRS. De
fato, na literatura descreve-se uma alta incidéncia do
HBoV associado com outros virus, sendo frequente sua
associacdo com o VRS™®.

Comparando as sequéncias obtidas com as existentes no
GenBank, observou-se 100% de similaridade quanto ao gene
NP1, e 98,6% a 99,3% quando se referia a sequencias
parciais dos genes VP1/VP2. Estes dados comprovam o
descrito quanto & alta conservacéo do gene Np1 e reforcam a

CONCLUSAO

Os estudos mostram um baixo indice (0,76%) de HBoV
em criangas de O a 2 anos de idade atendidas
ambulatorialmente na capital do Pard, com existéncia de
coinfeccdo com outros virus respiratérios.

As cepas circulantes no local estudado mostraram-se
com poucas mutagdes, sendo que, quando analisadas
pelo sua proteina ndo-estrutural, mostraram-se com
similaridade total & linhagem denominada ST1, em estudo
realizado na Suécia.

Ressaltamos neste estudo as primeiras deteccdes de
infeccoes respiratérias associadas ao HBoV na regidéo da

16,25

baixa mutabilidade genémica dos segmentos VP1/VP2°*. Amazbnia Legal.

Ocurrence of Human Bocavirus associated with acute respiratory infections in children
up to 2 years old in the City of Belém, Para State, Brazil

ABSTRACT

INTRODUCTION: Acute Respiratory Infections (ARI) are one of the main public health problems in the world. Most of these
infections are associated with several pathogens, and viruses are the most prevalent agents. Recently, a new parvovirus
named Human Bocavirus (HBoV) has been described. Investigations on the relationship between this new agent and cases
of ARl'in individuals are still scarce. Herein, we review a study of HBoV in a population segment in the Amazon. MATERIALS
AND METHODS: In this study, samples of nasopharyngeal aspirates from patients with ARl treated in Health Care Units in
Belém, Brazil, were analyzed. Identification of the virus was carried out by polymerase chain reaction using pairs of specific
oligonucleotides, followed by phylogenetic analysis of the nucleotide sequences obtained. RESULTS: Of the 397 samples
studied, three specimens were HBoV-positive, and one presented as a co-infection with the respiratory syncytial virus.
DISCUSSION: The positivity rate obtained in this investigation was lower than that described in other studies; however,
previous studies involved hospitalized patients, which constitute a different population group. The phylogenetic analyses
revealed a significant similarity between the virus strains found and those previously described. CONCLUSION: This is the
first report associating HBoV with ARI'in the Amazon.

Keywords: Respiratory Tract Infections; Bocavirus; Parvoviridae Infections.

La aparicién de Bocavirus Humano asociado con las infecciones respiratorias agudas en
ninos de 0 a 2 anos de edad en Belém (Estado de Pard, Brasil)

RESUMEN

INTRODUCCION: Las infecciones respiratorias agudas (IRA) siguen siendo uno de los principales problemas de salud
publica en todo el mundo. La gran mayoria de estas infecciones estén asociadas con diversos patégenos, entre los que los
virus son prevalentes. Recientemente, un nuevo parvovirus llamado Bocavirus Humano (BovH) fue descrito. Las
investigaciones son todavia escasas sobre la asociacién de este nuevo agente con casos de IRA en la poblacién en general.
En este contexto, este articulo relata la investigacion de BovH en un segmento de la poblacién de la Amazonia.
MATERIALES Y METODOS: Este estudio analizé las muestras de aspirados nasofaringeos de pacientes con diagnostico de
IRA atendidos ambulatoriamente en Belém (Pard, Brasil). La investigacién e identificacién de laboratorio del virus se realizé
empleando la técnica de reaccién en cadena de polimerasa, utilizando pares de oligonucleotideos especificos, seguida de
un andlisis filogenético de las secuencias de nucledtidos encontradas. RESULTADOS: De las 397 muestras clinicas
analizadas, dieron positivo las muestras de tres pacientes, de las que una era una coinfeccién con el virus respiratorio
sincicial. DISCUSION: El porcentaje de resultados positivos obtenidos con la investigacién demostré ser inferior a lo
descrito por la literatura. Sin embargo, cabe sefalar que los estudios anteriores se hicieron con pacientes hospitalizados, a
diferencia del grupo de poblacién aqui estudiado. El andlisis filogenético revelé una considerable similitud de los virus
encontrados con las cepas de virus ya descritos. CONCLUSION: Esta investigacién, se caracteriza por ser el primer
informe que asocia el BovH con el IRA en la Regién Amazénica.

Palabras claves: Infecciones del Sistema Respiratorio; Bocavirus; Infecciones por Parvoviridae.
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