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Primeira detec¢do de coronavirus humano associado a
infeccdo respiratéria aguda na Regido Norte do Brasil
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RESUMO

Os coronavirus humanos (CoVh) séo responsdveis por ocasionar doencas respiratérias e entéricas, sendo associados
as infeccées agudas e graves do trato respiratério. O objetivo deste trabalho foi identificar a ocorréncia dos CoVh
em pacientes com infeccdo respiratéria aguda (IRA) na Cidade de Belém, Estado do Pard, Brasil, atendidas pelo
programa de vigilancia do virus da influenza do Instituto Evandro Chagas. No periodo compreendido entre agosto
de 2009 a marco de 2011, amostras de aspirado da nasofaringe ou swab combinado (nasal e oral) obtidas de 308
pacientes com diagnéstico clinico de IRA, foram laboratorialmente investigadas na busca de evidéncias de infeccéo
pelo CoVh. A metodologia adotada envolveu quatro etapas principais: a) extracdo do RNA viral (RNAv) do espécime
clinico; b) execucdo da técnica de reacéo em cadeia mediada pela polimerase precedida de transcricdo reversa
(RT-PCR); c) eletroforese em gel de agarose dos produtos gerados; e d) sequenciamento genético de nucleotideos.
O processamento laboratorial de todos os espécimes revelou positividade para CoVh em uma amostra clinica
dos pacientes investigados. A andlise filogenética da amostra positiva permitiu classificéd-la como pertencente ao
subtipo OC43 de CoVh. O presente achado representa a primeira comprovacéo laboratorial da circulacéo deste
agente viral na RegiGo Amazénica. Estudos adicionais séo necessdrios para um maior conhecimento da etiologia e
epidemiologia deste agente viral em casos de IRA que ocorrem na RegiGo Norte do Brasil.

Palavras-chave: Coronavirus; Infeccdes Respiratérias; Reacdo em Cadeia da Polimerase Via Transcriptase Reversa.

INTRODUCAO

As infeccoes

sejom como patégenos principais, ou predispondo
individuos o infeccées bacterianas  secunddrias.

s@o . . L. X
Manifestacées clinicas graves associadas a doencas

(IRA)

mortalidade

agudas
morbidade e

respiratorias

causas importantes  de g . . -
. - . do trato respiratério inferior s@o frequentemente
em todo o mundo. Os virus sdo considerados o i
. . observadas em individuos com fatores de risco
os agentes efiolégicos predominantes em IRA, . ) ) .
tais como: cardiopatia, pneumopatia e outras
condicdes crénicas como diabetes, obesidade e
1
Correspondéncia / Correspondence / Correspondencia: asma:.
WY”_erNen'Cque'Me“O_ ) Entre os virus rotineiramente associados a IRA,
Sectio de Virologia, Insfituto Evandro Chagas/SVS/MS os coronavirus humanos (CoVh) tém se destacado
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bem como os recentemente descobertos agentes
da sindrome respiratéria aguda grave (SARS), o
NL63 e o HKU1 descobertos em 2004 e 2005

respectivamente?>4,

Investigacdées conduzidas em diferentes paises tém
demonstrado que estes virus apresentam distribuicéo
mundial e relatam a deteccéo dos coronavirus em 1 a
10% dos pacientes com infeccéo do trato respiratério?.
Estudos recentes tém evidenciado a relacdo dos CoVh
em casos de coinfeccGo com outros virus respiratérios,
como bocavirus, influenza, virus respiratério sincicial
humano e metapneumovirus humano; tais estudos
foram conduzidos em paises como ltalia, Alemanha,
Bélgica, Canadd, Estados Unidos, Franca, Japao, China
e Tailandia'>4.

Néo hd uma relacdo confirmada entre a incidéncia
do virus a fatores climdticos, consequentemente
ndo hd uma sazonalidade bem definida para as
infeccoes por CoVh®¢’. Entretanto, alguns estudos t&m
mostrado uma maior frequéncia da infeccdo pelo virus
entre os meses de dezembro e abril®. Néao existem,
também, estudos que comprovem a discrepéncia
de susceptibilidade & infeccdo entre faixas etérias.
Estudos relativos ao CoVh sdo escassos no Brasil e
inexistentes na Regido Norte do Pais?3$. Por serem
patégenos de répida evolugcdo e que eficientemente
transpdem a barreira entre espécies, é recomenddvel
o monitoramento de sua circulacdo na populacédo
humana??.

MATERIAIS E METODOS
ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas (IEC), em
22 de setembro de 2011, sob o parecer n® 0027/2011.

DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi caracterizado como transversal,
observacional, sendo utilizadas amostras coletadas entre

2009 e 2011.
POPULACAO DE ESTUDO

Os espécimes clinicos (swab oral/nasal e aspirado
nasofaringeo) utilizados nesta investigacdo foram obtidos
no periodo de agosto de 2009 a marco de 2011. Os
pacientes envolvidos nesta pesquisa apresentavam sinais
ou sintomas sugestivos de IRA, e eram negativos para a
deteccéo de outros virus respiratérios como o influenzae.
As amostras clinicas foram estocadas a -70° C até seu
processamento laboratorial.

DETECCAO E ANALISE FILOGENETICA DO CoVh
Extragéio do RNA viral (RNAv)

O RNAv foi extraido a partir do espécime clinico,
utilizando-se kit comercial Purelink® Viral RNA/DNA
Mini Kit (Invitrogen by Life Technologies, EUA), seguindo
as orientacdes do fabricante. Depois de extraido o RNA

foi estocado a -70° C ou imediatamente submetido a
RT-PCR3~.

Reacdo em cadeia mediada pela polimerase
precedida de transcricdo reversa (RT-PCR)

A deteccdo dos CoVh foi realizada por meio da
técnica de RT-PCR. O procedimento foi conduzido com
emprego do kit comercial Superscript® (Invitrogen by
Life Technologies, EUA). As reacdes de RT-PCR foram
realizadas em um volume final de 25 ul contendo
5,0 pL de RNA viral, 6,0 pL de H,O livre de DNAse
e RNAse, 12,5 ul de PCR Master Mix (2x), 0,5 ulL de
Forward Primer 50 uM, 0,5 ul de Reverse Primer 50
uM, e 0,5 pl de Super Script ™ One-Step RT-PCR
System with Platinum Tag. Na amplificagdo a mistura
foi submetida a 48° C por 30 min, 95° C por 10 min,
seguida por 45 ciclos de PCR cada um composto de
95° C por 15 s e 60° C por 1 min. Todas as etapas
da reacdo foram realizadas na plataforma Applied
Biosystems7500 Real-Time PCR. Cada conjunto de
amostras submetido & amplificagéo foi acompanhado
de um controle negativo, o qual continha todos
os reagentes da mistura e dgua livre de DNAse
e RNAse, e um controle positivo para cada um
dos virus®4.

Eletroforese em gel de agarose

Ao término da amplificacdo, as amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose a 2%,
corado por SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen
by Life Technologies, EUA), com tampdo TAE 1X
(tris-acetato-EDTA). O marcador de peso molecular
Smartladder® (Eurogentec, EUA) foi aplicado em cada
gel. A visualizacGo dos amplicons impregnados pelo
SYBR® Safe foi realizada em transiluminador com luz
ultravioleta (UV) e fotografado com auxilio do sistema
de foto-documentacéo Vilber Loumart®4®.

RT-PCR para a caracterizagéo molecular do CoVh

Visando a caracterizacdo genética dos CoVh
detectados, foi realizada o amplificacGo de um
segmento génico codificador da polimerase viral por
meio de RT-PCR utilizando-se SuperScript [II™ One-step
RT-PCR System with Platinum Tag® e oligonucleotideos
iniciadores especificos para os CoVh 229E, HKUIT,
NL63 e OC43?°. Cada conjunto de amostras
submetido & amplificacdo foi acompanhado de um
controle negativo (H,O livre de DNAse e RNAse) e
um positivo (amostra positiva para CoVh), utilizados
como padréo no teste. O produto da RT-PCR possui
o tamanho, em pares de base de DNA, conforme
mostrado na tabela 1.

Purificagéio e quantificagdo do produto da RT-PCR

Nas amostras que apresentaram a banda de
interesse, foi realizada a purificacGo do produto
da PCR, utilizando o kit comercial QlAquick PCR
Purification (Qiagen, Alemanha), seguindo as instrucdes
do fabricante. O produto purificado foi quantificado
seguindo instrucdes do fabricante do marcador de
peso molecular Low Mass Ladder (Invitrogen by Life
Technologies, EUA)'°. A concentracéo de cada amostra
foi determinada comparando-se a intensidade das
bandas do marcador com a banda das amostras, sendo
o resultado expresso em nanogramas (ng).



Tabela 1 — Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanho dos amplicons gerados a partir da RT-PCR

CoVh Gene Indicador Sequéncia dos oligonucleotideos Amplicon
229E Fwd 5'GTG TGA TAG AGC TAT GCC CTC A 3!

229E pol 462 pb
229E Rev 5' GTA ACC AAG TCC AGC ATAAGT T 3'
HKUT Fwd 5'AGT TCC CAT TGC TTT CGG AGT A 3'

HKU1 pol 452 pb
HKUT Rev 5'CCG GCT GTG TCT ATA CCA ATATCC 3
NL63 Fwd 5' AAT AAT ATG TTG CGT ACT TTA 3’

NL63 pol 471 pb
NL63 Rev 5'TCATTG AAA AAT GTT TCC TA 3'
OC43 Fwd 5'CTG GGA TGA TAT GTT ACG CCG 3'

OC43 pol 443 pb
OC43 Rev 5'TAT TCT GTG ACA AAG GTT G 3'

Reacdo de sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado
o Kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystem, EUA) seguindo as orientacées do
fabricante. Em seguida as amostras foram submetidas
a precipitacdo utilizando isopropanol e etanol. A
eletroforese foi feita em sequenciador automdtico ABI
Prism 3130x| (Applied Biosystem), baseada no método
de terminacd@o em cadeia’.

Edicao e alinhamento das sequéncias

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas
e editadas utilizando-se o programa GENEIOUS 4.8.5,
e alinhadas com sequéncias de outros virus isolados e
disponiveis no banco de dados do GenBank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov), utilizando o programa MAFFT v.7'".

Construgéio da drvore filogenética e andlise das
sequéncias

As drvores filogenéticas, bem como a matriz de
disténcia foram construidas utilizando o programa PAUP
4.0 beta. O método usado para construcdo das drvores
foi o de mdxima parciménia, que busca a drvore mais
parcimoniosa para explicar a evolugdo. A andlise de
bootstrap usando 1.000 réplicas foi utilizada para gerar
maior confidéncia aos valores dos grupamentos, sendo
repetido o processo por dez vezes''.

RESULTADOS

No periodo estudado, foi detectada uma amostra
positiva para o CoVh-OC43 entre 308 pacientes com
IRA investigados. O paciente em questdo pertencia ao
sexo feminino, com 93 anos de idade e quadro clinico
sugestivo de IRA.

ANALISE FILOGENETICA DO CoVh

A andlise filogenética permitiu classificar a amostra
positiva para o CoVh como pertencente ao subtipo
OC43 do virus como mostra a figura 1.

2006/DQ415901/HKU1T/CHI
2006/DQ415902/HKUT/CHI
2006/DQ415899/HKUT/CHI
2006/DQ415898/HKU1/CHI
2009/105911/0C43/BR/BELEM
2003/NC_005147/0OC43/BEL
2004/JN129834/0C43/CHI
2003/AY903459/0OC43/BEL
2003/AP006559/SARS/TWK
2009/1Q765567/NL63/DEN
2009/1Q765563/NL63/DEN
2009/1Q765565/NL63/DEN
2009/1Q765564/NL63/DEN
2005/1Q765572/NL63/DEN
2005/1Q765569/NL63/DEN
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Figura 1 — Construcdo da érvore filogenética CoVh-OC43 a
partir do software PAUP 4.0 beta

As sequéncias foram alinhadas com o software
MAFFT, que realiza um rdpido alinhamento mltiplo
baseado na transformada répida de Fourier, utilizando
1.000 repeticdes. A andlise de saturacdo demonstrou
que o conjunfo de dados apresentava saturacéo para
as transicdes, mas ndo para as transversdes. Para
a reconstrucéo filogenética foi escolhido o método
evolutivo de mdxima-parciménia com 1.000 réplicas,
utilizando-se o software PAUP 4.0, repetindo-se dez
vezes o processo de andlise. A sequéncia em questdo
agrupou em 100% das vezes no clado pertencente as

cepas do CoVh-OC43.

A andlise de sinal filogenético, realizada com o
software TREE-PUZZLE 579'° demonstrou que apenas
11,9% dos téxons ndo tiveram suas topologias
agrupadas, demonstrando que este conjunto de dados
apresenta forte sinal filogenético como mostrado na
figura 2.
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Por meio de métodos de sequenciamento de DNA
descritos e j& consagrados pela literatura, foi possivel
associar a amostra positiva encontrada & cepa OC43
dos CoVh, como ficou explicito na d&rvore filogenética,
mostrando que n&o hd nenhuma alteragcdo genética
que confira ao patégeno alguma viruléncia maior do
que as j& apontadas por outros estudos. O segmento
génico (codificador da enzima polimerase) sequenciado
ndo apresenfou alteracdes nucleotidicas significativas
quando comparado a outras sequéncias disponiveis no
Genbank evidenciando uma conservacdo na estrutura
do seu DNA.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide,
as doencas infecciosas, incluindo as IRA, séo listadas
entre as maiores causas de morbidade e mortalidade no
mundo inteiro até o ano de 2011; os CoVh, como um
dos patégenos causadores desta doenca, vém sendo
inseridos nestas estatisticas, j& que os distintos subtipos
deste virus (dentre eles o OC43) vém sendo associados,
a cada ano, a casos desta doenca, o que os fem
tornado um agente infeccioso com importancia clinica
mundial?®.

30,1%

11,9%

29,2% 0,2% 28,0%

Figura 2 — Andlise do sinal filogenético a partir do software

TREE-PUZZLE 5

DISCUSSAO

O presente estudo apontou uma baixa incidéncia
do virus no periodo estudado, j& que entre as 308

CONCLUSAO

amostras de pacientes com quadro clinico sugestivo de
IRA investigadas, foi detectada apenas uma infeccéo
(0,33%) pela cepa OC43 do CoVh. Estes dados entram
em conformidade com outros estudos conduzidos
em paises como: ltélia, Alemanha, Bélgica, Canadd,
Estados Unidos, Franga, Japdo, China, que apontam
frequéncia  das infeccées pelos distintos CoVh e
evidenciam também sua baixa incidéncia'?®.

A confirmacéo desta infeccdo por CoVh corrobora
com outros dados gerados por diferentes grupos de
pesquisa mundiais, revelando assim que os CoVh
podem estar rotineiramente associados a casos de IRA,
uma vez que as diferentes cepas deste virus tm sido
apontadas como agentes emergentes associados a
quadros clinicos sugestivos da doenga em questao®s.

A partir deste estudo, foi possivel confirmar a
circulacdo do CoVh em Belém, Estado do Pard no
periodo estudado, sendo este o primeiro trabalho do
género conduzido na RegiGo Norte do Brasil. Apesar
da baixa incidéncia deste virus, seu cardter de viruléncia
ndo permite desconsiderar sua alta capacidade
patogénica, j& que tem sido relacionado como um
dos patégenos associados a IRA e suas complicacdes
clinicas.

Portanto, recomenda-se o monitoramento de sua
circulagé@o entre a populacdo da regiGo para que sejom
gerados dados epidemiolégicos, bem como sobre
a existéncia de um perfil de sazonalidade, e criadas
alternativas profildticas com o objetivo de diminuir os
riscos de infeccéo por CoVh.

First detection of human coronaviruses associated with acute respiratory infection in
Northern Brazil

ABSTRACT

Human coronaviruses (HCoVs) are responsible for causing respiratory and enteric diseases associated with severe
acute respiratory tract infections. The aim of this study was to identify the occurrence of HCoVs in patients with acute
respiratory infection (ARI) in Belém, Par& State, Brazil, assisted by the surveillance program of influenza viruses of
Instituto Evandro Chagas. From August 2009 to March 2011, samples of nasopharyngeal aspirate or nasal and
oral swabs obtained from 308 patients with clinical diagnosis of ARl were investigated in the laboratory in order
to identify the HCoVs infection. The methodology involved four main steps: a) viral RNA (RNAV) extracted from the
clinical specimen; b) application of reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR); agarose electrophoresis
gel of the generated products; and d) DNA sequencing. The laboratory processing of all specimens were positive for
HCoVs in a clinical sample of patients investigated. The positive sample was classified as belonging to the subtype
OC43 of HCoVs by using the phylogenetic analysis. This finding represents the first laboratory confirmation of this
viral agent circulation in the Amazon Region. Additional studies are needed for a better understanding of the etiology
and epidemiology of this viral agent in cases of ARl occurring in Northern Brazil.

Keywords: Coronavirus; Respiratory Tract Infections; Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction.



Primera deteccion de coronavirus humano asociado a infeccién respiratoria aguda en
la Regién Norte de Brasil

RESUMEN

Los coronavirus humanos (CoVh) son los responsables por ocasionar enfermedades respiratorias y entéricas, siendo
asociados a las infecciones agudas y graves del trato respiratorio. El objetivo de este trabajo fue el de identificar
los episodios de CoVh en pacientes con infeccién respiratoria aguda (IRA) en la Ciudad de Belém, en el Estado de
Pard, Brasil, atendidas por el programa de vigilancia del virus influenza del Instituto Evandro Chagas. En el periodo
comprendido entre agosto de 2009 a marzo de 2011, muestras de aspirado nasofaringeo o frotis combinado (nasal
y oral) obtenidas de 308 pacientes con diagndstico clinico de IRA, fueron investigadas en laboratorio a la bisqueda
de evidencias de infeccion por CoVh. La metodologia adoptada abarcéd cuatro etapas principales: a) extraccién del
RNA viral (RNAv) del espécimen clinico; b) ejecucién de la técnica de reaccién en cadena mediada por la polimerasa
precedida de transcripciéon reversa (RT-PCR); ¢) electroforesis en gel de agarosa de los productos generados; y d)
secuenciacién genética de nucledtidos. El procesamiento de laboratorio de todos los especimenes se revelé positivo
para CoVh en una muestra clinica de los pacientes investigados. El andlisis filogenético de la muestra positiva permitié
clasificarla como perteneciente al subtipo OC43 de CoVh. El presente hallazgo representa la primera comprobacién en
laboratorio de la circulacion de este agente viral en la Regién Amazénica. Son necesarios estudios adicionales para un
mayor conocimiento de la etiologia y la epidemiologia de este agente viral en casos de IRA que ocurren en la Regién
Norte de Brasil.

Palabras clave: Coronavirus; Infecciones del Sistema Respiratorio; Reaccién en Cadena de la Polimerasa de
Transcriptasa Inversa.
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