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RESUMO

Os virus gastrentéricos sdo associados a casos esporadicos e surtos de doenca
diarreica (DD). A DD ¢é uma complicacdo frequente em criancas
imunocompetentes e imunocomprometidas. O objetivo principal deste estudo, foi
avaliar a frequéncia de deteccdo dos virus gastroentéricos (rotavirus [RVA],
norovirus [NoV], astrovirus [HAstV] e adenovirus [HAdV]) ou emergentes
(bocavirus [HBoV] e aichivirus [AiV-1]), em criancas hospitalizadas com DD,
infectadas ou néo infectadas pelo HIV-1, no estado do Rio de Janeiro. Neste
contexto, as taxas de deteccdo destes virus nessas criancas, foram descritas e
comparadas e, a infecgdo recorrente de HAdV em criangas soropositivas para
HIV-1, foi avaliada. Além disso, foi possivel investigar a etiologia viral de um surto
de DD ocorrido no Rio de Janeiro, em 2013. O RVA foi detectado por ensaio
imunoenzimatico (EIE) e por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA),
sendo caracterizado por semi-nested multiplex RT-PCR. Os NoV, HAdV,HAstV,
HBoV e AiV-1 foram detectados e caracterizados através da PCR ou RT-PCR e
sequenciamento. A carga viral dos RVA, NoV, HAstV, HAdV e HBoV foram
determinadas nas fezes das criancas estudadas. Nossos resultados, mostraram
que o AiV-1, NoV, HBoV e HAdV foram significativamente mais frequentes entre
as criancas HIV-1 soropositivas, enquanto RVA e HAstV foram
significativamente menos frequentes entre essas criangas. A circulagao do AiV-
1 gendtipos A e B foi demonstrada nas criancas estudadas. Foram observadas
coinfeccdes nas criangas estudadas, sendo mais frequentes nas criangas com
AIDS. A mediana da carga viral de HAstV nas fezes das criancas estudadas, foi
significativamente maior entre as criangas HIV-1 positivas em comparagao com
criancas HIV-1 negativas, enquanto que para RVA, NoV, HBoV e HAdV, nédo
hove significAncia nas medianas das cargas virais nas fezes destas criancas.
NoV e o HBoV foram significativamente mais frequentes entre criancas com
contagem de linfécitos TCD4*<200 células/mm?3. Os dados apontam o NoV, AiV-
1 e HAdV como patdégenos oportunistas, infectando criancas com AIDS e DD. A
diversidade genética foi demonstrada, sendo possivel apresentar as variantes
circulantes para os virus estudados. A infeccdo recorrente por HAdV foi
detectada entre as criancas HIV-1 soropositivas, com HAdV-F40, -F41 e D
associados a diarreia cronica e persistente. O HAdV foi o Unico virus detectado
no surto de 2013, no Rio de Janeiro, sendo o HAdV-A12 associado ao surto. Os
resultados obtidos neste estudo, monstram que 0S virus gastroentéricos e
emergentes devem ser considerados como causas importantes de DD em
criancas HIV-1 soropositivas. Além disso, este estudo enfatiza a importancia de
investigar os virus gastroentéricos e emergentes em casos de DD,
especialmente em surtos, visando a vigilancia desses virus em DD em paises
onde a vacinacao com RVA é rotineiramente realizada.
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ABSTRACT

Gastroenteric viruses are associated with sporadic cases and outbreaks of
diarrheal disease (DD). DD is a frequent complication in immunocompetent and
immunocompromised children. The main objective of this study was to evaluate
the frequency of detection of gastroenteric (rotavirus [RVA], norovirus [NoV],
astrovirus [HAstV] and adenovirus [HAdV]) or emergent (bocavirus [HBoV] and
aichivirus [AiV-1]) viruses in children hospitalized with DD, infected or not infected
by HIV-1, in the state of Rio de Janeiro. In this context, detection rates of these
viruses in these children were described and compared, and recurrent HAdV
infection in children HIV-1 seropositive was evaluated. In addition, it was possible
to investigate the viral etiology of a DD outbreak occurred in Rio de Janeiro in
2013. The RVA was detected by immunoenzymatic assay (EIE) and by
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), characterized by semi-nested
multiplex RT-PCR. NoV, HAdV, HAstV, HBoV and AiV-1 were detected and
characterized by PCR or RT-PCR and sequencing. The viral load of RVA, NoV,
HAstV, HAdV and HBoV were determined in the feces of the studied children.
Our results showed that AiV-1, NoV, HBoV and HAdV were significantly more
frequent among children HIV-1 seropositive, whereas RVA and HAstV were
significantly less frequent among these children. The circulation of the AiV-1
genotypes A and B was demonstrated in the studied children. Coinfections were
observed in the studied children, being more frequent in children with AIDS. The
median HAstV viral load in the feces of the children studied was significantly
higher among children HIV-1 seropositive compared to children HIV-1
seronegative, while for RVA, NoV, HBoV and HAdV, there is no significance in
the medians of the viral loads in the feces of these children. NoV and HBoV were
significantly more frequent among children with TCD4 * cells <200 cells / mm3.
The data point to the NoV, AiV-1 and HAdV as opportunistic pathogen infecting
children with AIDS and DD. The genetic diversity was demonstrated, being
possible to present the circulating variants for the virus studied. Recurrent HAdV
infection was detected among children HIV-1 seropositive with HAdV-F40, -F41
and D associated with chronic and persistent diarrhea. HAdV was the only virus
detected in the 2013 outbreak in Rio de Janeiro, with HAdV-A12 associated with
the outbreak. The results obtained in this study, show that the gastroenteric and
emergent viruses should be considered as important causes of DD in children
HIV-1 seropositive. In addition, this study emphasizes the importance of
investigating the gastroenteric and emergent viruses in cases of DD, especially
in outbreaks, aiming the surveillance of these viruses in DD in countries where
vaccination with RVA is routinely performed.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DIARREICA

A doenca diarreica (DD) constitue a segunda maior causa de morte em criancas
em todo o mundo, sendo superada apenas pela pneumonia (UNICEF 2016). E uma
doenca responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade e afeta de maneira
desproporcional as criancas de paises de baixa e média renda, as quais apresentam
uma taxa de incidéncia maior, devido, principalmente, a ma qualidade da agua
potavel, ao saneamento inadequado e a fatores de risco nutricionais (Lamberti et al.,
2011).

Em 2015, a DD foi responsavel por 9% dos 6bitos de crian¢cas menores de cinco
anos, correspondendo a 1.400 mortes/dia (526.000 mortes/ano) e, aproximadamente
70% do 6bitos, ocorrem entre as criancas durante os dois primeiros anos de vida (Liu
et al., 2016; UNICEF 2016).

No Brasil, 0 monitoramento das DD entre os anos de 2000 e 2011 notificou um
total de 33.397.413 casos (http://portal.saude.gov.br). Em 2008, a estimativa de
mortes devidas a DD no mundo em criancas menores de 5 anos contabilizou
1.336.289, sendo o Brasil responsavel por 3.543 mortes (Black et al., 2010; Luchs &
Timenetsky, 2016).

A DD pode ser acompanhada por outros sinais e sintomas como febre, cefaleia,
nauseas, vomito e dor abdominal. A DD aguda é autolimitada, porém, a correcédo da
perda de agua e eletrdlitos através da re-hidratacdo oral ou intravenosa é necessaria
para evitar que a doenca evolua para quadros mais graves (Kapikian, 2001; Munos,
2010).

Os casos de DD aguda séo definidos clinicamente pela ocorréncia de trés ou
mais evacuacdes liquidas ou de pouca consisténcia em um periodo de 24 horas,
acompanhadas ou ndo de dois ou mais episédios de vomito ao dia (Rodriguez-Baez
et al., 2002). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu diarreia persistente
como um episodio diarreico de causa presumivelmente infecciosa que se inicia como
um episodio agudo e se prolonga (com duracdo superior a 14 dias) de forma nao
usual, acarretando agravo do estado nutricional e condicdo de alto risco de vida
(Andrade et al., 2000; UNICEF 2016). A diarreia cronica é definida como alteracdo do
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habito intestinal, caracterizada pelo aumento do numero de evacuacfes e/ou
diminuicdo da consisténcia das fezes, com duragéo superior a 28 dias (Grohmann et
al., 1993). Existem varias causas para diarreia crénica, inclusive, infeccéo persistente,
reinfeccbes e sindrome do intestino irritavel pos-infeccdo (Pawlowski et al., 2009;
Juckett & Trivedi, 2011).

A DD é uma sindrome resultante da infec¢do da mucosa intestinal, causada por
diversos patdégenos como bactérias, virus e outros parasitos que acometem tanto
humanos como animais. Sem sinais clinicos que permitam um diagndstico diferencial
do agente etiologico associado a esta doenca, a identificacdo desta é realizada

através de diagnostico laboratorial (Kilgore & Glass, 1997; Fontaine et al., 2009).

Entre os virus gastroentéricos de maior importancia clinica associada aos
episodios de DD destacam-se: os rotavirus (RVA), os norovirus (NoV), os astrovirus
humanos (HAstV) e os adenovirus humanos (HAdV) entéricos ou fastidiosos (HAdV-
F) (Okitsu-Negishi et al., 2004, Akihara et al., 2005, Sdiri-Loulizi et al., 2008; Lanata et
al., 2013; Sidoti et al., 2015), afetando criangas nos primeiros anos de vida, idosos e
pacientes imunocomprometidos (Gallimore et al., 2004, Akihara et al., 2005, Gabbay
et al., 2005; Al Anazi, 2009; Leblanc et al., 2017).

Outros virus, como os emergentes aichivirus (AiV-1) e bocavirus (HBoV), foram
recentemente descritos em pacientes com diarreia, mas sua associagdao com DD
ainda nao foi estabelecida claramente (Yamashita et al., 1995, 2000; Oh et al., 2006;
Ambert-Balay et al., 2008; Le Guyader et al., 2008; Pham et al., 2007, 2008; Arthur et
al., 2009; Chow & Esper, 2009; Reuter et al., 2009; Yang et al., 2009; Sdiri-Loulizi et
al., 2008, 2009; Kaikkonen et al., 2010; R&asanen et al., 2010; Santos et al., 2010
Chhabra et al., 2013; Guido et al., 2016).



1.2 VIRUS GASTROENTERICOS DE IMPORTANCIA CLINICA

1.2.1 Rotavirus A (RVA)

Os rotavirus pertencem ao género Rotavirus e a familia Reoviridae. As
particulas virais integras sdo esféricas, com aproximadamente 70 a 100nm de
didametro, possuem capsideo com simetria icosaédrica e sem envoltério. O capsideo
é formado por trés camadas protéicas (triplo capsideo): capsideo externo, composto
pelas proteinas VP4 e VP7, que sdo as proteinas responsaveis pela ligacdo e
penetracdo dos RV nos enterdcitos; capsideo intermediario/, composto pela proteina
VP6, que é a proteina encontrada em maior quantidade (51%) na particula viral,
altamente antigénica e imunogénica; capsideo interno ou core viral, onde se encontra
0 genoma viral segmentado e as proteinas VP1, VP2 e VP3, juntas estas proteinas
representam aproximadamente 18% das proteinas virais (Kapikian et al., 2001;
Greenberg & Estes, 2009; Desselberger, 2014).

O genoma viral é constituido por RNA de fita dupla (RNAfd) dividido em 11
segmentos, totalizando aproximadamente 18.522 pb, que sado responsaveis pela
sintese das proteinas virais estruturais (VP) e as proteinas nao estruturais (NSP)
(Kapikian et al., 2001; Desselberger, 2014).
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Figura 1. Aspectos estruturais dos rotavirus grupo A (RVA). A- Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida (EGPA) demonstrando seus 11 segmentos RNAfd numerados a

esquerda e as proteinas codificadas a direita. B- Reconstrucdo da camada tripla por
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criomicrospia eletrénica. Com as espiculas VP4 representadas em laranja e VP7 em amarelo.
C- Vista em corte da tripla camada, demonstrando camada intermediaria VP6 em azul e a
camada de VP2 em verde com as enzimas de transcricdo em vermelho ancoradas no seu
interior. D- Representacdo esquematica da organizagdo do genoma com segmentos
representados como espirais conicas invertidas, em torno das enzimas de transcri¢édo (bolas
em vermelho) e no interior da camada VP2 em verde (Adaptado de Greenberg & Estes, 2009
e de Desselberger, 2014).

As particulas virais maduras dos RVA possuem seis proteinas estruturais (VPS)
e seis proteinas nao estruturais (NSPs), que sdo codificadas pelos 11 segmentos ou
genes do RNAfd. Cada gene codifica para uma proteina viral, com excecao do gene
11 que codifica para duas proteinas (Kapikian et al., 2001; Greenberg & Estes, 2009;
Desselberger, 2014).

Os RV estao classificados em oito grupos ou espécies (A-H), com base nas
propriedades antigénicas ou, mais recentemente, nas sequéncias de nucleotideos da
proteina VP6 (Mattijnssens et al., 2012). O grupo H (RVH) foi sugerido a partir da
descricao e da analise filogenética da VP6 de RV associado a infec¢cdes em adultos e
um semelhante detectado em suino (Wakuda et al., 2011; Mattijnssens et al., 2012).
Um possivel nono grupo (1) descrito em caes esta sendo sugerido por Mihalov-Kovacs

e colaboradores (2015).

As infec¢cdes em humanos tém sido atribuidas aos RV dos grupos A, B e C. Os
RV dos grupos grupo D e G foram identificados, até o momento, somente em animais.
Os RVA sao epidemiologicamente mais importantes, porque Sao 0s principais
responsaveis por episodios de diarreia aguda em crian¢cas menores de cinco anos de

idade em todo o mundo (Kapikian et al., 2001; Desselberger, 2014).

A classificacdo dos RVA em sorotipos e genoétipos consiste em um sistema
binario, baseado na especificidade das proteinas que constituem o capsideo externo,
gue séo as proteinas estruturais VP7 e VP4 (Estes, 2001; Kapikian et al., 2001). Dessa
forma, as cepas de RVA sdo classificadas com base em VP4 em gendétipos P (P-
sensivel a protease) e com base em VP7 em genotipos G (G- glicoproteina). Para os
tipos G, 0s sorotipos e genadtipos sdo equivalentes (G1, G2, etc), enquanto para o P
existem muitos mais genoétipos P do que sorotipos P (por ndo existir soros e anticorpos

monoclonais disponiveis para tipagem). Assim, foi introduzida uma dupla



nomenclatura, P1A [8] que designa o sorotipo 1A e o gendtipo [8] (Estes & Greenberg,
2013; Desselberger, 2014)

Matthijnssens e colaboradores em 2008 propuseram e, em 2011,
estabeleceram um novo sistema de classificacdo para os RVA, tendo como base as
propriedades moleculares dos 11 segmentos gendmicos. Este novo sistema de
classificacdo foi baseado na caracterizagdo molecular e andlise filogenética do
genoma completo de 53 prototipos. Por este sistema, foram escritos diferentes
genatipos para cada um dos 11 segmentos, sendo os genes VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-
VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 das cepas de RVA descritos utilizando as
abreviagfes Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (x- representa o numero arabico
iniciando-se a partir do 1), respectivamente.

Até o momento, foram descritos 35 gendtipos G e 50 gendtipos P (Rotavirus
Classification Working Group: RCWG, 2017), com mais de 40 combinacdes G-P ja
descritas. Estudos de epidemiologia molecular tem demonstrado que a grande maioria
dos RVA associados a DD tem as combinacdes G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] ou
G9P[8] como as mais prevalentes em humanos em todo o mundo. Recentemente, o
gendtipo G12PJ[8], considerado um genoétipo emergente, também tem sido detectado
mundialmente, inclusive no Brasil. Os genétipos G e P podem variar, em funcao do
ano e lugar, levando ao surgimento de combinagdes incomuns como: G1P[4], G1P|[6],
G2P[6], G2P[8], G3P[6], G9P[4], G12P[6] e a G12[8] também identificadas em
diferentes regiées do mundo (WHO, 2011; Luchs & Timenetsky, 2016).

Os RVA sdo os principais agentes etiolégicos virais da DD, em criancas
menores de cinco anos de idade em todo o mundo, sendo responsaveis por 215.000
Obitos entre estas criancas, com a maioria dos casos ocorrendo em paises em
desenvolvimento (Tate et al., 2016).

Devido a importancia epidemiolégica dos RVA e impacto em saude publica,
duas vacinas atenuadas estéo licenciadas e vem sendo utilizadas em 77 paises: a
monovalente, preparada a partir de uma cepa humana gendétipo G1P[8] Rotarix®
(GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Bélgica), licenciada em 2005 e a
pentavalente G1, G2, G3, G4 e P[8] RotaTeq® (Merck & Co. Inc., West Point,
Pensilvania) em 2006. Estas vacinas reduziram significativamente o nimero de visitas

meédicas, hospitalizacbes e mortalidade infantis associadas aos RVA, sendo menos



eficazes, como demonstrado por ensaios clinicos, em alguns paises de baixa renda
(Desselberger, 2014; Luchs & Timenetsky, 2016).

A Rotarix® foi introduzida no calendario brasileiro de imunizacdes em marco de
2006 e foram observadas reducfes na deteccdo de RVA de 38% em 2005 para 24%
em 2007 (Carvalho-Costa et al., 2009). Em um estudo de revisdo sobre o impacto da
vacinacdo de RVA no Brasil, foram reportadas reducdes de 48% nas hospitalizacoes
e 54% nos Obitos entre as criancas menores de um ano de idade (Linhares & Justino,
2014). As combinacbes genotipicas mais frequentemente detectadas em dois
periodos pré-vacinais 1982-1995 e 1996-2005 foram: GI1P[8]/G1P[?] (43%),
G9P[8]/G9P[?] (20%), G2P[4]/G2P[?] (9%), G3P[8]/G3P[?] (6%), GAP[8]/G4P[?] (4%)
e G5P[8]/G5P[?] (4%) (Leite et al., 2008). No periodo pés-vacinal, foi observada a
reemergéncia de G2P[4] de 2005 a 2008, com diminuicdo da taxa de deteccao deste
gendtipo em 2009, provavelmente refletindo as oscilagdes naturais de gendétipos de
RVA (Carvalho- Costa et al., 2009; Linhares & Justino, 2014).

A via de transmissao habitual é a fecal-oral, incluindo fémites, contato pessoa
a pessoa, objetos contaminados, consumo de agua ou alimentos contaminados (Estes
et al., 2007). As excre¢des ocorrem em concentracdes de até 10%? particulas/mL de
fezes e a carga viral para causar infeccdo € de apenas 10 particulas viaveis,
mostrando assim a elevada infecciosidade dos RVA. O periodo médio de incubacao
da infeccdo por RVA é dois dias, durante o qual ja ocorre a eliminacao de particulas
viaveis nas fezes do individuo contaminado. O quadro agudo da doenca apresenta
uma duragdo que pode variar de cinco a sete dias (Estes, 2001). Frequentemente,
sdo observados episddios de diarreia, febre e vomitos, que podem apresentar-se de
forma branda ou evoluir para quadros mais graves, levando a desidratacdo e 0Obito
(Leung et al., 2005).

1.2.2 Norovirus (NoV)

Os NoVs pertencem a familia Caliciviridae, que compreende os géneros
Norovirus (representado pelo Norwalk virus), Vesivirus, Lagovirus, Sapovirus e o
Nebovirus (Clarke et al., 2012) e destes, 0os géneros Norovirus e 0 Sapovirus formam
0 grupo de calicivirus que infectam humanos (HUCV) (Farkas et al., 2008 e 2010; Tan
et al., 2009).



As particulas virais dos NoV séo esféricas, medem de 37-40nm de diametro,
ndo envelopadas, compostas de um capsideo (proteina VP1), que apresenta 90
capsdbmeros dispostos em simetria icosaédrica, como estrutura mais externa. A
proteina VP1 é composta de 180 moléculas organizadas em 90 dimeros, que formam
dois dominios: S (shell) (aa 1 a 225) e P (protruding) (aa 226 a 530). O dominio S
forma a parte interna do capsideo que envolve o genoma RNA fita simples (RNAfs) e
o dominio P é subdividido em dois dominios: P1 e P2. Estes dominios assumem uma
forma semelhante a um calice, quando visualizados pela microscopia eletrénica (ME)
(Prasad et al., 1999; Wilhelmi et al., 2003). O subdominio P2 é a regido mais variavel
do capsideo, apresentando a sequéncia de maior divergéncia no genoma dos NoV.
Esse dominio tem papel importante na maioria das interacdes com receptores da
superficie celular do epitélio intestinal e € o principal sitio de reconhecimento
imunolégico e de imunogenicidade do virion (Prasad et al., 1999; Nilsson et al., 2003;
Tan et al., 2004; Chakravarty et al., 2005; Hardy, 2005).

O genoma do NoV é constituido de um RNAfs, polaridade positiva, com
aproximadamente 7,7kb de tamanho e apresenta trés regifes de leitura aberta
(ORFs). A regido ORF1 dos NoV representa 60% do genoma viral e codifica uma
poliproteina de cerca de 200 kDa, precursora de 7 proteinas ndo estruturais (NS1 a
NS7), incluindo a RNA polimerase RNA dependente (RdRp), que estdo envolvidas na
replicacdo (Prasad et al., 1999; Vinjé, 2015). A ORF2 codifica uma proteina principal
de 60 kDa de massa molecular, denominada VP1, que compde o capsideo viral. A
ORF3 codifica uma proteina estrutural menor (22kDa), denominada VP2, localizada
na regido 3’ do genoma, que regula a expressao da VP1, podendo participar do
processo de encapsidacdo do RNA gendmico e montagem do virion (Glass et al.,
2000; Hardy, 2005).

Os NoV podem ser classificados em sete genogrupos (GI-GVII), baseando-se
na analise da sequéncia dos nucleotideos (nt) da regido que codifica para a proteina
de capsideo viral (VP1) (Vinjé, 2015). Os genogrupos Gl, GlI, GIV estédo associados
a infecgcdo em humanos. Os genogrupos (G) séo constituidos de genétipos (GG), que
representam a unidade minima de classificacdo dos NoV. A classificacdo para os GG
consiste em agrupar os virus por similaridade de nt (nucleotideos) e aa (aminoacidos),
em determinado ramo de uma arvore filogenética (Ando et al., 2000; Zheng et al.,

2006). Até o momento, 36 genotipos de NoV foram reconhecidos (Mesquita et al.,
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2010; Kroneman et al., 2011, 2013). O NoV genogrupo Il é o mais detectado

mundialmente, com GIl.4 prevalente em DD (Figura 2) (Vinjé, 2015).
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Figura 2: Caracteristicas dos norovirus (NoV). A- Criomicrografia eletrénica do

norovirus murino (MNV-1). B- Classificacdo dos norovirus em sete genogrupos baseada na



diversidade da sequéncia completa de aminoacidos da proteina de capsideo VP1 (Adaptado
de Donaldson et al., 2008 e de Vinjé, 2015).

Os NoVs estao em constante evolugcdo, com o surgimento de novas cepas
devido ao acumulo de mutacBes nucleotidicas pontuais (drift antigénico) e a
recombinacdo genética, durante uma coinfeccdo com pelo menos duas cepas (Bull et
al., 2006). Recombinacdes sdo frequentes na regido de juncdo ORF1-ORF2 e uma
variedade de cepas recombinantes tem sido detectadas em todo o mundo (Chhabra
et al., 2010; Eden et al., 2013; Arana et al., 2014).

Um sistema de nomenclatura duplo tem sido proposto, baseado nas
sequéncias da regido RNA polimerase (ORF1) e VP1 (Kronemann et al., 2013). Este
sistema inclue informacgdes sobre genogrupo, gendtipo e para Gll.4 o tipo de variante.
As cepas sao entdo nomeadas, com o gendtipo da polimerase indicado com a letra p
em maiusculo (Kroneman et al., 2011; 2013), como nos exemplos a seguir: Norovirus
GllI/Hu/US/2010/GlIP12-Gl112/HS206 (quando as sequéncias da polimerase e do
capsideo sdo conhecidas) ou Norovirus GIlI/Hu/AU/2012/Gl1.4Sidney/Melbourne456
(quando somente as do capsideo sdo conhecidas) (Kronemann et al., 2013; Vinjé,
2015).

O NoV constituem um dos virus mais comuns presentes em surtos de DD e
representam o segundo agente etioldgico de importancia clinica, em casos
esporadicos, em criancas menores de cinco anos de idade. Com utilizacdo das
técnicas de biologia molecular, os NoV tém sido reconhecidos como responsaveis por
mais de 90% dos surtos de DD viral no mundo, sendo associados a 1,1 milhdes de
hospitalizacGes e 218.000 mortes de criancas de paises em desenvolvimento (Patel
et al., 2008; Scallan et al., 2011).

Sé&o virus altamente infecciosos, bastando um inéculo de 10'-10? particulas
para causar a infec¢cdo. As manifestacfes clinicas da infeccdo pelo NoV séo
facilmente confundidas com outras viroses gastrentéricas, o diagnéstico diferencial s6

€ possivel através da utilizacdo de testes laboratoriais (Turcios et al., 2006).

A prevaléncia detectada nos casos esporadicos de DD é semelhante entre os
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. No Brasil, estudos tem demonstrado a
ocorréncia e a importancia deste virus em casos de DD, com prevaléncias de 7% a

84,7%, com deteccdo dos NoV Gl e Gll, sendo Gll o mais detectado, especialmente
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0 Gll.4 (Ferreira et al., 2012; Fioretti et al., 2011; 2014; Aragéo et al., 2013; Fumian et
al., 2013; de Andrade et al., 2014; Portal et al., 2016; Dabilla et al., 2017; Santos et
al., 2017). A circulacdo de cepas recombinates de NoV também foram demonstradas
no Brasil (Fumian et al., 2012, 2016; Hernandez et al., 2016).

Os NoV séo altamente infecciosos e sua rota de transmissédo é fecal-oral.
Disseminam-se principalmente através da ingestdo de alimentos e &guas
contaminadas e transmissao pessoa-a-pessoa, particularmente em lugares de grande
aglomeracdo como creches, escolas, hospitais, navios e aguas de recreacéo
(Maunula et al., 2004; Goodgame, 2007, Kroneman et al., 2008).

O periodo de incubacgdo pode variar de 10 a 51 horas ap0s contato com o virus
(Thornton et al., 2004; kroneman et al., 2008) e o virus infeccioso pode ser transmitido
nao somente durante o periodo da doenca, mas também durante o periodo de
incubacédo e apds a recuperacao do individuo, com 30% dos casos excretando virus
por até trés semanas apoés a infeccdo (Koopmans & Duizer, 2004). Assim, pessoas
infectadas continuam sendo fontes de infeccao apos recuperacao da doenca.

A infeccdo pode ocorrer de forma assintomatica ou com diarreia e vomitos,
sendo estas acompanhadas ou ndo de outras manifestacbes como cefaleia, febre,
mialgia e dores abdominais. As criangas menores de trés anos de idade, os idosos e
as pessoas imunocomprometidas sdo as mais gravemente afetadas (Wilhelmi et al.,
2003; Thornton et al., 2004; Goodgame, 2006; 2007).

1.2.3 Astrovirus humanos (HAstV)

Os HAstV pertencem a familia Astroviridae que € constituida pelos géneros:
Mamastrovirus (astrovirus de mamiferos) e Avastrovirus (astrovirus de aves). A
classificacdo aprovada pelo ICTV 2011 divide o género Mamastrovirus em 19 grupos
ou espécies, englobando todos os astrovirus que infectam mamiferos, tanto animais

guanto humanos (Mamastrovirus 1-19) (Bosch et al., 2014).

As espécies de Mamastrovirus (MAstV) associadas a doenca em humanos
sdo: Mamastrovirus 1 (HAstV classicos ou HAstV 1-8), Mamastrovirus 6 (AstV-MLB1-

3), Mamastrovirus 8 (AstV-VA2) e Mamastrovirus 9 (AstV-HMO e AstV-VAl). Os
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HAstV classicos sédo prevalentes nos casos de DD em criangas e 0s nao classicos
(HAstV-MLB and HAstV-VA/HMO) foram detectados em criangas com diarreia, mas o

papel destes virus na DD ainda precisa ser investigado (Bosch et al., 2014).

Os HAstV classicos podem ser classificados, de acordo com a ordem de
descricdo segundo o sorotipo (HAstV 1-8), baseado na reatividade de anticorpos
mono e policlonais com proteinas capsidicas (Oh & Schreier, 2001), ou ainda,
segundo o gendtipo, com base na sequéncia nucleotidica de uma regido de 382 pb
da segunda fase aberta de leitura (ORF-2) (Noel et al., 1995). Analises filogenéticas
demonstraram que os sorotipos de HAstV podem ser classificados em 8 genotipos
correlacionados aos sorotipos, sendo que os sorotipos HAstV 4 e 8 foram agrupados
como genotipo 4 (Oh & Schreier, 2001; Méndez & Arias, 2007).

Os HAstV séo virus pequenos, arredondados, medindo de 70 a 90nm de
didmetro, ndo apresentam envelope e exibem capsideo com simetria icosaédrica
(Matsui & Greenberg, 2001; Méndez & Arias, 2007). O genoma é constituido por um
RNAfs de polaridade positiva, de aproximadamente 6.800 nucleotideos. Contém trés
ORFs, chamadas ORF-1a, ORF-1b e ORF-2. A ORF-1a e a ORF-1b se encontram na
regido 5' do genoma e codificam as proteinas ndo estruturais (NSPs); a ORF-2,
localizada na regido 3', codifica as proteinas estruturais do capsideo (Figura 3)
(Méndez & Arias, 2007; Bosch et al., 2014).
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Figura 3: Caracteristicas dos astrovirus humanos (HAstV). A- Criomicrografia
eletrbnica do HAstV; B- Diagrama esquematico da organizacdo do genoma do HAstV
(Adaptado de Arias & DuBois, 2017 e de Bosch et al., 2014).
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Os HAstV sédo transmitidos principalmente pela via fecal-oral, sendo
consideradas varias fontes de contaminacdo como &gua destinada para consumo
humano, 4gua de piscinas, rios, alimentos marinhos, fémites e principalmente pelo
contato pessoa-pessoa em ambientes fechados como creches e asilos (Bosch et al.,
2014).

A infeccdo produzida por estes virus induz, na maioria das vezes, uma
diarreia aquosa e moderada, que dura de dois a trés dias e pode vir associada a
episodios de vomitos, febre, anorexia, dor abdominal entre outros sinais e sintomas
(Maldonado et al., 1998; Matsui & Greenberg, 2001; Walter & Mitchell, 2003; Méndez
& Arias, 2007; Bosch et al., 2014). A gravidade da infeccao pelos HAstV é considerada
menor em relacdo aos outros agentes entéricos, como 0os RVA e os NoV, porém o
guadro clinico pode ser agravado quando associado ao uso continuo de antibiéticos
ou ainda por infec¢do mista ou imunodeficiéncia (Matsui & Greenberg, 2001; Wunderl
et al., 2011).

O periodo de excrec¢do do virus € geralmente curto, variando de trés a cinco
dias. Nos pacientes idosos e naqueles com deficiéncia imunoldgica, a excrecédo €
prolongada, podendo persistir por até tres meses apoés resolucédo dos sintomas (Walter
& Mitchell, 2003). O HAstV pode ser excretado em concentraces de até 102 copias
genbmicas/g de fezes nos individuos infectados (Caballero et al., 2003; Bosch et al.,
2014).

Os HAstV séo considerados importantes agentes etioldgicos associados a DD
na infancia, sendo responsaveis por cerca de 15.000 6bitos de crian¢cas menores de
5 anos, perdendo somente para os RVA e NoV (Lanata et al.,, 2013), afetando
principalmente as criangcas menores de 2 anos (Medina et al., 2000; Guix et al., 2002;
Nguyen et al., 2008; Ferreira et al., 2012; Bosch et al., 2014).

Estes virus tém sido descritos nas DD em creches, escolas priméarias e em
ambientes hospitalares em diversas partes do mundo (Leite et al.,1991; Lopez et al.,
2000; Silva et al., 2001; Walter & Mitchell, 2003; Victoria et al., 2007b; Nguyen et al.,
2008; Afrad et al., 2013; Enserink et al., 2015). Estudos epidemioldgicos realizados
em diferentes paises tém demonstrado que a prevaléncia desses virus entre criangas
varia de 2% a 11% nos paises desenvolvidos, e de 0,8% a 28% naqueles em

desenvolvimento (Leite et al.,1991; Lew et al., 1991; Lopez et al., 2000; Cunliffe et al.,
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2002; Basu et al., 2003; Kiulia et al., 2007; Bosch et al., 2014; Xavier et al., 2015;
Amaral et al., 2015; Monastiri et al., 2016).

A frequéncia de deteccédo dos diferentes HAstV (classicos) tem sido mostrada,
com o HAstV1 mais frequentemente observado em criancas com DD, sendo também
detectados os tipos 2, 3,4 e 5 (Cruz et al., 1992; Lee & Kurtz, 1994; Glass et al., 1996;
Mustafa et al., 2000; Liu et al., 2004; Mendez-Toss et al., 2004; Marshall et al., 2007;
Gabbay et al., 2007a; Guo et al., 2010; Bosch et al., 2014), sendo menos detectados
em todo o mundo, os tipos 6, 7 e 8 (Chikhi-Brachet et al., 2002; Walter & Mitchell,
2003; Cunliffe et al., 2002; Guix et al., 2002; Méndez et al., 2002; Victoria et al., 2007a;
Gabbay et al., 2007b; Nguyen et al., 2008).

Estudos realizados em diferentes regides do Brasil, demonstraram a
prevaléncia do HAstV, entre as criangcas com DD, variando de 1% a 7,1% (Leite et al.,
1991; Silva et al., 2001; Cardoso et al., 2002; Gabbay et al., 2005., 2007a, 2007c;
Victoria et al., 2007a; Soares et al., 2008; Silva et al., 2009; Ferreira et al., 2012b;
Castro et al., 2015; Xavier et al., 2015), com predominancia do HAstV1 (Gabbay et al.,
2005, 2007a, 2007c; Victoria et al., 2007a; Soares et al., 2008; Santos et al., 2009;
Silva et al., 2009; Ferreira et al. 2012; Xavier et al., 2015) e deteccao também dos
outros HAstV classicos (Gabbay et al., 2005; 2007a; 2007b; Victoria et al., 2007a;
Soares et al., 2008; Silva et al., 2009; Xavier et al., 2009; Ferreira et al., 2012; Castro
et al., 2015; Xavier et al., 2015).

1.2.4 Adenovirus humanos (HAdV)

Os HAdV pertencem a familia Adenoviridae, género Mastadenovirus, estdo
agrupados em 7 espécies designados de A a G (Ghebremedhin, 2014) e com 78 tipos
descritos até o momento (Human Adenovirus Working Group). S&o virus néo
envelopados, capsideo de configuracdo icosaédrica e possuem entre 70-100 nm de
didmetro. O capsideo é constituido por 252 capsémeros, 240 hexons que formam as
20 faces triangulares do icosaédro e 12 pentons que formam os 12 vértices do
icosaédro. Da base de cada penton sai uma projecdo filamentosa denominada de
fibra, que varia em nimero de acordo com a espécie. O genoma do HAdV é composto
por DNA fita dupla, linear e ndo segmentado. A sequéncia de DNA viral é bastante

conservada entre todos os adenovirus, e codifica proteinas estruturais, além de
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proteinas envolvidas na replicacdo do DNA e montagem do virus (Ghebremedhin,
2014).

O virion dos HAdV é composto de aproximadamente 87% de proteinas (Green
& Pina, 1963). O DNA codifica, no minimo, 35 proteinas estruturais e nao estruturais,
das quais 11 estdo contidas no virion. Sete polipeptideos, II, VI, VIII, IX, I, llla e IV
identificados como formadores do capsideo viral e cinco polipeptideos V, VII, X
(clivada na proteina p, presente somente no virion), TP (proteina terminal) e p23
(protease) no core. Cada hexon é formado por 3 copias do polipeptideo Il. Os
polipeptideos llla, VI, VIII e IX sdo constituintes do capsideo e estdo associados ao
hexon. Cada capsdémero penton € formado por cinco copias do polipeptideo Ill. A fibra
€ uma glicoproteina formada de trés cépias do polipeptideo IV. Dois polipeptideos, V
e o VII, sdo proteinas do core ligadas ao DNA (Figura 4) (Horwitz, 2001; Smith et al.,
2010; Robinson et al., 2011; Lion, 2014).
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Figura 4: Estrutura tridimensional do adenovirus humano (HAdV). Obtida por uma
combinagdo de microscopia eletronica e cristalografia de raio-x, mostrando as diferentes

proteinas do virion (adaptado de Russel, 2009).

Os HAdV sao reconhecidos como agente etiolégico de uma variedade de
sindromes clinicas (Rezig et al., 2006), incluindo DD, doenca respiratdria, conjuntivite,

cistite hemorragica e exantema (Horwitz, 2001; Ghebremedhin, 2014).

Os HAdV frequentemente associados a DD s&o os sorotipos HAdV-40 e HAdV-
41 pertencentes a espécie F (também denominados entéricos). Os HAdV-F possuem
tropismo entérico e sdo considerados de grande importancia na etiologia das DD em
criangas (Tiemessen & Kidd, 1995). Os sorotipos HAdV-12, -18 e -31 da espécie A,
HAdV-3, -7 e -50 da espécie B, HAdV- 1, -2 e -5 da espécie C, HAdV-31 e -51 da
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espécie D e HAdV-52 espécie G (Magwalivha et al., 2010; Ghebremedhin, 2014)

também tém sido detectados em DD.

A transmissao dos HAdV pode ocorrer pela via fecal-oral, através de 4gua ou
alimentos contaminados e transferéncias indiretas através do contato com superficies
contaminadas (Boone & Gerba, 2007). Os HAdV-F podem ser responsaveis por uma
doenca branda, quando comparada com a infec¢cdo causada por RVA, mas com um
periodo de incubacgéo entre 3 e 10 dias, diarreia, mas prolongada (10 dias) e, febre e
vomitos menos graves (Wood et al., 1988; Qiao et al., 1999). Os HAdV-F, causam
diarreias graves, principalmente em criancas, constituindo um importante papel na
epidemiologia desta doenca (Parashar et al., 2003). Estes virus sédo responsaveis por
DD em criangas e adultos e ndo apresentam sazonalidade definida, podendo ser

detectado ao longo de todo ano (Ison, 2006).

Os HAdV-F séo importantes agentes etiologicos nas infec¢des esporadicas e em
surtos de DD em lactentes e criangcas menores de cinco anos de idade, em creches,
jardins de infancia e hospitais (Akihara et al., 2005; Sumi et al., 2005; Shimizu et al.,
2007; Sanaei et al., 2016).

Estudos realizados em todo mundo, demonstram que os HAdV sao responsaveis
por DD em criangas em 0,7% a 38% dos casos, sendo os HAdV-F (40/41) associados
a esse quadro em 2% a 94,4% das amostras positivas (Uhnoo et al., 1984; Herrmann
et al., 1988; Moore et al., 2000; Mclver et al., 2001; Saderi et al., 2002; Oh et al., 2003;
Verma et al., 2009; Sdiri-Loulizi et al., 2009; Lekana-Douki et al., 2015; La Rosa et al.,
2015; Quédrago et al., 2016).

No Brasil, estudos realizados em criangcas menores de cinco anos de idade com
DD, demonstraram a presenca do HAdV em 0,8% a 35% dos casos (Leite et al.,1985;
Harsi et al., 1995; Soares et al., 2002; Filho et al., 2007; Andreasi et al., 2008; Amaral
et al., 2015), sendo os HAdV-F40/41 prevalentes em 31,8% a 76,6% dos casos
positivos (Leite et al.,1985; Harsi et al., 1995; Soares et al., 2002; Filho et al., 2007;
Reis et al., 2016).

No Brasil, poucos estudos demonstraram a detecgéo dos HAdV, principalmente os
HAdV-F nos casos de DD em criangas, demostrando assim, a necessidade de estudos

epidemiologicos e moleculares sobre estes virus nas amostras brasileiras.
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1.3 VIRUS EMERGENTES

1.3.1 Bocavirus humanos (HBoV)

A descoberta do bocavirus humano (HBoV) foi o resultado de um estudo
metagendmico, a partir de secre¢bes de nasofaringe obtidas de criangas com
infecgBes do trato respiratorio inferior (ITRI), na Suécia, por Allander e colaboradores
(2005).

O HBoV foi classificado na familia Parvoviridae, sub-familia Parvovirinae e
género Bocavirus (Allander et al., 2005), devido a sua organizacdo genética e
homologia de sequéncias com outros membros do género Bocavirus, como 0S
parvovirus bovino e o virus minimo canino. O nome “bocavirus” é derivado da
combinacgao “bo” (de bovino) e “ca” (de canino).

Os membros da familia Parvoviridae ndo possuem envelope, apresentam um
capsideo de configuracéo icosaédrica, possuindo entre 18 - 26nm de diametro, e
contém um DNA linear fita simples. O genoma do HBoV é organizado em 3 ORFs,
com 2 (ORF1 e ORF2) codificando as proteinas ndo estruturais (NS1 e NP1) e uma
(ORF3) codificando 2 proteinas de capsideos (VP1 e VP2) (Figura 5) (Guido et al.,
2016).

Os HBoV estao classificados em quatro genétipos: HBoV1, HBoV2, HBoV3 e
HBoV4. O HBoV1, virus originalmente descrito por Allander e colaboradores (2005),
tem sido associado principalmente a infec¢do respiratéria aguda, mas também tem
sido detectado em DD (Chow & Esper, 2009; Schildgen, 2013; Guido et al., 2016). O
HBoV2 foi primeiramente detecado em fezes de criancas paquistanesas, com
Paralisia Flacida Aguda (PFA), pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
primers randémicos (Kapoor et al., 2009). Estudos subsequentes, demonstraram que
o HBoV 2 raramente ocorre em secrecdes respiratorias, porém € frequentemente
detectado nas fezes de criangas e adultos com sintomas gastrointestinais (Arthur et
al., 2009; Chow et al., 2010; Paloniemi et al., 2014; Zhao et al., 2014), e forneceram
evidéncias para a associacédo dos HBoV2 a DD (Arthur et al., 2009; Chow et al., 2010).
O HBoV2 e um terceiro virus (HBoV3) também foram identificados em fezes de

criangas com e sem DD, na Australia (Arthur et al., 2009).
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Figura 5: Caracteristicas dos bocavirus humano (HBoV). A- Criomicrografia
eletrénica do bocavirus humano (HBoV). B- Diagrama esquematico da organizacdo do
genoma do BoV (Adaptado de Guido et al., 2016).
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O HBoV4, também foi detectado em fezes de criangcas com PFA, pela PCR
utilizando iniciadores que possibilitavam a deteccao dos quatro HBoV (Kapoor et al.,
2010).

O modelo de transmissdo dos HBoV ainda ndo esta completamente
estabelecido. O HBoV tem sido detectado nas secrecOes respiratorias, em aerossol,
fezes, urina, soro e linfonodo (Chow & Esper, 2009). Os virus entram no hospedeiro
através do trato respiratorio e, através da corrente sanguinea ou por ingestao direta,
chegam ao trato gastrointestinal. Acredita-se assim, que a trasmisséo viral possa
ocorrer através da via oral ou fecal-oral (Schildgen, 2013). Este modelo de patogénese
€ corroborado pelo fato de que, a soroprevaléncia de HBoV é maior para o virus
respiratério HBoV1, enquanto que HBoV2-4 sdo menos frequentes e menos
soroprevalentes (Kantola et al., 2011).

Devido a falta de um sistema de cultura de células e de infec¢do utilizando
modelo animal, o diagnéstico do HBoV €, exclusivamente, baseado em métodos de
detecgé@o molecular, principalmente pela PCR e a PCR quantitativa (qPCR) (Schilgen
et al.,, 2008; Guido et al., 2016). Desta maneira, o HBoV tem sido detectado em
criancgas e adultos com infeccao respiratoria aguda (IRA) e DD na Europa (Allander et
al., 2005; Guido et al., 2011; Rimoldi et al., 2011; La Rosa et al., 2016), Asia (Lau et
al., 2007; Khamrin et al., 2012 a,b; Alam et al., 2015; Zhou et al., 2017), Africa
(Kappoor et al., 2010), Austrélia (Arthur et al., 2009) e nas Américas (Proenca-Modena
et al., 2013; Santos et al., 2010; Chhabra et al., 2013).

Os sintomas gastrointetinais mais comuns incluem nauseas, vomitos e diarreia
(Lau et al.,, 2007; Cheng et al.,, 2008) e altas taxas de coinfeccbes com outros
patégenos intestinais ja foram descritas (Albuquerque et al., 2007; Lee et al., 2007,
Vicente et al., 2007; Cheng et al., 2008; Yu et al., 2008; Mitui et al., 2014; Alam et al.,
2015; Guido et al., 2016, Zhou et al., 2017).

No Brasil, o HBoV foi detectado em criangas com DD com prevaléncia que variou
entre 2% a 41,9% e altas taxas de coinfeccbes (21,4% a 31,8%) com outros virus
entéricos (Albuquerque et al., 2007; Souza et al., 2012; Campos et al., 2016).

A presenca do HBoV tem sido confirmada nas IRA e nas DD, mas o verdadeiro
papel do HBoV nestas infec¢des ainda néo foi determinado. Os HBoV1, HBoV2,
HBoV3 e HBoV4 tém sido detectados nas amostras fecais de pacientes com DD,

contudo, mais estudos sdo necessarios para determinar a epidemiologia, a
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associacdo a doenca e caracterizacdo genética destes virus em todo mundo,

principalmente nos paises em desenvolvimento, inclusive no Brasil.

1.3.2 Aichivirus (AiV-1)

O AiV-1 foi detectado a primeira vez em 1989, em amostras fecais obtidas de
pacientes envolvidos em surtos de DD associado ao consumo de ostras, na Prefeitura
de Aichi, Japao (Yamashita et al., 1991). Estudos subsequentes, demonstraram a
presenca do AiV-1 em outros cinco surtos de DD, também associados ao consumo de
ostras (Yamshita et al., 1993). Yamashita e colaboradores (1995), detectaram o AiV-
1 em amostras fecais obtidas de criancas paquistanesas com DD e de turistas
japoneses que desenvolveram DD, depois de terem viajado para paises do sudeste
da Asia. Entretanto, somente oito anos apds a primeira deteccéo dos AiV-1, foram
definitivamente classificados, pela andlise genética, como um novo membro
pertencente a familia Picornaviridae (Yamashita et al., 1998) e género Kobuvirus.
Este género é composto por trés espécies, nomeadas, Aichivirus A, Aichivirus B e
Aichivirus C, e anteriormente chamadas de Aichi virus/Aichivirus, kobuvirus bovino e
kobuvirus suino, respectivamente (Adams et al., 2013).

A espécie Aichivirus A é constituida por trés membros geneticamente distintos:
AIV-1 (Aichivirus em seres humanos) (Yamashita et al., 1991), kobuvirus canino 1
(Kapoor et al., 2011) e kobuvirus murino 1 (Phan et al., 2011). O AiV-1 foi classificado
em trés genotipos distintos: A, B e C com base em sequéncias nucleotidicas da regiao
de juncédo 3C/3D (Yamashita et al., 2000; Ambert-Balay et al., 2008; Reuter et al.,
2011). Preliminarmente, os dados publicados sugeriram que genoétipo A podia ser
comum na Europa e Asia, o B na América, Asia e Europa e o C na Africa (Ambert-
Balay et al., 2008; Oh et al., 2006; Pham et al., 2007; Yamashita et al., 2000).

O AiV-1 tem sido demonstrado como causa de DD em humanos, tendo como
principais sintomas diarreia, dor abdominal, nausea, vomito e febre (Yamashita et al.,
1991; 2001).

O AiV-1 nédo apresenta envelope, exibe capsideo com simetria icosaédrica e
seu genoma é constituido por um RNAfs de polaridade positiva, de aproximadamente
8.300 nucleotideos. O genoma compreende uma regido 5 nao traduzida (UTR- do

inglés untranslated region), com um sitio de acesso interno para o ribossoma (IRES-
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do inglés internal ribosome entry sites), uma grande ORF que codifica uma
poliproteina de aproximadamente 7.300 nucleotideos e uma regiao 3’ nao traduzida.
A poliproteina é clivada em proteinas estruturais P1 (VPO, VP3 e VP1), proteinas ndo
estruturais P2 (2A, 2B e 2C) e P3 (3A, 3B, 3C e 3D) (Figura 6) (Yamashita et al., 1998,
2003; Sasaki et al., 2001; Reuter et al., 2011; Kitajima & Gerba, 2015).
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Figura 6: Organizacdo gendmica do aichivirus 1 (AiV-1). (Adaptado de Kitajima &
Gerba, 2015).

O AiV-1 tem uma distribuicio mundial, com deteccdo em DD na Asia
(Yamashita et al., 1995; Pham et al. 2007, 2008; Yang et al., 2009), Europa (Oh et al.,
2006; Ambert-Balay et al.,, 2008; LeGuyader et al., 2008; Reuter et al., 2009;
Kaikkonen et al., 2010; Réasénen et al., 2010), Africa (Sdiri-Loulizi et al., 2009; 2010) e
América (Oh et al., 2006). Além disso, estudos de soroprevaléncia realizados na
Alemanha Franca, Espanha e Tunisia, demonstraram uma alta prevaléncia (80% a
99%) de anticorpos contra o virus em adultos (Oh et al., 2006; Goyer et al., 2008;
Ribes et al., 2010 Sdiri-Loulizi et al., 2010).

Em casos esporadicos de DD, este virus tem sido detectado em amostras
fecais em percentuais entre 0,5% a 4,1% (Pham et al., 2007; Ambert-Balay et al.,
2008; Sdiri- Loulizi et al., 2009; Reuter et al., 2009; Kaikkonen et al., 2010). No entanto,
em surtos de DD, ap6és consumo de ostras, por exemplo,
uma alta prevaléncia do AiV-1 (20% a 32%) ja foi reportada (Yamashita et al., 2000;
Ambert-Balay et al., 2008).

No Brasil, o AiV-1 gendétipo B, foi detectado em amostras fecais obtidas de
criangas brasileiras com DD (Oh et al., 2006) e, na Regido Centro-Oeste, este virus

foi detectado somente em coinfec¢ao (Souza et al., 2012).
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1.4 DOENCA DIARREICA EM PACIENTES SOROPOSITIVOS PARA O VIRUS DA
IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV-1)

1.4.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1 (HIV-1) e a doencga diarreica

A infeccao pelo virus HIV-1 pode afetar todo o trato gastrointestinal e o sistema
hepatobiliar (Edwards et al., 1990), determinando a faléncia progressiva das fungdes
fisiologicas e imunoldgicas do trato gastrointestinal (McGowan et al.,1997; Elfstrand &
Florén 2010).

O HIV-1 € membro da familia Retroviridae do género Lentivirus, seu material
genético € composto por RNA e pela transcriptase reversa. Cada particula viral possui
duas cépias de RNA, uma delas é retrotranscrita em cDNA, pela acdo da enzima
transcriptase reversa, e entao integrado ao genoma, pela acdo da integrase e por fim,
denominado de provirus (Néjera et al., 1987; Goto et al., 1994; Freed, 2001). O
provirus serve como molde para a producdo da sua progénie viral utilizando a
magquinaria de transcricdo do hospedeiro, ou pode entrar em laténcia (Archin et al.,
2014).

A particula viral apresenta cerca de 110 nm de diametro, com simetria
icosaédrica. Em sua parte mais externa, o HIV apresenta envelope oriundo da
membrana plasméatica da célula hospedeira (Burton, 2006). No envelope viral
encontram-se ancoradas as (glicoproteinas gpl20 (superficie) e gp4l
(transmembranar), importantes no reconhecimento e interacdo com a célula
hospedeira. Internamente temos: a matriz viral (p17) envolvendo o capsideo (Fanales-
Belasio et al., 2010), o RNAfd envolto no nucleocapsideo e as proteinas virais

(protease, integrase, transcriptase reversa, Nef, Vif, Vpu e Vpr) (Figura 7).

22



Vif, Vpu, Nef e Vpr

Membrana

gpa1 Lipidica

Integrase

Transcriptase
Reversa

Figura 7: Representacéo da particula viral do Virus daimunodeficiéncia humana
(HIV) (adaptado de National Institute of Allergy and Infectious Diseases [NIAID], 2005).

O genoma do HIV-1 consiste de RNAfd de polaridade positiva de
aproximadamente 9,7Kb, composto por nove genes (Figura 10). Trés genes
classificados como genes estruturais (gag, pol e env), dois como genes reguladores
(tat e rev) e quatro como genes acessorios (nef, vif, vpu e vpr), sendo responsaveis
pela estrutura viral, regulacdo do ciclo e modulacéo de proteinas da célula hospedeira.
Os genes estruturais sdo responsaveis pela codificacdo de genes imprescendiveis
para a estruracao da particula viral, além de auxiliarem importantes etapas do ciclo
replicativo. O gene gag codifica as proteinas do capsideo (p24), nucleocapsideo (p7),
matriz (pl7) e p6. O gene pol codifica as enzimas virais PR (Protease), RT
(transcriptase reversa) e INT (integrase) e o gene env codifica as proteinas gp120 e
gp41 (Figura 8) (de Groot & Bontrop, 2013).
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Figura 8: Organizacdo do DNA proviral do virus da imunodeficiéncia humana 1
(HIV-1).

No DNA proviral sdo observados 9 genes virais as sequéncias repetitivas-
LTRs- que nao codificam proteinas, porém sao responsaveis pelo inicio e regulacéo
da replicacao viral (de Groot & Bontrop, 2013).

O HIV apresenta grande diversidade genética, resultado do somatério de
diversos fatores e caracteristicas moleculares do virus e de sua origem, tais como
producdo viral, taxa de erro da transcriptase reversa e de recombinacao,
hipermutacbes e origem zoonotica. Com base nas distintas origens zoondéticas e nas
sequéncias de genomas completos, o HIV pode ser classificado em dois tipos: HIV-1
e HIV-2. O HIV-2 é menos patogénico e endémico na Africa e o HIV-1 é responsavel
pela pandemia mundial do HIV (Rajarapu, 2014).

O HIV é transmitido por contato sexual, transfuséo de sangue, sémen, secrecao
vaginal e leite materno. As células do sistema imune humano como os linfécitos T,
macréfagos e células dendriticas, sdo alvo da infeccéo pelo HIV, pois elas expressam
em sua superficie moléculas responsaveis pela adsorcao viral como receptor CD4
(Dalgleish et al., 1984) e o correceptores CCR5 e CXCR4 (Moore et al., 1997).

A historia natural da infeccao pelo HIV se caracteriza por 3 fases: fase aguda,
fase de laténcia clinica e fase de AIDS. A fase aguda é caracterizada por um pico de
viremia, paralelo a um decréscimo de linfécitos T CD4*, que ocorre cerca de 3-4
semanas ap0s a aquisicdo do virus. Seguido a esse pico, ocorre 0 progressivo
aumento de linfocitos T CD4* e diminuicdo da carga viral, causados pela montagem
da resposta imune inicial contra o virus. Cerca de 6 a 12 meses apos a infeccao,
ocorre uma recuperac¢ao dos niveis de linfécitos T CD4* e declinio da carga viral até
um ponto basal denominado setpoint viral (Kassuto & Rosenberg, 2004). A partir do
estabelecimento do setpoint viral, se inicia um periodo de laténcia clinica (ou periodo
assintomatico), caracterizado na maioria dos individuos por um progressivo declinio

de linfécitos T CD4* e aumento da viremia durante anos, culminando na fase de AIDS,
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na qual a deplecdo massiva de células TCD4* deixa o organismo vulneravel a

infecgBes oportunistas e pode levar o individuo a morte na auséncia de tratamento.

Os pacientes HIV-1 soropotivos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) frequentemente apresentam-se com diarreia e esta condi¢cdo nestes pacientes
€ um grande desafio, porque além das etiologias comuns a populacdo em geral, deve-
se considerar as manifestacdes clinicas néo infecciosas, incluindo reacdo as drogas
antiretrovirais. Os inibidores da protease e da transcriptase reversa sao 0s mais
fortemente associadas a diarreia (Dikman et al., 2015).

A diarreia é considerada uma importante causa de mortalidade e morbidade
entre os pacientes HIV-1/AIDS, sendo a segunda causa mais comum, nos paises em
desenvolvimento afetando aproximadamente 90% dos pacientes com AIDS (Attili et
al., 2006; Dwivedi et al., 2007; Chawla & Ichhpujani, 2011).

A etiologia da diarreia nestes pacientes pode ser dividida em duas grandes
categorias: ndo infecciosa e infecciosa (Dikman et al., 2015). A diarreia infecciosa
representa uma grande preocupacdo, uma vez que este grupo € suscetivel a
patégenos classicos e a diferentes agentes oportunistas (Villamor et al., 2004; Rossit
et al., 2009; Elfstrand & Florén, 2010), que junto a desnutricao pode levar os pacientes

soropositivos a obito (Villamor et al., 2004; Tesfamariam et al., 2016).

A diarreia nao infecciosa pode ser atribuida a doencas gastrointestinais
malignas, enteropatia associada ao HIV, ao uso de medicamentos ou ser considerada
idiopatica, quando a causa ndo € determinada. Além disso, pode ser considerada
como multifatorial, sendo comumente observada também a ma absorcao de gorduras,
independentemente do uso de terapia antirretroviral altamente ativa- HAART (Griffin,
1990; Grunfeld & Feingold, 1992; Sherman & Fish, 2000; Poles et al., 2001; Dikman
et al., 2015). No entanto, a diarreia ndo infecciosa para a maioria dos pacientes pode
ser limitada a um periodo de um a dois meses (Niyogi et al., 1994). Por outro lado, ha
pacientes que requerem uma maior atencdo, uma vez que uma baixa de linfécitos T
CD4* (2 200 células/mm?3) causa uma maior susceptilidade para a forma infecciosa
(Weber et al.,, 1999; De Oliveira-Silva et al., 2007; Tesfamariam et al., 2016;
Swathirajan et al., 2017).

A introducdo da HAART tem reduzido as prevaléncias de infeccOes
gastrointestinais, mas 0s patogenos tais como: virus, parasitos e bactérias, ainda séo
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frequentemente associados a essas infeccbes em pacientes infectados pelo HIV-1
(M6nkemuller & Wilcox, 2000; Vizzi & Angulo Medina, 2013).

Os virus gastroentéricos tém sido detectados em pacientes HIV-1 soropositivos
em proporcdes que variam dependendo da origem, idade e tamanho da populagéo do
estudo, o estado de imunossupressao do paciente e 0 método de deteccgao utilizado
(Vizzi & Angulo Medina, 2013). Em geral o percentual de deteccao de pelo menos um
virus entérico, varia de 6,4-52% em individuos infectados pelo HIV na Venezuela
(Gonzalez et al., 1998; Liste et al., 2000) e de 20 a 35% nesta populacdo na Argentina
e nos Estados Unidos (Giordano et al., 1999; Grohmann et al., 1993).

O diagnostico molecular e, em consequéncia o tratamento especifico, tem
resultado em declinio de algumas infecgcbes como por citomegalovirus (CMV) e
candidiase esofagica nestes pacientes. No entanto, a DD ainda é um grande desafio
nos pacientes HIV-1 soropositivos, devido ao dano causado pelo HIV-1 no trato
gastrointestinal, da utilizacdo de terapias medicamentosas, da alteracdo do sistema
imunolégico e da continua emergéncia de novos patdgenos. Assim, para
estabelecimento de um tratamento especifico, 0 conhecimento destes agentes torna-

se imprescindivel.

1.4.2 Virus gastroentéricos e emergentes em pacientes HIV-1 soropositivos, no

mundo

Os primeiros estudos, visando a deteccao de virus entéricos nas DD em
pacientes com AIDS, privilegiaram somente a deteccdo de RVA e HAdV (Saulsbury et
al., 1980; Cunninghan et al., 1988; Laughon et al., 1988; Kaljot et al., 1989) e
mostraram baixa prevaléncia destes virus entre estes pacientes.

Posteriormente, estudos realizados em diferentes paises, mostraram a
deteccdo de RVA entre os adultos HIV-1 soropositivos, com frequéncia de 0% a 18%
(Giordano et al., 1999; Thomas et al., 1999; Albrecht et al., 1993; Gassama et al.,
2001) e entre as criancas HIV-1 soropositivas com frequéncias de 0% a 38% (Pavia
et al.,, 1992; Grohmann et al., 1993; Oshitani et al., 1994; Guarino et al., 1996;
Gonzalez et al. 1998; Cunliffe et al., 2001; Rossit et al., 2007; Nakawesi et al., 2010;
van Eijk et al., 2010). Estas frequéncias foram iguais ou menores, quando comparadas

as frequéncias entre as criancas HIV-1 soronegativas (Pavia et al., 1992; Oshitani et
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al., 1994; Guarino et al., 1996; Gonzalez et al., 1998; Cunliffe et al., 2001; Rossit et
al., 2007).

Uma alta prevaléncia de RVA foi demonstrada entre as criangas HIV-1
soropositivas menores de dois anos de idade, no entanto a infec¢éo pelo RVA néo foi
mais frequente em diarreias (Fontana et al.,1997). A epidemiologia do RVA e sua
associagao com diarreia nao varia significativamente durante a infecgdo por HIV-1
(Liste et al., 2000).

Em um estudo com criancas HIV-1 soropositivas em Nairobi, Quénia, os RVA
foram os mais prevalentes entre as criancas HIV-1 soropositivas com diarreia (23,3%)
do que as sem diarreia (2%), sendo o0 RVA G3P[6] o mais prevalente (30,4%), seguido
pelos gendtipos G1P[6] (8,6%), G1P[8] (8,6%), G8P[6], G8P[4], G3P[8], G9P[4],
G4P[6] G4P[4] (4,3% de cada gendtipo) (Kiulia et al., 2009).

Entre as riancas e adultos HIV-1 soropositivas, foi demonstrada uma grande
variacdo na deteccado do NoV (6% a 51%) (Grohmann et al., 1993; Gonzalez et al.,
1998; Liste et al., 2000; Rodriguez-Guillén et al., 2005), no entanto esta variacao
parece estar associada ao método utilizado para deteccao destes virus.

Um estudo prévio reportou que os NoV foram mais frequentes entre criancas
(39%) do que adultos (12%) e que, as criancas HIV-1 soropositivas foram mais
acometidas (51%) do que as soronegativas. No entanto, o NoV Gll foi o genotipo
detectado, tanto em criancas quanto nos adultos (Rodriguez-Guillén et al., 2005).

Na Africa, o NoV foi detectado em 17% a 21,2% das criancas HIV-1
soropositivas, com o predominio do gendétipo Gll (Mans et al., 2014; Moyo et al.,
2014c) e foi associado aos 6bitos destas criancas com DD (Page et al., 2017).

Alguns estudos atribuem aos HAstV um papel relevante na etiologia da DD em
adultos com HIV-1, com uma frequéncia de 12% entre os pacientes HIV-1
soropositivos e de 0% a 2, entre 0s pacientes soronegativos (Grohmann et al., 1993;
Liste et al.,, 2000). No entanto, estudos realizados na Venezuela e Argentina,
mostraram uma baixa frequéncia de HAstV em pacientes com HIV-1/AIDS e nao foram
significativamente associados a DD (Gonzaléz et al., 1998; Giordano et al., 1999).

Vérios estudos, realizados a partir da década de 90, em adultos e criancas HIV-
1 soropositivos com DD, detectaram o HAdV em prevaléncias que variaram entre 0%
a 50% (Grohmann et al., 1993; Durepaire et al., 1995; Gonzalez et al., 1998; Giordano
et al., 1999; Thomas et al., 1999; Liste et al., 2000; Trevind et al., 2001; Curlin et al.,
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2010; Silva et al., 2010; Morillo et al., 2010; Moyo et al., 2014b) e os HAdV entéricos
(HAdV-F40 e 41) foram somente detectados em pacientes com HIV-1 soropositivos
com DD crénica (Grohmann et al., 1993; Dionisio et al., 1997; Giordano et al., 1999).

O HBoV foi descrito como possivel agente causador de DD em 2009, sendo o
terceiro virus mais detectado em criancas australianas com DD (Arthur et al., 2009).
Os HBoVs 2, 3 e 4 tém sido detectados em fezes, sugerindo um tropismo do HBoV
para o intestino (Arthur et al, 2009; Chow et al., 2010; Kapoor et al., 2010) e, até o
momento, somente estudos brasileiros mostraram a deteccdo do HBoV em pacientes
com HIV-1/AIDS. Porém, estudos sdo necessarios para melhor avaliar o papel e a
prevaléncia do HBoV em pacientes imunossuprimidos com DD, no Brasil.

Um estudo prévio também reporta a deteccdo do AiV-1 em adultos HIV-1
soropositivos, sendo este agente detectado em 20% das amostras estudadas (Oude
et al., 2014).

1.4.3 Virus gastroentéricos e emergentes em pacientes HIV-1 soropositivos, no Brasil

No Brasil, estudos prévios avaliaram a presenca do RVA em criancas e/ou
adultos HIV-1 soropositivos, com ou sem DD e, apesar de, na maioria dos casos o
virus nao ter sido detectado (Machado et al., 1996; Rossit et al., 2007; Goncalves et
al., 2009; Silva et al., 2010; Gabbay et al., 2001), o genoétipo G4P[8] foi aquele
detectado nos casos positivos (Morillo et al., 2010).

O NoV também ja foi detectado em adultos HIV-1 soropositivos (Goncgalves et
al., 2009), apesar de nem sempre estar presente nesta populacéo (Silva et al., 2010).
Ja em gestantes, o virus foi detectado em pacientes com ou sem HIV-1 (Ferreira et
al., 2010).

O HAstV foi detectado entre adultos HIV-1 soropositivos (Gabbay et al., 2001,
Gongalves et al., 2009, Silva et al., 2010) e entre as criancas, este virus foi detectado
em 11% daquelas sem diarreia (Rossit et al., 2007).

A deteccédo do HAdV nas DD entre pacientes com HIV-1/AIDS (Morillo et al.,
2010, Silva et al., 2010) também j& foi investigada, porém nenhum estudo brasileiro

avaliou a presenca dos HAdV entéricos (F40 e 41) nesta populagao.
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Por outro lado, até o momento, somente estudos brasileiros, investigaram a
presenca do HBoV em amostras de pacientes HIV-1 soropositivos, com DD. O virus
foi identificado em crianca HIV-1 soropositiva, entre adultos HIV-1/AIDS positivos com
DD e em coinfec¢gdes com outros patdgenos entéricos (Albuquerque et al., 2007;
Santos et al., 2010; Silva et al., 2010).

Até o momento, ndo existem estudos demonstrando a presencga do AiV-1 em

criangas HIV-1 soropositivas com DD.
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2 JUSTIFICATIVA

A DD constitui a segunda maior causa de mortalidade em criangas menores de
cinco anos, sendo responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade,
principalmente nos paises em desenvolvimento (Fontaine et al., 2009).

Os virus, em particular, tém sido reconhecidos como principais causadores de
DD, principalmente os entéricos (RVA, NoV, HAstV e HAdV), que sao frequentemente
associados a casos esporadicos e surtos, acometendo todas as faixas etarias. Relatos
recentes tém demonstrado a associacdo crescente destes virus a surtos de DD
(Scallan et al., 2011; Chitambar et al. 2012; Enserink et al., 2015; Luchs et al., 2016),
mostrando assim a importancia da investigacao e vigilancia constante destes virus em
casos de surto, principalmente no Brasil, onde a vacina contra RVA (Rotarix®,
GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica) faz parte do calendario de vacinacgéo pelo PNI,
desde 2006.

Os RVA, HAdV, NoV e HAstV tém sido detectados na DD em pacientes com
HIV-1/AIDS (Gongalves et al., 2009, Rossit et al. 2009, Silva et al., 2010, Morillo et al.,
2010). No entanto, apesar de se conhecer a importancia destes virus como
causadores de DD na populacdo em geral, entre os pacientes com HIV-1/AIDS, a
investigacdo continua destes virus é necesséria, principalmente porque os individuos
imunocomprometidos apresentam maior suscetibilidade as infeccdes e reinfeccdes
por agentes virais (Al Anazi, 2009; Vizzi & Angulo Medina, 2013). Embora a utiliza¢&o
da HAART tenha reduzido a incidéncia das infec¢cdes gastrointestinais, a diarreia
ainda afeta aproximadamente 90% dos pacientes com HIV/AIDS (Dwivedi et al.,
2007), que com as infeccbes oportunistas e associadas a desnutricdo, podem resultar
no obito.

Os virus emergentes, HBoV e AiV-1, também foram demonstrados nas DD
(Chow & Esper 2009, Khamrin et al., 2011, Reuter et al., 2011). Porém, ainda ha
necessidade de investigacao do papel destes em pacientes HIV-1/AIDS.

No Brasil, apesar da existéncia de estudos que avaliem a presenca de alguns
destes virus em adultos e cirancas HIV-1 soropositivos desde a década de 90, estes
ainda sao escassos (Machado et al., 1996, Gabbay et al., 2001, Rossit et al., 2007,
Gongalves et al., 2009, Morillo et al., 2010, Silva et al., 2010). Além disso, estudos que
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investiguem a presenca de HAdV entéricos, HBoV e AiV-1 entre as crian¢cas com HIV-
1/AIDS ainda sé&o inexistentes.

Assim, devido a falta de dados mais consistentes sobre o papel destes virus
como agentes etiolégicos da DD entre os pacientes com HIV-1/AIDS, ao pequeno
numero de estudos realizados, a caréncia de informacfes epidemiologicas sobre a
circulacdo destes agentes e a diversidade genética destes virus, torna-se evidente a
necessidade de um estudo visando conhecé-los mais detalhadamente. Neste
contexto, este estudo pretende investigar e avaliar o papel destes virus em um centro
de referéncia para tratamento de criancas com HIV-1/AIDS, retrospectivamente, no

periodo de 1997 a 2010 e de um surto ocorrido em 2013, no Rio de Janeiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar e caracterizar os diferentes virus gastrentéricos ja estabelecidos
(RVA, NoV, HAdV e HAstV) ou emergentes (HBoV e AiV) em criancas com doenca

diarreica, infectadas ou nao infectadas pelo HIV-1 no estado do Rio de Janeiro.

3.1 ESPECIFICOS

1.

Investigar a presenca de AiV-1 e realizar a genotipagem dos virus

identificados; (artigo 1)

Investigar a taxa de deteccdo de RVA, NoV, HAstV, HAdV e HBoV e

caracterizar os genotipos virais; (artigo 2)

Investigar a frequéncia de codeteccdes dos virus gastrentéricos na

populacédo de estudo; (artigo 2)

Determinar a carga viral dos virus gastrentéricos detectados; (artigo 2)

Avaliar a infeccao recorrente, caracterizar o genoétipo e a carga viral do HAdV
em criangas HIV-1 soropositivas hospitalizadas e com DD entre 1997 e 2010;
(artigo 3)

Investigar a etiologia viral desconhecida de um surto de DD na cidade do Rio

de Janeiro em 2013 e realizar a genotipagem do virus identificado (artigo 4);
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4 METODOLOGIA E RESULTADOS

A metodologia e resultados deste trabalho de tese ser&o apresentados sob a
forma de manuscritos publicados ou submetidos a publicacdo em revistas indexadas.
Os manuscritos estédo listados a seguir na ordem em que as publicacdes foram

discutidas.

4.1 Artigo 1- Aichi Virus Positivity in HIV-1 Seropositive Children Hospitalized

with Diarrheal Disease (Publicado na Current HIV Research 2015; 13 (4):325-31)

4.2 Artigo 2- Enteric Viruses in HIV-1 Seropositive and HIV-1 Seronegative
Children with Diarrheal Diseases in  Brazil (Publicado na PLOS ONE

2017;12(8):€0183196.)

4.3 Artigo 3- Recurrent infections with human adenoviruses in HIV-1
seropositive children with diarrheal disease in Brazil (Artigo submetido no

Jornal de Pediatria)

4.4 Artigo 4- A non-enteric adenovirus Al2 gastroenteritis outbreak in Rio de

Janeiro, Brazil (Publicado nas Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

2016;111(6):403-6. doi: 10.1590/0074-02760160030.
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4.1 Artigo 1- Aichi Virus Positivity in HIV-1 Seropositive Children Hospitalized

with Diarrheal Disease

Os resultados apresentados neste manuscrito séo referentes ao objetivo especifico:

1. Investigar a presenca de AiV-1 e realizar a genotipagem dos virus

identificados.

Situacdo do manuscrito: Artigo publicado na revista cientifica- Current HIV Research

Referéncia: Portes SA, de Mello Volotao E, Rose TL, Rocha MS, Trindade Pinheiro
Xavier Mda P, de Assis RM, Fialho AM, Rocha MS, Miagostovich MP, Gagliardi Leite
JP, Carvalho-Costa FA. Aichi Virus Positivity in HIV-1 Seropositive Children

Hospitalized with Diarrheal Disease. Curr HIV Res. 2015;13(4):325-31.
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Abstract: Aichi viruses (A1V) have been detected in patients with diarrheal diseases (DD). The aim of
this study was to assess AiV infection rates in hospitalized children with DD, including 123 HIV-1
seropositive and 125 HIV-1 seronegative patients, in two public pediatric hospitals in Rio de Janeiro,
Brazil. A1V was investigated by nested RT-PCE. The AiV-positive samples were also tested for specie
A rotavirus, norovirus, astrovirus, enteric adenovirus and bocavirus in order to assess co-infections.
AiV parcial genome sequencing and phylogenetic analyses were performed. AiV were detected in
9/123 (7.32%) of the HIV-1 seropositive subjects and 1/125 (0.8%) of the HIV seronegative patients

S.AR. Portes

with DD (p = 0.019). The phylogenetic analysis of positive samples disclosed that: 1) 13 samples were characterized as
genotype A, with one of them being from the HIV-1 seronegative patient; ii) one sample from a HIV-1 seropositive
patient was characterized as genotype B. AiV genotype A was grouped into 3 genetic clusters. Data suggest that A1V may
be an opportunistic pathogen infecting children with ATDS and DD.

Keywords: Aichi virus. ATDS, children. diarrheal disease, HIV-1, oportunistic agent.

INTRODUCTION

Viruses are common etiological agents of diarrheal
diseases (DD) worldwide. Among the viruses that usually
cause diarrhea are group A rotaviruses (RWVA), noroviruses
(NoV), astrovirus (HAstV) and enteric adenovirus (EAJV).
Aichi virus (A1V) was recently described as a single-
stranded RINA agent classified 1n the fanuly Picornaviridae,
genus Kobuvirus which is composed of four species. but
only A1V were described mfecting humans [1]. The
identification of A1V from sporadic cases and DD outbreaks,
with detection rates ranging from 0.5 to 2% in Europe and
Asia [2-7], and over 3% in Tunisia [8], led to the proposal
that A1V should be an etiological agent of DD [1].

Acute, persistent and chronic DD are particularly
important among human immunodeficiency virus 1 (HIV-1)
seropositive patients [9.10], contributing to morbi-mortality
i this group. Among the clinical manifestations of HIV-
1/Aquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS),
gastrointestinal disorders are formudable and worrisome,
since this group 1s susceptible to classic pathogens and
opportunistic agents [11]. The seventy of DD episodes
ranges from mild to severe cases leading to hospitalization or
death. Morbimortality among HIV-1 seropositive patients
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21040-360 - Rio de Janeiro - RJ — Brazil;
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has altered importantly since the wide spread use of highly
active antiretroviral therapy (HAART) [12].

Many viruses have been reported in opportunistic DD in
HIV-1/AIDS seropositive patients [12-15]. In Brazl
cytomegalovirus (CVM), adenovimuses (AdV), bocaviruses
(HBoV) and herpes sumplex virus 1 and 2 (HSV-1/2) have
been identified m adult patients with AIDS. frequently
associated to parasitic organisms such as Isospora belli,
Giardia  duodenalis, Strongyloides stercoralis and
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar [16]. In Tanzania
it was observed that the prevalence of RVA infection is
lower mn HIV positive than in HIV negative children with
DD [17]. Contrarily, it has been proposed that HIV positive
children with DD are more frequently infected with
caliciviruses than those HIV negative [18]. Recently,
Epstein-Barr virus (EBV) associated colitis was described in
a HIV infected patient [19]. The detection rate of at least one
enteric virus in HIV positive patients with DD ranged from
64% to 52% in different studies conducted in South
America and the United States [20-23]. Nevertheless, despite
the diagnostic assays which are now available, etiological
agents of many DD cases in HIV-1 seropositive patients
often remain unrecognized. Newly recognized enteric viruses
(including A1V) have been identified in stool samples from
HIV-positive patients with DD through high-throughput
genomic sequencing approach [24]. Nevertheless, the role of
these pathogens as etiological agents of DD in
immunocompromised patients has not yet been established.
In this context, there 15 a lack of nformation concerning the
prevalence and significance of A1V infection m HIV-1
seropositive patients.

© 2015 Bentham Science Publishers
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In Brazil, AIDS mncidence in children and adolescents =
15 years old has decreased from 1,424 new cases in 2003 to
354 in 2011. following intensification of HIV-1 testing
during pregnancy., implementation of rapid anti-HIV-1
testing in maternities and the umiversal access to
antiretroviral prophylaxis implemented by the Brazilian
government in the last two decades. Even with this important
progress., AIDS 1s an important public health concern in
Brazil. The cumrent annual incidence rate has reached
17.6/100.000 and there are 608.230 people living with HIV-
1/AIDS in the country [25].

In Brazil. as well as mn Amencas, there are no reports
describing the detection rate of A1V m HIV-1 seropositve
patients. The aim of this study was to investigate the
presence of AiV in hospitalized children with DD, including
HIV-1 seropositive and HIV-1 seronegative patients. in two
public pediatric hospitals 1n Rio de Janewo, Brazil. In
addition, genotypes of AiV were charactenized m the
positive samples.

PATIENTS AND METHODS
Setting

The study was conducted in the city of Rio de Janeiro,
Southeastern coastal Brazil. The city is home of 6,300,000
mhabitants; the mcidence rate of AIDS 15 41.1 new
cases/100.000 inhabitants/year, one of the highest in the
country. Rio de Janeiro has a network of public hospitals
belonging to the Unified Health System (SUS, portuguese
acronym for Sistema Unico de Saide) Among these
hospitals. Jesus Mumicipal Hospital (JMH) 1s a tertiary
pediatric center, providing specialized medical care for
children with AIDS and other conditions. Salles Netto
Municipal Hospital (SNMH) 15 a pediatric hospital providing
health care especially for DD and acute respiratory
nfections. Both hospitals are located in the central zone of
Rio de Janeiro. 6 km distant from each other. and capable of
providing treatment for children from low and muddle
socioeconomic status, many of whom live in downtown
slums. Laboratory analyses were performed at the
Laboratory of Comparative and Environmental Virology
(LVCA) of Oswalde Cruz Foundation (Fiocruz)., at a
distance of 10 km from both hospitals.

Study Design and Collection of Fecal Samples

Considering the clinical particulanty of each hospital,
123 HIV-1 seropositive and 125 HIV-1 seronegative patients
hospitalized with DD were recruited in JMH and SNMH.
respectively. HIV-1 seropositive and HIV-1 seronegative
children were matched by vear and age. HIV-1 seropositive
children were aged 4 to 156 months-old, with 45.5% being
female. HIV-1 seronegative children were aged 4 to 132
months-old. with 44 8% being female (Table 1). A case of
DD was defined by the presence of liquid or semi-liquid
stools (with or without vomiting, fever, and abdominal pain)
associated with dehydration severe enough to indicate
hospitalization and parenteral fluid replacement. Patients
mcluded were participants in a project of DD monitoring
conducted in Rio de Janeiro during the study period. All
patients included had acute diarrhea on admission: 45 HIV-1
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positive children (37%) developed persistent diarrhea
(characterized by more than 15 days evacuating liquid or
semi-liquid feces) during hospitalization. Those with
persistent diarrhea had fecal samples examined more than
once for the purpose of better characterizing AiV positivity
and detecting prolonged excretion of enteric viruses. For
both HIV-1 positive and HIV-1 negative subjects, inclusion
criteria was the presence of acute DD at admission. with
necessity of hospitalization for parenteral fluid replacement.
Diarrheal fecal samples obtained by spontaneous evacuation
were collected in plastic bottles by health personel during
hospitalization, and stored briefly in the hospital at 4 °C until
transport to the LVCA. where they were transferred to
freezers at -20 °C until the preparation of fecal suspensions
for laboratory analyses. Among 123 HIV-1 seropositive
children, 254 fecal samples were collected. One to 10 faecal
samples from each HIV-1 positive child were analyzed at
distinct time points. Concerming HIV-1 seronegative, one
fecal sample from each child was studied. since they were
obtained from patients with non-complicated DD which
resolved i less than 15 days. These HIV-1 negative children
were discharged without complications.

The detection rate of A1V in HIV-1 seropositive and
HIV-1 seronegative children was compared through the
Fisher's Exact Test (two-tailed). Statistical significance was
established at p=<0.05.

Sample collections and analysis were approved by the
Ethical Research Committee of Oswaldo Cruz Foundation
(Fiocruz) (311/2006).

Detection and Genotyping of Aichi Viruses

Nucleic acids were extracted from 10% (v/v) fecal
suspensions in Tris-Ca* buffer, pH 7.2. using QLAmp”® viral
RNA Mini kit (QIAGEN™, Valencia. CA. USA) according to
the manufacturer’s mstructions. Presence of A1V RNA in
fecal samples was determined by using nested RT-PCR
targeting the 3CD junction region as described previously
[1.26]. Genotyping of AiV was performed by direct
sequencing of the products obtamed from the first
amplification [1]. The amplicons were purified using the
QIAmp® PCR Purification Kit (QIAGEN. CA. USA)
following manufacture’s recommendations. PCR products
were sequenced in both directions using an ABI Prism 3100
Genetic Analyzer and Big Dye Termmator Cycle Sequencing
Kit v.31 (Applied Biosystem. CA. USA). Centri-Sep
columns (Princeton Separations. CA. USA) were used for
purification of sequencing reaction products according to the
manufacturer’s instructions. Nucleotide identity of the
sequenced amplicons was determined using BLAST analysis
followed by sequence alignment with reference strains
available in GenBank database using CLUSTAL W
program. The phylogenetic tree was constructed using the
neighbor-joining algorithm and Kimura 2-parameter distance
madel and tested by applying the bootstrap test with 1,000
bootstrap replications using MEGA 5 software [27]. The
nucleotide sequences reported i this study have been
deposited in the GenBank under the access number
JX573299 - IX573311 and KM099401.

The AiV-positive samples were also tested for specie A
rotavirus (RVA), noroviruses (NoV). astroviruses (HAstV)
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Tablel. Characteristics of children hospitalized with diarrheal diseases in public pediatric hospitals in Rio de Janeiro, Brazil,
1997-2010.
HIV-1 Seropositive Children in Jesus HIV-1 Serenegative Children in Salles Netto
Municipal Hospital (n=123) Municipal Hospital (n=115)
Children Age Group (Months)
1-12 24(19.5%) 33(264%)
13-24 26 (21.1%) 18 (22.4%)
25-48 31(25.2%) 27 (21.6%)
49-120 32(26.0%) 31(24.8%)
120-180 10(8.1%) 6(4.8%)
Gender (Proportion Female) 45.5% 44.8%
Year
1997 14 (11.4%) 15(12.0%)
1998 T(5.7%) 9(7.2%)
1990 11(8.9%) 10 (8.0%)
2000 17 (13.8%) 17 (13.6%)
2001 24 (19.5%) 15 (20.0%)
2002 8(6.5%) 9(7.2%)
2003 7(5.7%) 8(6.4%)
2004 6 (4.9%) 7(5.6%)
2005 11(8.9%) 12(9.6%)
2006 6 (4.9%) 6 (4.8%)
2007 4(32%) 4(32%)
2008 34w 3IQ24%)
2009 4(3.3%) 0
2010 1(0.8%) 0
Total 123 125

HIV-1= Human mmmmode ficiency virs type 1

and enteric adenoviruses (EAdV) as descmbed previously
[28-30].

RESULTS

Charactersstics of the studied subjects, mcluding HIV-1
viral load, CD4” lymphocyte account, and HAART therapy
are presented in Table 2. A1V were detected i 9/123
(7.32%) and 1/125 (0.8%) of the HIV-1 seropositive and
seronegative children, respectively (p = 0.019; two-tailed
Fisher's Exact Test) Table 3 shows the -clinico-
epidemiological characteristics of the nine AiV-positive
children from which 13 positive samples were obtained.
Three HIV-1 seropositive children presented single infection
with AiV. wherein one cluld (patient 2), was severely
immunocompromised (CD4” lymphocyte count = 13
cells/mm?; viral load log = 5.62). This child remained
hospitalized and A1V was detected i two fecal samples,
collected within an interval of 48 days. Another child
(patient 4). also severely immunocompromised (CD4"

lymphocyte count = 13 cells/mm’. viral load log = 4.15)
presented persistent A1V excretion, with positive fecal
samples obtained upon admission (day zero) and 41, 86, and
116 after hospitalization. This child presented the following
mixed mfections: A1V/NoV/HAstV (day zero); AiV/NoV
(day  41); AfV/NoV/HBoV  (day  86); and
AiV/NoV/HBoV/EAdV (day 116) (Table 3). One case of
mixed infection AfV/RVA was observed in a previously
healthy HIV-1 seronegative patient aged 10 months-old at
SNMH.

The phylogenetic analysis of 14 AiV positive samples
disclosed that: 1) 13 samples were characterized as genotype
A with one of them being from the HIV-seromegative
patient; 11) one sample from a HIV-seropositive patient was
characterized as genotype B. The AiV genotype A was
grouped into 3 clusters (Fig. 1). The A1V from patient 2
(days zero and 48%) presented 100% nucleotide similarity.
The four A1V positive samples from patient 4 clustered into
two different branches (days zero and 41th; days 86% and
116%). however they were closely related (Fig. 1).
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Table 2. Characteristics of 123 HIV-1 seropositive patients in 213 hospital admissions for diarrheal disease, Rio de Janeiro, Brazil,

1997 — 20140.

Characteristic n Ll

Gender

Male 93 446
Female 118 354
Age group (months)

0-12 29 136
13-24 35 16.4
25-48 34 254
49 -60 10 47
61 -120 56 263

120 3 108
Unknown 6 28
CD4" Iymphocvte count (cells'mm’ blood)

100 94 441
100 —200 25 11.7
201 -350 15 7
351 - 600 11 52

600 - -
Unknown 68 319
Antiretroviral therapy
ITC + RTV/SAQ + NEV:; AZT + DDI + RTV/SAQ; AZT + 3TC + SAQ; AZT + DDI + SAQ; 3TC + NEV + NEV; 3TC + D4T +
AMP; DAT + RTV/SAQ + ABC; D4T + EFV + tenofovir; D4T + NFV + NEV; 3TC + EFV; DAT + NEV; 3TC + RTV/5AQ + 1 0.5
D4T; 3TC + ETV/SAQ; AZT + 3TC + RTV/SAQ + TDF; AZT + 3TC + RTV/SAQ + EFV; AZT + 3TC + NFV + NEV ; AZT +
JTC+ETV/SAQ +NFV; AZT + 3TC + NFV + SAQ; AZT + NFV + DDI + D4T; 3TC+ RTV/5AQ + TDF + EEV
AZT +3TC+ ABC + AMP; D4T + AMP + EFV; 3TC + NFV + NEV + D4T 2 09
AZT+3TC+DDI; AZT + 3TC+ EFV; 3TC + DDI+ RTV/SAQ; AZT + DDI + NEV; AZT 3 14
JTC +D4T + 5AQ 4 1.9
3TC + NFV +D4T; DDI+ D4T + NEV 7 33
AZT+3TC+ ARC g 37
AZT+3TC+RTV/SAQ; AZT + NFV +DDL;, AZT + 3TC + NFV 9 42
AZT+3TC 28 131
AZT+DDI 42 19.7
ITC+D4T 17 15
No antiretroviral therapy 32 15
HIV-1 viral load (log)

1.7-27 1 0.3
27-39 5 13
3.7-47 35 16.4
47-37 56 263
5.7-6.7 13 6.1

6.7 1 0.3

Unknown 102 479

3TC = Lamnudine, D4T = Stavudine, RTV/SAQ = Ritonavir/Saqunav, AZT = Zidowvudine, LPV = Lopmavr, NFV = Nelfinsvwr, ABC = Abacavir, DDI = Dhdanosime, TDF =

Tenofovir, EFV = Efsvarenz, NEV = Nevirapine HIV- 1= Human immminodeficiency virus type 1.
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Table 3. Clinical and epidemiological characteristics of nine Aichi virus positve children with ATDS, hospitalized with diarrhea
disease, in Rio de Janeiro, Brazil, 1997 — 2010.
Pa{ignr Age Gender F:]}-I',_r HIV-1 Viral :'LIlI'iI‘E[l'D‘L‘_i:I':I] Aichi Positive Genetype Airh.i Virus S'mlgle or

(Months) Counr Load Therapy Samples Mixed Infections

1 24 Male 200 51 3TC + DAT + NFV 1 A AVHBoV/EAdV

2 38 Male 13 5.62 ITC+DAT +RTV 2 A AV

3 36 Male 158 5.11 ITC+DAT + NFV 1 A ATVNoV/EAdV

4 72 Female 13 415 ITCHDAT+RTVISAQ 4 A AIV/NoV/HBoV/HAsStV/ EAAV

3 72 Male 122 53 3ITC+DAT+RIV 1 A AiV/NoV/HBoV/EAAV

6 91 Female 130 NA ITC+AZT + ABC 1 A AIVNoWV

7 106 Male 138 NA 3TC+RTV/SAQ 1 A AiV/NoV

g 60 Male 142 NA ITC+AZT+LPV 1 A AV

9 40 Female 101 485 3TC+AZT+RIV 1 B AV

D4 hymphocyte count (rells/mm);
TViral load (Log of viral copies/mm®), MA= not assessed;

I3TC = Lanwvudine, D4T = Stavudine, RTV/SAQ = RitonanwrSaqumanir, AT = Fidewudme TPV = Lopinavir, NFV = Nelfinavir, ABC = Abacanr; NoV = Norowmus, HBaV =
Human Bocavwus, HAstV = Human Astrovims, EAdV=Entenc adenoviras, HIV- 1= Human mmrmunodeficiency vimus type 1, AIDS=Adqured mmmodeficiency syndrome.

DISCUSSION

To date. no studies aimed to estimate the prevalence of
A1V infection in HIV-1-seropositive children with DD. In
this context, the role of A1V as an etiological agent of DD in
children with HIV infection has been unclear. The present
study identified higher A1V positivity rate among HIV-1
seropositive than in HIV-1 seronegative children. A study
mvolving HIV-1 seropositive adults also showed a high rate
of A1V detecion among individuals with DD [24].
Concerning HIV-1 negative children. the low A1V positivity
presented 1n this survey is similar to results previously
reported mn immunocompetent individuals (ranging from
0.5% to 2%, except for those described in Tunisia. which
reached 4.1%) [2-5.8].

Among the studied children with AIDS, some presented
persistent DD, consequently rendering more than one sample
for A1V analyses. This complication was not observed
among HIV-1 negative children. The analyses of fecal
samples collected from children with persistent DD allowed
detection of prolonged sheddmg of A1V in two HIV-1
positive children. Importantly, HIV-1 seropositive patients
mnfected by A1V were severely immunocompromised even
being under HAART. Although we can net affirm that A1V
was effectively the etiological agent of studied DD cases in
which 1t was identified. it can be considered that A1V most
often infects immunosupressed children with AIDS when
compared with children whithout HIV-1 infection. taling
mto account that the clmical status of HIV-1 positive
children was more severe when compared to HIV-1 negative.

Given the fact that A1V as a main cause of DD 1s still
controversial, it became necessary to determine the presence
of co-infections with other viral pathogens. It was observed
that. among Ai1V-positive children with DD and AIDS, nine
samples were coinfected with other gastroenteric viruses
such as RVA. NoV. HAstV and HAdV. The AiV-positive
sample detected from a HIV-1 seronegative patient was

mixed with RVA. Results of this study support the current
observations that A1V 1s found frequently in mixed
infections [4.7]. AiV was the single viral agent in only three
children.

This study showed the circulation of A1V genotype A and
confirmed the presence of genotype B m Brazil So far,
genotype A has not yet been idemtified in Americas and
genotype B has been detected only m Braml [31] and
Venezuela [32]. AiVs genotype A shared 94.3-100%
similarity with each other and 954 to 98% sequence
identities with circulating strains from Japan [1,26] and
Germany [3]. The genotype B sequence showed 91.5-95.1%
nucleotide similanty with genotype B strains available in the
GenBank data base. A1V genotype B was more related to
strains from Pakistan (95.1%) and Indonesia (94.3%) than
with Brazil (91.5%) [1.31]. Our data show that the majorty
of A1V strains identified in HIV-1 seropositive children in
Rio de Janeiro were characterized as genotype A. This 1s the
first report of A1V genotype A m the Americas, and this
genotype had been previously observed n
immunocompetent patients in Europe [2.3], Asia [4.5], and
Africa [8]. Considering HIV-1 seropositive patients, only
one study showed the detection of A1V in adults, but the
characterization of the genotypes has not been shown i this
population [24].

This study adds knowledge about A1V infection in
children, suggesting that, among hospitalized cluldren with
DD. AiV is detected more frequently in immunosupressed
children with HIV/AIDS than among immunocompetent
subjects. Additional studies are needed in order to establish
AiV as an etiological agent of DD in children with
HIV/AIDS.
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Fig. (1). Phylogenetic analysis of Aichi virus based on the partial nucleotide sequence (468bp) of the 3CD junction region of non-structural
gene. Neighbor-joining dendrograms were constructed with the MEGA 5 program. The studied samples are marked (circle). squares and
diamonds represent samples from patients 2 and 4. respectively. The GenBank access numbers and countries of origin are shown. The
abbreviations for countries are as follows: BRA (Brazil). CHN (Clina), DEU (Germany). IND (India). IDN (Indonesia). JPN (Japan), PAK
(Pakistan), THA (Thailand) and TUN (Tunisia). Bovine kobuvirus was used as an outgroup. Bootstrap values above 70%, estimated with
1.000 psendoreplicate data sets, are indicated at each node.
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4.2 Artigo 2- Enteric Viruses in HIV-1 Seropositive and HIV-1 Seronegative

Children with Diarrheal Diseases in Brazil.

Os resultados apresentados neste manuscrito sdo referentes aos objetivos

especificos:

2. Investigar a taxa de deteccdo de RVA, NoV, HAstV, HAdV e HBoV e

caracterizar os genotipos virais;

3. Investigar a frequéncia de co-detecgBes dos virus gastrentéricos na

populacédo de estudo;

4. Determinar a carga viral dos virus gastrentéricos detectados

Situacdo do manuscrito: Artigo publicado na revista cientifica- PLOS ONE

Referéncia: Silvana Augusta Rodrigues Portes, Filipe Anibal Carvalho-Costa, Monica
Simdes Rocha, Tulio Machado Fumian, Adriana Gongalves Maranh&o, Rosane Maria
de Assis, Maria da Penha Trindade Pinheiro Xavier, Myrna Santos Rocha, Marize

Pereira Miagostovich, José Paulo Gagliardi Leite, Eduardo de Mello Volotéo.
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Abstract

Diarrheal diseases (DD) have distinct etiological profiles inimmune-deficient and immune-
competent patients. This study compares detection rates, genotype distribution and viral
loads of different enteric viral agents in HIV-1 seropositive (n =200) and HIV-1 seronegative
(n=125) children hospitalized with DD in Rio de Janeiro, Brazil. Except for group A rotavirus
(RVA), which were detected through enzyme immunoassay, the other enteric viruses (noro-
virus [NoV], astrovirus [HAstV], adenovirus [HAdV] and bocavirus [HBoV]) were detected
through PCR or RT-PCR. A quantitative PCR was performed for RVA, NoV, HAstV, HAdV
and HBoV. Infections with NoV (19% vs. 9.6%,; p<0.001), HBoV (14% vs. 7.2%; p = 0.042)
and HAdV (30.5% vs. 14.4%; p<0.001) were significantly more frequent among HIV-1 sero-
positive children. RVA was significantly less frequent among HIV-1 seropositive patients
(6.5% vs. 20%; p<0.001). Similarly, frequency of infection with HAstV was lower among
HIV-1 seropositive children (5.5% vs. 12.8%; p = 0.018). Among HIV-1 seropositive children
33 (16.5%) had co-infections, including three enteric viruses, such as NoV, HBoV and
HAdV (n=2) and NoV, HAstV and HAdV (n = 2). The frequency of infection with more than
one virus was 17 (13.6%) in the HIV-1 negative group, triple infection (NoV + HAstV +
HBoV) being observed in only one patient. The median viral load of HAstV in feces was sig-
nificantly higher among HIV-1 positive children compared to HIV-1 negative children. Con-
cerning children infected with RVA, NoV, HBoV and HAdV, no statistically significant
differences were observed in the medians of viral loads in feces, comparing HIV-1 seroposi-
tive and HIV-1 seronegative children. Similar detection rates were observed for RVA, HAstV
and HAdV, whilst NoV and HBoV were significantly more prevalent among children with
CD4* T lymphocyte count below 200 cells/mm?. Enteric viruses should be considered an
important cause of DD in HIV-1 seropositive children, along with pathogens more classically
associated with intestinal infections in immunocompromised hosts.
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Introduction

Diartheal diseases (DD) represent one of the leading causes of mortality in children, account-
ing for almost 10% of deaths in this age group [1]. Viruses are among the most frequently
enteric pathogens identified in children with DD worldwide [2]. Classic viral enteropathogens
include group A rotaviruses (RVA), noroviruses (NoV), astrovirus (HAstV) and enteric ade-
novirus (HAdV-F). More recently, emerging agents such as bocavirus (HBoV) and Aichi virus
(AiV) have been considered as potential etiological agents of DD [3-5].

RVA (Reoviridae family) are the major etiological agents associated with severe DD in chil-
dren younger than 5 years of age in developed and developing countries [6]. RVA have been
classified into 27 G genotypes and 37 P genotypes based on the nucleotide sequences of the
VP7 (G-type) and VP4 (P-type) encoded genes. Combinations of G1, G2, G3, G4, GY, and
G12 with P[4], P[6] and P[8] have been the most frequently detected in humans [7].

NoV (Caliciviridae family) are responsible for outbreaks and sporadic cases of DD in all age
groups, accounting for 50% of all cases and more than 90% nonbacterial DD outbreaks [8].
NoV were classified into seven genogroups (GI to GVII) [9,10]. NoV GI, GII and GIV infect
humans, with at least 36 genotypes described so far [8, 11, 12]. The NoV GII is the most fre-
quently detected worldwide, with GIT.4 being the most prevalent in DD [10].

HAstV are considered important etiological agents associated with DD in children under 5
years [13]. They belong to family Astroviridae and genus Mamastrovirus (MAstV 1- classical
human astrovirus 1-8) and are often detected in children with DD, with HAstV-1 being most
commonly detected [14].

HAAV are frequently detected in outbreaks and sporadic DD in children under 5 years
[15, 16]. HAdV belong to Adenoridae family, Mastadenovirus genus and are classified into
seven species of HAAV (HAdV-A to -G) with a total of 78 types of HAdV reported. HAdV
are associated with different syndromes such as respiratory infections, conjunctivitis and
DD. Enteric HAdV-F40 and F41 (species F) are the third most common cause of non-bacte-
rial diarrhea among children. Other species such as A, B, C, G and D have also been detected
inDD [17].

Among emerging viral enteric pathogens, HBoV (Parvoviridae family) is a small non-envel-
oped single-stranded DNA virus identified in 2005 and proposed initially as a putative agent of
acute respiratory tract infections [18]. HBoV has also been identified in human stool samples
[19] and, in patients with DD, usually present in co-infections with other viral pathogens such
as RVA, NoV, and HAstV [20, 21]. Four genotypes have been described: HBoV1 in respiratory
samples and HBoV2, HBoV3 and HBoV4 in fecal samples [4, 19, 22].

DD is a very frequent clinical complication and a common cause of hospitalization and
death among human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) seropositive children [23, 24, 25].
Concerning enteric viruses, different agents have been identified in association with DD in
HIV-1 seropositive patients [26, 27, 28, 29]. The positivity for at least one viral agent in HIV-1
seropositive subjects with DD ranges between 6.4% and 52% in distinct surveys carried out in
the United States and South America [23, 30, 31, 32].

DD has distinct etiological profiles in immune-deficient and immune-competent patients.
In this context it was observed that the detection rate of RVA in children with DD is higher in
HIV negative than in HIV positive children in Tanzania [33]. This contrasts with a higher pos-
itivity for caliciviruses among HIV-1 positive children when compared to HIV-1 negative chil-
dren, as described in Venezuela [34].

In HIV-1 positive adults with DD in Brazil, agents such as herpes simplex virus 1 and 2
(HSV-1/2), cytomegalovirus (CVM), HAdV and emerging viruses such as HBoV have been
identified; these viruses frequently co-infect patients harboring parasites, including Isospora
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belli, Giardia duodenalis, Strongyloides stercoralis and Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar
35].

The objective of this study was to compare detection rates, genotype distribution and viral
load of different enteric viral agents in HIV-1 seropositive and HIV-1 seronegative children
hospitalized with DD in Rio de Janeiro, Brazil.

Materials and methods
Ethical statement

This study was approved by the Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Foundation (CEP No.
311/06) and is part of an official surveillance of the Brazilian Ministry of Health (MS, Portu-
guese acronym for Ministério da Saude) of enteric pathogens to investigate the viral etiology of
DD. This surveillance is performed through a hierarchical network in which the samples are
provided by medical request in hospitals and health centers, monitored by Unified Health Sys-
tem (SUS, Portuguese acronym for Sistema Unico de Satide). Fecal samples were sent to the
Laboratory of Comparative and Environmental Virology (LVCA) of the Oswaldo Cruz Insti-
tute (Fiocruz/MS). Records containing epidemiological and clinical data followed each fecal
sample. Data are maintained anonymously and securely.

Setting

The study was performed in Rio de Janeiro, Brazil (population = 6,300,000 inhabitants). The
incidence rate of HIV-1 infection is 41.1 new cases/100,000 inhabitants/year; one of the highest
in the country. In Brazil, AIDS incidence in children has reduced substantially following
implementation of HIV-1 testing during pregnancy, rapid anti-HIV-1 testing in maternity
hospitals and the universal access of exposed newborns to antiretroviral prophylaxis. Children
were recruited in two public pediatric hospitals: i) Hospital Municipal Jesus (HM]), a tertiary
pediatric center providing specialized medical care and ii) Hospital Municipal Salles Netto
(HMSN), a pediatric general hospital. These hospitals are situated downtown in Rio de Janeiro,
6km distant from each other, providing medical care for children from low and middle socio-
economic status. Identification of enteric viruses was carried out at the LVCA (Fiocruz), 10km
from both hospitals.

Study design, case definition and collection of fecal samples

We compared 200 fecal samples representing different hospitalizations of 123 HIV-1 seroposi-
tive children in HM] (so that some children [n = 49] were hospitalized more than once) with
125 fecal samples representing hospitalizations of 125 seronegative children (in this group
each children was hospitalized once) between the years 1997 and 2010. HIV-1 seropositive and
HIV-1 seronegative children were paired by year. The minimum period between hospitaliza-
tions was 2 months. Among the 123 HIV seropositive children, 98 (80%) were under highly
active antiretroviral therapy (HAART). Among HIV-1 seropositive children, anti-HIV sero-
logical status was confirmed through ELISA and/or Western-blot assays. HIV-1 seropositive
and HIV-1 seronegative children were matched by age. Age group distribution among HIV-1
seropositive and HIV-1 seronegative children was as follows: i) less than 25 months, 34%

(n = 69) and 49.5% (n = 62); ii) 25 to 60 months, 28.6% (n = 57) and 28% (n = 35); more than
60 months, 37.4% (n = 74) and 22.4% (n = 28), respectively. HIV-1 seropositive children were
immunocompromised to various degrees; CD4" T lymphocyte count was assessed in 121
HIV-1 seropositive patients: 38 had < 100 cells/mm?®, 11 had 100-200 cells/mm?, 13 had 201~
350 cell/mm?, 6 had 351-500 cells/mm® and 53 had > 500 cells/mm>.
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Children recruited were participants in a project of DD etiological monitoring conducted
in both hospitals during the study period. DD was defined by liquid or semi-liquid stools (with
or without fever, vomiting, and abdominal pain) associated with dehydration and the necessity
of intravenous fluid replacement. Liquid or semiliquid fecal samples were collected in plastic
bottles by health personnel during hospitalization, and stored briefly in the hospital at 4°C
until transport to the LVCA, where they were transferred to freezers at -20°C for viral
identification.

Statistical analysis

The positivity rates for distinct enteric viruses in HIV-1 seropositive and HIV-1 seronegative
children were compared through the Fisher’s exact test (two-tailed). Viral loads among HIV-1
seropositive and HIV-1 seronegative patients, as well as among HIV-1 seropositive children
with CD4" T lymphocyte count below and above 200 cells/mm’ were compared with the Krus-
kal-Wallis test. Statistical significance was established at p<0.05.

Nucleic acid purification, detection and characterization of enteric
viruses

Viral nucleic acids were purified from stool samples stored at -20°C. 140yL fecal suspen-
sions (10%v/v) were prepared in Tris-calcium buffer (Tris/HCl/Ca2+, pH 7.2). The extrac-
tion of viral DNA and RNA was performed using the methodology of the QTAamp Viral
RNA Mini Kit (QTAGEN®, Valencia, CA, USA). RNA was transcribed to complementary
DNA (cDNA) using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Aliquots were
immediately stored at -80°C. In each extraction procedure RNAse/DNAse-free water was
used as negative control.

Except for RVA, which were detected through enzyme immunoassay kits (EIARA®, Bio-
manguinhos, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil; Premier Rotaclone™, Meridian Biosci-
ence Inc, Cincinatti, Ohio, USA or Ridascreen Rotavirus®, R-Biopharm, Darmstadt, Hesse,
Germany) and polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) [36], and genotyped by semi-
nested multiplex reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), the other
enteric viruses (NoV, HAstV, HAdV and HBoV) were detected though PCR or RT-PCR with
sets of primers that amplify specific regions used for viral detection and characterization
(Table 1). PCR amplicons were purified using QTAquick Gel Extraction Kit and PCR Purifi-
cation Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) following the manufacturer’s recommenda-
tions. The purified DNA amplicons were sequenced using the BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit and ABI Prism 3100 Genetic Analyser sequencer (both from Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequences were edited and aligned using BioEdit
Sequence Alignment Editor Program (Hall, 1999) and subsequently compared to those
available in GenBank database using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). For
NoV, genotyping was assigned using an online genotyping tool (http://www.rivm.nl/mpf/
norovirus/typingtool) and the strains were named, with the genotype of the polymerase indi-
cated with an uppercase letter p [11,12].

The nucleotide sequences obtained in this study were submitted to the NCBI (GenBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and received accession numbers: KY611586-KY611611;
MF150192-MF150203; KY882298-KY882312; KY910901-KY910941; KY753477-753502;
MF034109-MF034119; MF034120-MF034125; MF156863-MF156875; MF156863-MF156866;
MF156867-MF156875.
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Table 1. Oligonucleotide primers and probes used for viral detection, quantification and molecular characterization.

Virus Primer Genomic region References
RVA® 9coni,9con2, 9T1-1(G1), 9T1-2(G2), 9T1-3P (G3), 9T1-4 (G4), 9T-9B (G9), FT5 (G5) VP7 [36,37,38,39,40]
4con2, 4con3, 1T1,1T1-Wa, 1T1-VN P[8], 2T1 P[4], 3T1 P[8], 4T1 P[9], 5T1 P[5] VP4
RVA® NSP3F, NSP3R, NSP3P NSP3 [41]
Nov? Gl: Mon 432, Mon 434 Region B (polymerase) [42]
Gll: Mon 431, Mon 433
Gl: Cap A, CapB1, CapB3 Region D (Capsid) [43]
Gll:Cap C, CapD1, CapD3
Gll: Mon431, G2SKR ORF1-2junction [42,44]
Gll: COG2F, G25KR 5'0RF2 junction [44,45]
NoV® Gl: COG 1, COG1R, RING1cP ORF1-2 junction [45]
Gll: COG 2F, COG2R, RING2P
HAstV® Mon 269, Mon 270 ORF-2 [46]
HAstV® AstVF, AstVR, AstVP ORF1b-ORF2 junction [47]
HAdV® Hex1deg, Hex2deg Hexon (48]
HAdV® AdF, AdR, AdpT Hexon [49]
HBoV* AK-VP-F1, AK-VP-R1 VP1/2 [22]
Ak-VP-F2, AK-VP-R2
HBoV® HoV1F, HBoV1R, HBoV234F, HBoV 24R, HBoV3R, H1234probe UTR-NS1 junction [50]

A rotavirus (RVA), noravirus (NoV), human adenovirus (HAdV), human astrovirus (HAstV) and human bocavirus (HBoV).
“Primes used for molecular detection and characterization.
® Primes and probes used for detection and quantification (qPCR).

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0183196.1001

Quantification of viral loads

A quantitative PCR (qPCR) was performed for detection and quantification of RVA, NoV,
HAstV, HAdV and HBoV according to previously described protocols (Table 1). All gPCR
reactions were carried out in an ABI PRISM 7500® Real-Time System v2.0 (Applied Biosys-

tems, Foster City, CA). All assays were performed with TagMan universal master mix

®

(Applied Biosystems, Foster City, CA). Undiluted and 10-fold dilutions of the nucleic acid and
¢DNA were analyzed in duplicated and concentrations were estimated as the mean of data
obtained, correcting for the dilution analyzed. Amplifications were performed in a thermocy-
cler programmed as follows: incubation at 50°C for 2 min to activate UNG, initial denatur-
ation at 95°C for 10 min, followed by 45 cycles at 95°C for 15s and 60°C for 1min. The
negative control used was a PCR TagMan master mix without DNA.

Results

Detection rates of enteric viruses and genotype distribution in HIV-1
seropositive and HIV-1 seronegative patients

Among HIV-1 seropositive children, 148/200 (74%) were infected with at least one virus, ver-
sus 80/125 (64%) among HIV-1 seronegative children. As presented in Table 2, infections with
NoV (19% vs. 9.6%; p<0.001), HBoV (14% vs. 7.2%; p = 0.042) and HAdV (30.5% vs. 14.4%;
p<0.001) were significantly more frequent among HIV-1 seropositive children. On the other
hand, RVA was significantly less frequent among HIV-1 seropositive patients with DD (6.5%
vs. 20%; p<0.001). Similarly, frequency of infection with HAstV was lower among HIV-sero-
positive children (5.5% vs. 12.8%; p = 0.018).
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Table 2. Enteric virus detection in HIV-1 seropositive children and HIV-1 seronegative children hospi-
talized with diarrheal diseases by age group in Rio de Janeiro, Brazil.

Fecal samples from 123 HIV-1 Fecal samples from 125 HIV-1 p-value”
seropositive children (n =200 seronegative children (n =125
samples) samples)

Virus/Age
group
Group A
rotavirus
0-24 months 10/69 (14.5%) 21/62 (33.9%) 0.008
25-60 months 0/57 (0%) 4/35 (11.4%) 0.018
>60 months 3/74 (4.1%) 0/28 (0%) 0.377
Total 13/200 (6.5%) 25/125 (20%) <0.001
Norovirus
0-24 months 9/69 (13%) 5/62 (8.1%) 0.263
25-60 months 7/57 (12.3%) 4/35 (11.4%) 0.589
>60 months 19/74 (25.7%) 3/28(10.7%) 0.081
Total 38/200 (19%) 12/125(9.6%) 0.033
Human
astrovirus
0-24 months 4/69 (5.8%) 11/62 (17.7%) 0.030
25-60 months 3/57 (5.3%) 3/35 (8.6%) 0.413
>60 months 4/74 (5.4%) 2/28 (7.1%) 0.527
Total 11/200 (5.5%) 16/125 (12.8%) 0.018
Human
bocavirus
0-24months 11/69 (15.9%) 5/62 (8.1%) 0.133
25-60 months 7/57 (12.3%) 1/35 (2.9%) 0.117
>60 months 10/74 (13.5%) 3/28(10.7%) 0.497
Total 28/200 (14%) 9/125(7.2%) 0.042
Human
adenovirus
0-24 months 16/69 (23.2%) 13/62 (21%) 0.463
25-60 months 27/57 (47.4%) 4/35 (11.4%) <0.001
>60 months 18/74 (24.3%) 1/28 (3.6%) 0.011
Total 61/200 (30.5%) 18/125 (14.4%) <0.001
“Fisher's exacttest.

https.//doi.org/10.1371/journal.pone.0183196.t002

Table 3 presents genotype distribution of different enteric viruses in HIV-1 seropositive
and HIV-1 seronegative patients, It was observed that, among children infected with RVA, G,
G2, G3 and G9 genotypes were detected in HIV-1 seropositive, while G1, G2, G3, G4, G5 and
G9 genotypes were in HIV-1 seronegative children. The P[4] and P[8] genotypes were detected
in HIV-1 seropositive and seronegative subjects. The combinations G1P[8] and GIP[8] pre-
dominated in both groups. Among children in whom NoV was detected, a great diversity of
genotypes was observed. Genogroup II was the most frequently identified both in HIV-1 sero-
positive and HIV-1 seronegative patients, with a predominance of GI1.4 and GIL.12 in HIV-1
seropositive and GII.4 in HIV-1 seronegative children. GIL4 variants detected were Den
Haag_2006b and US95_96 among HIV-1 seropositive children whereas among HIV-1 sero-
negative children were Kaiso_2003, Asia_2003 and Den Haag_2006b. NoV recombinant geno-
types GILPa-GIL3, GILP12-GII10 and GILP7-GIL6 were detected among HIV-1 seropositive
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Table 3. Genotype distribution of different enteric viruses in fecal samples obtained from 123 HIV-1
seropositive children (n = 200 fecal samples) and 125 HIV-1 seronegative children ((n = 125 fecal sam-
ples) hospitalized with diarrheal diseases in Rio de Janeiro, Brazil.

Fecal samples obtained from HIV-1

Fecal samples obtained from HIV-1

seropositive children seronegative children
Group A rotavirus n=13 n=25
genolypes
G1P[8] 4 (30.8%) 8 (32%)
G2P[4] 3(23.1%) 1(4%)
G2PIg] 0(0%) 1(4%)
G3PINT] 0(0%) 1(4%)
G3P[8] 1(7.7%) 0(0)
G4P[B] 0(0%) 1(4%)
G5P[8] 01(0%) 2(8%)
G9P(8] 5 (38.5%) 11 (44%)
Norovirus genotypes n=38 n=12
Gl (not typed) 1(2.6%) 1(8.3%)
Gl.2 1(2.6%) 0(0%)
Gl.3 1(2.6%) 0(0%)
Gl (not typed) 6 (15.8%) 3(25%)
Gll.2 3(7.9%) 0(0%)
Gl.3 1(2.6%) 0(0%)
Gll.4 US95_96 1(2.6%) 0(0%)
Gll.4 Kaiso_2003 0(0%) 3(25%)
Gll.4 Asia_2003 01(0%) 2(16.7%)
Gll.4 Den_Haag_2006b 1(2.6%) 2(16.7%)
GlL6 3(7.9%) 0(0%)
GlIL.7 0(0%) 1(8,3%)
Gll.10 1(2.6%) 0(0%)
Gll.12 6(15.8%) 0(0%)
Gll.14 1(2.6%) 0(0%)
Gll.Pa-GII.3 1(2.6%) 0(0%)
Gll.P4-GIl.4 1(2.6%) 0(0%)
Gll.P4 US95_96-Gll.4 1(2.6%) 0(0%)
GlI.P4-Gll.4 US95_96 2(5.3%) 0(0%)
GIIP7-GIl.6 4(10.5%) 0(0%)
GIL.P7-GII.7 2(5.3%) 0(0%)
Gll.P12-Gll.10 1(2.6%) 0(0%)
Human astrovirus n=11 n=16
genotypes
1 10(90.9%) 8 (50%)
2 0(0%) 3(18.7%)
3 0(0%) 2(12.5%)
Not typed 1(9.1%) 3(18.7%)
Human bocavirus n=28 n=9
genotypes
1 14 (50%) 6 (66.7%)
2 8 (28.6%) 1(11.1%)
3 3(10.7%) 1(11.1%)
4 1(3.6%) 0(0%)
Not typed 2(7.1%) 1(11.1%)

(Continued)
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Table 3. (Continued)

Fecal samples obtained fromHIV-1 | Fecal samples obtained from HIV-1
seropositive children seronegative children

Human adenovirus n=61 n=18
genotypes

A-12 3(4,9%) 1(5,6%)

A-31 0(0%) 1(5,6%)

B-3 2(3,3%) 0(0%)

B-7 1(1,6%) 2(11,1%)

C-1 2(3,3%) 0(0%)

C-2 6(9,8%) 3(16,7%)

C-6 1(1,6%) 0(0%)

D 10 (16,4%) 2(11,1%)

F-40 30 (49,2%) 7 (38,9%)

F-41 6(9,8%) 2(11,1%)

https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0183196.1003

children, with GILP7-GIL6 being the most detected. HAstV genotype 1 was the most frequent
both in HIV-1 seropositive and HIV-1 seronegative subjects. In HIV-1 seronegative patients,
HAstV 2 was the second most detected virus followed by HAstV3, HBoV genotype 1 was the
most prevalent in both groups and genotype 2 the second most detected in HIV-1 seropositive
children. Among HAdV positive patients, non-enteric species (A, B, C or D) were detected fre-
quently in diarrheic feces from HIV-1 seropositive (25/61 [41%]) and HIV-1-seronegative
(9/18 [50%]) children. HAdV D was the second most detected among HIV-1 seropositive chil-
dren losing only to HAdV- F40. Concerning enteric HAAV types, F40 was detected more fre-
quently than F41 in both groups. All not typed samples presented low viral load by gPCR and
failed to attempt genotyping by PCR.

Multiple viral agents infecting HIV-1 seropositive and HIV-1 seronegative
children

As presented in Table 4, 33/200 (16.5%) HIV-1 seropositive patients were excreting more than
one enteric virus in fecal samples. In this group, co-infections with three enteric viruses, such
as NoV, HBoV and HAdV (n = 2) and NoV, HAstV and HAdV (n = 2) were identified. The
rate of infection with more than one virus was 17/125 (13.6%) in the HIV-1 seronegative
group, triple infection (NoV + HAstV + HBoV) being observed in only one patient.

Viral load of enteric viruses in HIV-1 seropositive and HIV-1
seronegative children

As demonstrated in Fig 1, the median viral load of HAstV in feces was significantly higher
among HIV-1 seropositive children compared to HIV-1 seronegative children (p = 0.012).
Concerning children infected with RVA, NoV, HBoV and HAAV, no statistically significant
differences were observed in the medians of viral loads in feces when compating HIV-1
seropositive and HIV-1 seronegative children. Comparing viral loads of distinct enteric
viruses in HIV-1 seronegative patients, it was observed that RVA presented the higher median
(5.81 [IQR = 5.53-6.62] log10 copies/g). In this group, median viral load in feces for NoV,
HAstV, HBoV and HAAV reached 2.72 (IQR = 0.69-3.51), 1.29 (IQR = 1.17-4.99), 4.72
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Table 4. Detection of multiple enteric viruses in fecal samples from 123 HIV-1 seropositive children (n = 200 fecal samples) and 125 HIV-1 seroneg-

ative children ((n = 125 fecal samples) hospitalized with diarrheal diseases in Rio de Janeiro, Brazil.

No. of Virus combination in fecal Fecal samples from 123 HIV-1 seropositive Fecal samples from 125 HIV-1 seronegative
viruses samples children children
(n = 200 samples) (n =125 samples)
Two HAstV + HBoV 1(0.5%) 1(0.8%)
HAstV + HAdV 4 (2%) 3(2.4%)
HBoV + HAdV 6 (3%) 0(0%)
NoV + HAstV 0(0%) 1(0.8%)
NoV +HBoV 5(2.5%) 1 (0.8%)
NoV +HAdV 6 (3%) 2(1.6%)
RVA + HAstV 0(0%) 4(3.2%)
RVA + HBoV 3(1.5%) 1(0.8%)
RVA + HAdV 1(0.5%) 2(1.6%)
RVA + NoV 2(1%) 1(0.8%)
Total no. of double infections (%) 28 (14%) 16 (12.8%)
Three
HAstV + HBoV + HAdV 1(0.5%) 0(0%)
NoV + HAstV + HBoV 0(0%) 1(0.8%)
NoV + HAstV + HAdV 2 (1%) 0(0%)
NoV + HBoV + HAdV 2 (1%) 0(0%)
Total no. of triple infections (%) 5 (2,5%) 1(0.8%)

Rotavirus A (RVA), norovirus (NoV), human adenovirus (HAdV), human astrovirus (HAstV) and human bocavirus (HBoV);

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0183196.1004

(IQR = 3.07-4.72), and 3.23 (IQR = 2.27-3.90) log10 copies/g, respectively. RVA also pre-
sented the higher median viral load among HIV-1 seropositive children: 6.08 (IQR = 3.36-
7.17) logl0 copies/g. Among HIV-1 seropositive patients, viral loads in feces were as follows:
NoV, 3.36 (IQR = 2.54-4.99), HAstV, 5.26 (4.18-7.43), HBoV, 3.09 (2-4.31), HAdV, 3.63
(2.27-4.72) log10 copies/g. In HIV-1-seropositive patients, median viral loads of enteric (types
F-40 and F-41) and non-enteric (types A-12, A-31, B-3, B-7, C-1,C-2, C-6, and D) HAdV
were similar (3.63 [IQR = 2.73-4.53) vs. 3.24 [IQR = 2-5.28], p = 0.210) (not shown).
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Fig 1. Fecal viral loads of enteric viruses in HIV-1 seropositive and seronegative children
hospitalizaded with diarrheal diseases in Rio de Janeiro, Brazil.

https.//doi.org/10.1371/jounal.pone.0183196.0001
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Table 5. Rate of detection and fecal viral load of different enteric virus in fecal samples obtained from HIV-1 seropositive children by level of CD4*

T lymphocyte count in Rio de Janeiro, Brazil.

CD4 T lymphocytes <200 cells/mn?® | CD4 T lymphocytes > 200 cells/mm® | P-value
(n = 49 fecal samples) (n =72 fecal samples)

Group A rotavirus
Rate of detection; No. Positive / No. tested (% positive) 4(8.2%) 3(4.2%) 0.4397
Median viral load in log10 copies/g (IQR) 6.62 (5.81-7.30) 6.08 (3.63-7.16) 0.471°
Norovirus
Rate of detection; No. Positive / No. tested (% positive) 18 (36.7%) 8(11.1%) 0.001%
Median viral load in log10 copies/g (IQR) 3.90 (2.54-4.99) 2.82(1.72-5.26) 0.367°
Human astrovirus
Rate of detection; No. Positive / No. tested (% positive) 0(0%) 4(5.6%) 0.146%
Median viral load in log10 copies/g (IQR) - 4.72(3.23-6.62)
Human bocavirus
Rate of detection; No. Positive / No. tested (% positive) 12 (24.5%) 7(9.7%) 0.041%
Median viral load in log10 copies/g (IQR) 3.09 (2.27-4.18) 2.82(1.46-5.53) 0.831°
Human adenovirus
Rate of detection; No. Positive / No. tested (% positive) 13 (26.5%) 26 (36.1%) 0.321%
Median viral load in log10 copies/g (IQR) 3.36 (1.73-4.36) 4.01(3.27-4.89) 0.189°

®Fisher‘s exact test
"KruskakWallis test

https.//doi.org/10.1371/journal.pone.0183196.t005

Frequency of infection with enteric viruses and viral loads by level of
CD4* T lymphocyte count

From 200 HIV-1 seropositive, DD-related hospitalizations, we could assess CD4" T lympho-
cyte count in 121 children. From these, 49 had <200 cells/mm”® and 72 presented a count
>200 cells/mm’. It was examined whether among HIV-1 seropositive children, those with a
CD4* T lymphocyte count below 200 cells/mm” had a different enteric virus profile than chil-
dren with a count above 200 cells/mm?’. Similar detection rates were observed for RVA,
HAstV and HAAV, whilst NoV and HBoV were significantly more frequent among children
exhibiting a CD4" T lymphocyte count below 200 cells/mm’.
Differences in viral loads in both groups were not statically significant for distinct viruses

(Table 5).

Discussion

The present study explores the diversity of viral agents in HIV-1 seropositive patients hospital-
ized with DD, comparing their etiological profile with a group of HIV-1 seronegative children.
In this sense, the initial findings were significantly higher NoV, HBoV and HAdV detection
rates in the HIV-1 seropositive group. RVA and HAstV were more frequent among HIV-1
seronegative children. In the present study, the opportunistic character of NoV may be evi-
denced by the fact that, among HIV-1 seropositive children, its positivity rate was more than 3
times higher among patients with CD4 T lymphocyte counts <200 cells/mm3. Despite viral
loads being higher among HIV-1 seropositive children, and particularly among those more
severely immunocompromised, differences were not statistically significant. In Brazil, NoV
has been associated with DD in HIV-1 positive patients [29].
Our results confirm the detection of different genotypes in this group as well as demon-
strating the high genetic diversity among HIV-1 seropositive children. Recombinant NoV
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circulation has been observed when the combined characterization of both regions of the poly-
merase and capsid are used. Using both regions we characterized recombinant strains (GIL.Pa-
GIL3, GILP12-GII10 and GILP7-GIL6) for the first time in HIV-1 seropositive children in
Brazil. The high genetic diversity of NoV has been described among HIV-1 seronegative indi-
viduals [51]. Our data reaffirm that NoV is an important agent of DD in HIV-1 seropositive
children in Brazil. NoV has been associated with DD in HIV positive patients, and in some
studies it has been detected more frequently in this group, as demonstrated in Tanzania [52].
The importance of NoV as a cause of hospitalization and DD-associated death in HIV-1 sero-
positive children was also demonstrated in South Africa [53]. In Venezuela it was observed
that NoV excretion is significantly more frequent in HIV-1 seropositive children, regardless of
whether or not they are suffering from DD [34]. Frequent NoV infection in HIV-1 seroposi-
tive children with and without DD has also been reported in Kenya in a study that points to
the high genetic diversity of NoV in HIV-1 seropositive children [54].

The present study suggests that HBoV is excreted more frequently in HIV-1 seropositive
children than in HIV-1 seronegative children. Cases of HBoV co-infections with other enteric
viral agents were common and the most frequent HBoV genotypes identified were 1, 2 and 3.
Interestingly, among HIV-1 seropositive children HBoV, like NoV, was significantly more fre-
quent in the group with CD4 T lymphocyte counts <200 cells/mm3.HBoV is an emerging
pathogen, considered as a potential DD agent. Its clinical and epidemiological importance as a
DD agent has not yet been fully clarified. HBoV has been identified in respiratory secretion of
HIV-1 seropositive and HIV-1 seronegative patients with acute respiratory infections [55, 56]
and in the feces of HIV-1 seropositive patients in Brazil [35, 57]. Additional studies should be
performed to more accurately characterize the role of HBoV as an opportunistic agent in
immunocompromised children.

This study demonstrated that HAAV is detected more frequently in HIV-1 seropositive
than in HIV-1 seronegative patients and therefore presents an opportunistic behavior. Studies
from Brazil report HAdV excretion by HIV-1 seropositive children with and without DD [58].
HAdV is a common cause of pediatric DD, also causing respiratory infections. In immuno-
compromised patients, other infections, especially CMV, may coexist with HAdV. HAdV
associated colitis is a clinical entity characterized by persistent diarrhea described in HIV-1
seropositive patients in the pre-HAART era [26, 27, 59]. For the first time in Brazil, we are
reporting enteric HAAV in HIV-1 seropositive patients. In this study, the enteric HAAV type
F-40 was detected in almost one-half of HAdV-1 positive fecal samples. However, a great
diversity of types was observed, some not commonly associated with DD. Similar viral loads of
enteric and non-enteric HAdV were observed, suggesting comparable replication intensity in
the digestive tract. Among HIV-1 seropositive children, HAdV was detected with similar fre-
quency and viral load among patients with CD4" T lymphocyte counts bellow and above <200
cells/mm3.

Results from this study suggest that RVA is a pathogen related neither to HIV-infection,
nor to immunodeficiency. RVA is actually a significantly more common pathogen in children
with DD hospitalized in a general pediatric hospital with no underlying diseases or complex
co-morbidities such as AIDS, as demonstrated in Tanzania [33]. Nevertheless, RVA is also
detected in HIV-positive children, particularly among those younger than 24 months. RVA
genotype distribution was similar, with predominance of G1P[8] and G9P[8] both in HIV-1
seropositive and HIV-1 seronegative children. RVA is a common cause of DD in pediatric
patients, worldwide. In the last decade, its detection rate in children with DD has been reduced
due to vaccination with monovalent and pentavalent vaccines in countries such as Brazil,
where universal vaccination with the monovalent vaccine has been implemented in 2006 [6].
Therefore, in this study, children recruited until 2006 were not vaccinated with the monovalent
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rotavirus vaccine. The monovalent rotavirus vaccine is not indicated for immunocompro-
mised HIV-1 seropositive children (CD4" T lymphocyte counts <200 cells/mm?). From 2006
to 2010, vaccine coverage ranged from 70% a 90% in Rio de Janeiro, for the cohort of children
born after March 2006.

HASstV was also more frequent among HIV-1 seronegative children. Despite this, viral load
was significantly higher among HIV-1 seropositive children when infected by HAstV, regard-
less of CD4" T lymphocyte count. HAstV has been detected in HIV-1 seropositive children
[31], but its importance as a DD agent in this group has not been established.

Data from this study demonstrate that viral agents are often found in HIV-1 seropositive
children hospitalized with DD. As a limitation of this study we highlight the fact of having ana-
lyzed children with severe forms of DD, which motivated the hospitalizations, providing an
etiological profile of the viral agents in this segment of patients. However, the circulation of
enteric viruses in asymptomatic children has been reported, which is important to the DD
dynamic of transmission. Thus, enteric viruses should be considered an important cause of
DD in this group, along with pathogens more classically associated with intestinal infections in
immunocompromised hosts. Management of hospitalized HIV-1 seropositive children with
DD should consider enteric viral agents.
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4.3 Artigo 3- Recurrent infections with human adenoviruses in HIV-1

seropositive children with diarrheal disease in Brazil.

Os resultados apresentados neste manuscrito sao referentes ao objetivo especifico:

5. Avaliar a infec¢éo recorrente, caracterizar o genotipo e a carga viral do HAdV

em criancgas HIV-1 soropositivas hospitalizadas e com DD entre 1997 e 2010.

Situacdo do manuscrito: Artigo submetido a revista cientifica- Jornal de Pediatria

Referéncia: Portes SA, de Mello Volotao E, Rose TL, Rocha MS, Trindade Pinheiro
Xavier Mda P, de Assis RM, Fialho AM, Rocha MS, Miagostovich MP, Gagliardi Leite
JP, Carvalho-Costa FA. Aichi Virus Positivity in HIV-1 Seropositive Children

Hospitalized with Diarrheal Disease.
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Abstract

Objective: This study aimed to evaluate recurrent human adenoviruses (HAdV)
infection in HIV-1 seropositive children hospitalized due to diarrheal disease

(DD).

Methods: We studied a cohort of 123 children aged 1 to 168 months. A total of
253 fecal samples were collected from 1997 to 2010. Recurrent HAdV infection
in the gastrointestinal tract was determined by two positive fecal samples
collected within a 30 days interval, HAdVs were detected, quantified and typed

using PCR, gPCR and nucleotide sequencing, respectively.

Results: Recurrent HAdV infection was detected in 11 children. Nine children
were at infected with HAdV F40. HAdV F41 was detected in two patients. HAdV
D, C2, A12 and B3 were identified in three, two, one and one children,
respectively. Mean HAdV fecal viral loads (+ standard deviation) in children with
CD4* T lymphocyte counts < 200 cells/mm? and = 200 cells/mm?® were 4.2 +
1.70 and 4.0 £ 1.11 log10 copies/g (p=0.746). Fecal viral loads were
significantly higher in the first HAdV infection (mean = 4.51 £ 0.51 log10
copies/g) when compared to the second (mean = 2.80 £ 0.44 log10 copies/g)
and the third (mean = 2.54 £ 0.63 log10 copies/g), p = 0.021 and p = 0.034,

respectively (Student’s t-test).

Conclusions: The present study points to the need for further investigation of
intestinal infections by HAdV in children with persistent and chronic diarrhea

associated with HIVV-1 infection.
Keywords

Human adenoviruses-HAdV; HIV-1seropositve children; Diarrheal disease
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INTRODUCTION

Human adenoviruses (HAdVs) are non-enveloped double stranded DNA
viruses belonging to the family Adenoviridae. HAdVs are genetically diverse
agents classified into serotypes belonging to seven species (A-G) with a total of

78 types reported’.

HAdVs are etiological agents of diarrheal diseases (HAdV F40 and F41,
and G52), respiratory infections (mainly species HAdY B and C), and
conjunctivitis (HAdV B and D). More recently, infection with HAdVs A31, C5,
D9, D36 and D37 were supposed to be a risk factor to obesity?*. HAdVs F40
and F41 are recognized as enteric HAdVs and represent common cause of
outbreaks and sporadic cases of diarrheal diseases (DD). Less frequently, non-
enteric HAdVs (species A, B, C, G, and D) can be detected in fecal samples of

patients with DD4.5.

After acute infection, HAdVs can persist chronically in tonsillar and
adenoidal T lymphocytes, as well as in T lymphocytes of the intestinal tract, and
reactivated following immunosuppression®t. HAdV associated colitis is defined
by persistent diarrhea described in HIV-1 seropositive patients, mainly during
pre-highly active antiretroviral therapy (HAART) era. Additionally, HAdV can be
associated with cytomegalovirus (CMV), causing chronic diarrhea®1! in those
patients. Chronic shedding of HAdV was demonstrated in pediatric patients
undergoing allogeneic haematopoietic stem cell transplantation and HAdV

reactivation seems to be preceded by viral proliferation in the gut’2.
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This study aimed to evaluate recurrent HAdV infection in HIV-1
seropositive children hospitalized in a public hospital due to DD, from 1997 to

2010 in the city of Rio de Janeiro, Brazil.
PATIENTS AND METHODS
Study design and setting.

This is a case series study. Cases belong to a cohort of HIV-1
seropositive children hospitalized with DD in Hospital Municipal Jesus (HMJ), a
state tertiary pediatric hospital in Rio de Janeiro, Brazil, that provides
specialized care to HIV-1 infected children. This cohort included 123 HIV-1
seropositive children aged 1 to 168 months, from whom 253 fecal samples were
collected from January 1997 to December 2010, in order to assess the
etiological profile of diarrheal diseases. This study was approved by the Ethical

Research Committee of Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) (311/2006).

Recurrent HAdV infection in the gastrointestinal tract was determined by
two positive fecal samples collected within at least a 30 days interval. Using
these criteria, 11 pediatric patients were identified as cases, i.e. they presented
repeated infections with HAdV in the context of prolonged hospitalizations due

to diarrhea.
Detection, quantification and characterization of HAdV in fecal samples

Stool samples were sent from HMJ to the Rotavirus Regional Reference
Laboratory/Laboratory of Comparative and Environmental Virology
(LRRR/LVCA), FIOCRUZ. Viral nucleic acids were extracted from 10% (v/v)
fecal suspensions in Tris-Ca** buffer (pH 7.2), using the QIAmp® viral RNA Mini

kit (Qiagen®, Valencia, CA, USA). Nucleic acids were analyzed for HAdV using
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qualitative PCR™. Quantitative PCR (TagMan® real-time PCR, qPCR) was also

performed, targeting the conserved region of HAdVY hexon'4.

Amplicons (301 bp) were purified using QIAmp® PCR Purification Kit
(Qiagen®, CA, USA) and then subjected to sequencing. Both DNA strands in
PCR amplicons were sequenced using ABI Prism 3100 Genetic Analyzer with
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1%® (Applied Biosystem®, CA,
USA). Centri-Sep columns (Princeton Separations, CA, USA) were used to
purify sequenced reaction products prior to analysis in the genetic analyzer.
Sequences were edited and aligned using BioEdit Sequence Alignment Editor
Program (Hall, 1999) and subsequently compared to those available in

GenBank database using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

The nucleotide sequences are listed in the GenBank database under the
accession numbers: KY910902, MF177734, MF156867, KY910903, KY910906,
MF177723, KY910907, KY910908, MF156868, KY910910, MF1568689,
KY910913, KY910914, KY910916, KY910918, KY910922, KY910923,
KY910926, KY910927, KY910929, MF177733, MF177750, MF177737,

MF177739, MF177740, MF156873, MF177743, KY910933.
RESULTS

Recurrent HAdV infection was detected in 11 children, from which 30
HAdV-positive samples were obtained. Table 1 summarizes clinical-
epidemiological information of patients. From 11 patients, five presented two
HAdV-positive samples, four presented three positive samples and two
presented four HAdV-positive fecal samples. Time interval between collections

of HAdV-positive samples ranged from one to 97 months.
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Nine children were infected with HAdV F40. HAdV F41 was detected in
two patients. HAdV D, C2, A12 and B3 were identified in three, two, one and
one children, respectively. In six children, the same species/type was detected
in distinct HAdV-positive children; five patients carried different species/types at
different times. Eight children presented CD4® T lymphocyte counts >200

cells/mm?3.

Mean HAdV fecal viral loads (+ standard deviation) in children with CD4*
T lymphocyte counts < 200 cells/mm? and = 200 cells/mm?® were 4.2 £ 1.70 and
40 = 1.11 log10 copies/g (p=0.746). A child showing persistent HAdV-D
detection presented high HAdV-viral load and CD4* T lymphocyte counts < 100

cells/mm?3. Non-enteric HAdVs presented low viral load except for A12.

Evolution of HAdV viral loads at different times is depicted in Figure 1.
Fecal viral loads were significantly higher in the first HAdV infection (mean =
4.51 £ 0.51 log10 copies/g) when compared to the second (mean = 2.80 + 0.44
log10 copies/g) and the third (mean = 2.54 £ 0.63 log10 copies/g), p = 0.021

and p = 0.034, respectively (Student’s t-test).
DISCUSSION

This study demonstrates that HAdV may be associated with chronic and
persistent diarrhea in HIV-1 seropositive children. In this sense, it was
demonstrated that in a part of the studied children, diarrheic fecal samples
collected at variable intervals during prolonged hospitalizations are repeatedly

positive for HAdV.

Episodes of diarrhea are one of the major complications in the course of

HIV-1 infection. Diarrhea in patients with AIDS is associated with weight loss,
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malnutrition and progressive impairment of their general health condition,
contributing to cachexia and death, especially in pre-HAART era. In HIV-1
seropositive patients, diarrhea is often caused by opportunistic agents such as
microsporidia and Cryptosporidium sp'?, as well as CMV and other agents such
as Herpes simplex virus, Histoplasma capsulatum and Mycobacterium avium-

intracellulare.

Our study demonstrated that in the majority of children with persistent
infection, enteric species/types (F40 and F41) were the most frequently
identified. However, some diversity could be observed with detection of non-
enteric species such as A12, B3, C2 and D. HAdV Species not usually
associated with DD are observed in children with diarrhea in Brazil and in other
countries*1%. HAdV has been described as an opportunistic agent, causing
diarrhea in patients with AIDS. Studies from Brazil report that HAdV is excreted
asymptomatically by HIV-1seropositive children'”. HAdV is also a very important
pathogen in children receiving stem cells and solid organ transplantation, which
demonstrates its importance in immunosuppressed patients’®?'. Recent
studies have demonstrated sites of latent infection by HAdY, from which there
may be dissemination in cases of immunosuppression®72', It is shown that the

lymphoid tissue of the gut can maintain the infection for prolonged periods?'.

We observed that viral loads of initially detected infections were
significantly higher than those of subsequent infections, suggesting activation of
immune mechanisms at the intestine level, able to reduce the viral load in the
course of recurrent infections. Interestingly, we did not observe differences in

viral loads of HAdV in children with different degrees of immunocompromising,
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as assessed by CD4* T lymphocyte counts, except for the child with persistent

HAdV D detection.

The present study points for further investigation of intestinal infections
by HAdV in children with persistent and chronic diarrhea associated with HIV-1
infection. It should be taken into account that there are protocols for treatment
of severe and life-threatening HAdV infections especially in transplant
recipients, with Cidofovir being the most commonly used drug??. The use of this
drug should be considered in persistent diarrhea in HIV-1 seropositive patients

in whom HAdV infection is detected.
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Table 1. Clinical and epidemiological information and species/types distribution of 11 HIV-1 seropositive children hospitalized with
diarrheal diseases and recurrent human adenovirus infection

Patient  Ageinwhich HAdV ~ Sex  Sequential HAdV speciesitypes identified Antiretroviral therapy Sequential HIV-1 viral load Sequential CD4 T
infection was (HAdV viral load- log10 copies/g) (log10 copies/mL) lymphocyte count
detected (months) (cells/mL)
1 16-113 F F40(5.5) - F40(3,6) 3TC + DAT + RTV/ AZT + 3TC NA - 4.1 NA - 986
+NFV
2 84-102-114-168 M D(3.9) - C2(1.4) - F40 (4.7)- D(4.7) 3TC + D4T + NFV 5.1-NA-NA-NA-NA  290-NA-NA-NA
3 41-45 M F40(5.8) - F40(4.3) AZT + 3TC + NFV/ AZT + 3TC 45-31 1330 -652
+NFV + 5AQ
4 36-66-108 F F41(4.1)-F41(3.7)-F41(2.2) AZT + DDI 41-44-42 NA -850 -900
5 37-44-48 M F40(2.4) - F40(5.2) - F40(3.5) DAT + NVF + NFV / 3TC + DAT NA-58-60 NA - 5-600
+NFV + NVP
6 16-136 F C2(1.7)- F40(3.3) AZT + DDI/ AZT +3TC NA - NA 2460 - NA
7 17-28-59 F F40(2.2) - F41(1.2)- D(5.2) AZT + DDI/ DAT + NVP + RTV NA-54-46 MNA-NA- 1615
8 73-75-76-78 F F40(3.5) - F40(2.2) - F40(2.8) - F40(2.4)  3TC + DAT + SAQ/ AZT + 3TC 43-56-48-42 19-13-101-NA
+RTV/DAT + APV + EFV / 3TC
+D4T + RTV
9 71-91 M F40(3.1)- B3(2.5) AZT + 3TC/ 3TC + LPV-RTV + 40-44 52 -330
NVP
10 28-36 F F40(3.6) - A12(4.8) AZT + DDI ND-52 NA - 860
11 155 - 156 F D(4.5) - D(5.8) AZT + APV + ABC 54-56 100 - 30

Human adenovirus (HAdV); HIV-1= Human immunodeficiency virus type 1;

3TC = Lamivudine, D4T = Stavudine, RTV = Ritonavir, SAQ= Saquinavir, AZT = Zidovudine, LPV = Lopinavir, NFV = Nelfinavir, ABC = Abacavir, DDI = Didanosine, TDF =

Tenofovir. EFV = Efavirenz. Neviranine=NVP. Amorenavir=AVP: NA=not assessed
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Figure 1. Sequential evolution of human adenovirus viral load in HIV-1 seropositive
children hospitalized with diarrheal diseases, from 1997-2010, in a Public hospital in
Rio de Janeiro, Brazil.
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4.4 Artigo 4- A non-enteric adenovirus A12 gastroenteritis outbreak in Rio de

Janeiro, Brazil

Os resultados apresentados neste manuscrito sao referentes ao objetivo especifico:

6. Investigar a etiologia viral desconhecida de um surto de DD na cidade do Rio

de Janeiro em 2013 e realizar a genotipagem do virus identificado.

Situacdo do manuscrito: Artigo publicado na revista cientifica- Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz

Referéncia: Portes SA, Volotdo Ede M, Rocha MS, Rebelo MC, Xavier MP, Assis RM,
Rose TL, Miagostovich MP, Leite JP, Carvalho-Costa FA. Mem Inst Oswaldo Cruz.
2016;111(6):403-6. doi: 10.1590/0074-02760160030.
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A non-enteric adenovirus A12 gastroenteritis
outbreak in Rio de Janeiro, Brazil

Silvana Augusta Rodrigues Portes', Eduardo de Mello Volotao', Monica Simées Rocha',
Maria Cristina Rebelo?, Maria da Penha Trindade Pinheiro Xavier',
Rosane Maria de Assis', Tatiana Lundgren Rose', Marize Pereira Miagostovich',
José Paulo Gagliardi Leite', Filipe Anibal Carvalho-Costa'3/*

"Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz, Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental, Rio de Janeiro, R], Brasil
?Laboratério Central de Satde Pablica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil
*Fundagdo Oswaldo Cruz, Escritério Técnico Regional Fiocruz Piaui, Teresina, Pl, Brasil

A gastroenteritis outbreak that occurred in 2013 in a low-income community in Rio de Janeiro was investigated
for the presence of enteric viruses, including species A rotavirus (RVA), norovirus (NoV), astrovirus (HAstV), boca-
virus (HBoV), aichivirus (4iV), and adenovirus (HAAV). Five of nine stool samples (83%) from patients were positive
Jor HAdV, and no other enteric viruses were detected. Polymerase chain reaction produicts were sequenced and sub-
Jected to phylogenetic analysis, which revealed four strains and one strain of non-enteric HAdV-A12 and HAdV-F41,
respectively. The HAdV-A12 nucleotide sequences shared 100% nucleotide similarity. Viral load was assessed using
a TagMan real-time PCR assay. Stool samples that were positive for HAdV-A12 had high viral loads (mean 1.9 X 107
DNA copies/g stool). All four patients with HAdV-A12 were < 25 months of age and had symptoms of fever and diar-
rhoea. Evaluation of enteric virus outbreaks allows the characterisation of novel or unigue diarrhoea-associated
viruses in regions where RVA vaccination is routinely performed.

Key words: gastroenteritis - adenovirus - quantitative polymerase chain reaction

Acute gastroenteritis (AGE) is a common cause of
morbidity and mortality in children < 5 years of age in
developing countries. Worldwide, the most common vi-
ruses responsible for AGE are rotavirus A (RVA), norovi-
rus (NoV). adenovirus (HAdV) and astrovirus (HAstV)
(Corcoran et al. 2014). Recently, newly identified viruses,
such as bocavirus (HBoV) and aichivirus (A1V), were as-
sociated with AGE: however. further studies are required
to demonstrate the relative efficiency of these viruses as
aetiologic agents of AGE (Portes et al. 2015).

HAdVs are non-enveloped double stranded DNA virus-
es belonging to the family 4Adenoviridae. These viruses are
associated with several pathologies. including respiratory
infections, conjunctivitis and AGE. More than 50 HAdV
types exist and are categorised into seven groups (A-G).
HAdVs are associated with outbreaks and sporadic cases
of AGE in children and adults. especially enteric viruses
F40 and F41 (Lee et al. 2012). Non-enteric HAAVs are less
frequently associated with AGE (Moyo et al. 2014).

Brazil introduced universal RVA vaccination in
2006, which significantly reduced the prevalence of
RVA infection in children with AGE (Carvalho-Cos-
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ta et al. 2011). Although effective in the prevention of
RVA infection. the vaccine does not prevent infection
due to other viral or bacterial agents. Furthermore, the
RVA vaccine elicits greater protection from infection
by Wa-like RVA strains than infection by other strains.
Enhanced AGE surveillance is required to identify viral
aetiological agents that are less frequently reported. es-
pecially with respect to AGE outbreaks. Recent evidence
from laboratory - and hospital-based viral AGE surveil-
lance has shown an increased prevalence of NoV. HAstV
and HAdV (Ferreira et al. 2012, de Andrade et al. 2014).

In this study. we characterised the viral agents
associated with an outbreak of AGE that occurred in
Rio de Janeiro, Brazil.

In March of 2013, the Surveillance Epidemiology
System was informed of an AGE outbreak that affected
19 individuals in a low-income community in the Ban-
gu neighbourhood of the municipality of Rio de Janei-
ro. in the state of Rio de Janeiro. Brazil. The outbreak
was isolated, affecting people living in close proximity,
and lasted less than 10 days. Ten faecal samples were
collected from nine patients (six male and three female)
who were receiving health care in a local public medical
centre (Table). Health authorities from Rio de Janeiro
collected single faecal samples on the third or fourth day
following the onset of symptoms, except for one patient,
from whom two samples were collected. The faecal sam-
ples were then sent to the Rotavirus Regional Reference
Laboratory/Laboratory of Comparative and Environ-
mental Virology (LRRR/LVCA), FIOCRUZ. for anal-
ysis for enteric viruses. All samples were negative for
bacterial and protozoal agents. as determined previously
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TABLE

Epidemiological and clinical characteristics of the patients analysed for the presence of
enteric viruses associated with a gastroenteritis outbreak in Rio de Janeiro, Brazil. 2013

Patient Age Gender Symptoms Days of diarthea PCR for HAdV® Type ¢PCRHAJV (Virus concentration)®
I# 6 months  Male Fever/diarrhea 03/04 HAAV Al2 22X10728X 107

2 8 months  Male Fever/diarrhea 04 HAAV Al2 1.1 X107

3 18 months  Male Diarrhea 03 HAAV F41 14X 10°

4 22 months  Male Fever/diarrhea 04 HAAV Al2 42X 108

5 23 months Female Diarrhea 03 ND ND ND

6 25months Female Fever/vomit/diarrhea 03 HAdV Al2 32X 107

7 30 months  Male Fever/diarrhea 04 ND ND ND

8 31 years  Male Diarrhea 03 ND ND ND

9 53 years Female Diarrhea 04 ND ND ND

*patient 1: two samples were collected on differents days: "all samples were tested for rotavirus (RVA), norovirus (NoV), human
adenovirus (HAdV). human astrovirus (HAstV), human bocavirus (HBoV) and Aichi virus (A1V): “DNA copies/g stool, PCR =
(PCR+: ND = not detected.

JNBELTOS 1 /HALVF 41/RN2010-595 T
INES4TO3.1/HALVF 41/R 12009497
JNES4TO6.1/HAQVF 41/RN2010-618
ABB10527 A/HAQV-F41/D31
ABT28839 //HAJV-F 41/5aP 3-3F
KF 303089, 17HAGV F4 1N Y/2010/4849
KF 303070, 11HAGY F4 1N Y/2010/4845 F
KF303071.1/HAGY F41/10-4851
@ K11 099405 1/HAQVF 41/R1/2013-22188
5 DQ315364. 2/H AdV-F 81/ Tak

58 1X51783.1/HAGV-F 41
XE1782.1/HADV-F40
= _§§|A833U121‘14’HAN-F40

25 — AF161561.1/HADVDS
—{__AF16156¢.1!HAW-013 ]D
L) a7 ——J01817. /HAGV-IC2 c

sl AY338865.1MHAdVLS :I

% AF1615T4. IHADV-B35

{ljmrsowy.wmw-m ]B
— » AF161569 1/HAGV.E & JE
= DQ 149611 1/HAIV-A31 T
LABHI}UWJ#HAW#\W

KJ4251 44, UHAGV-212
] KJ425133 1/HAIV-A12/C abes
H Q288779 1/HAAV-A12/M 778
5| | H Q2587 80. 1/H AdV-A1Z/M-551
XTI4BT. VHAV-A12 A
@ KN 095402 VHACY-A12/RI/2013-22183
6| e KM 099403 WVHAIV-A12/RI/2013-22185
@ K11 099405 1/ HALV-A12/R1/2013-22184
W KM 099406 1HAV-A12/RI2013-22188
@ KM 099407 VHACY-A12/RI2013-22180
AB330093. 1/H AdV-A12/Huie

AB026117.1/Porcine_Ad V-3

0.02

Phylogenetic analysis of human adenovirus based on a partial nucleotide sequence (301 bp) of the Hexon region of the structural gene. Neigh-
bour-joining dendrograms were constructed with the MEGA 5 program. The studied samples are indicated, as well as the GenBank accession
numbers and countries of origin. Bootstrap values are above 70%, as estumated with 1,000 pseudoreplicate data sets at each node.
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by the Central Public Health Laboratory (LACEN). This
study is part of a larger project, which was approved by
the Ethical Research Committee of the Oswaldo Cruz
Foundation (FIOCRUZ) (311/2006), with the primary
goal of identifying the aetiological agents of viral AGE
outbreaks that were referred to the reference centre for
analysis. RVA infection was determined by enzyme im-
munoassay [EIA. Premier Rotaclone®, Meridian Biosci-
ence, Inc. (Cincinnati, Ohio, USA); Ridascreen®. R-Bi-
opharm (Darmstadt. Hesse, Germany)] according to the
manufacturer’s protocol. For all other viruses. viral nu-
cleic acids were extracted from 10% (v/v) faecal suspen-
sions in Tris-Ca> buffer (pH 7.2), using the QIAmp®
viral RNA Mini kit (QIAGEN®. Valencia. CA. USA).
Extracted nucleic acids were analysed for the presence
of NoV, HAstV. HAdV, HBoV and AiV using conven-
tional and qualitative polymerase chain reaction (PCR),
as described previously (Yamashita et al. 2000, Allard et
al. 2001, Kapoor et al. 2010, Ferreira et al. 2012). Quan-
titative PCR (TagMan® real-time PCR. qPCR) targeting
the conserved region of the HAAV hexon (Hernroth et
al. 2002) was also performed. HAAV PCR amplicons
301 bp) were purified using the QIAmp® PCR Purifi-
cation Kit (QIAGEN. CA. USA) and then subjected to
sequencing. Both strands of DNA in PCR amplicons
were sequenced using an ABI Prism 3100 Genetic Ana-
lyzer with the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
v.3.1 (Applied Biosystem. CA. USA). Centri-Sep col-
umns (Princeton Separations, CA, USA) were used to
purify sequencing reaction products prior to analysis in
the genetic analyser. A neighbour-joining phylogenetic
tree was constructed from the sequences using MEGA
5 software: 1.000 pseudo replicate data sets were used
to achieve a Bootstrap value above 70%. The nucleotide
sequences reported in this study are listed in the Gen-
Bank database under the accession numbers KM099402
- KM099407. Although non-enteric HAdVs are not rou-
tinely screened by RRRL-LVCA. nucleotide sequence
analysis can be used to identify these viruses in stool
samples from patients with diarrhoea.

All 10 faecal samples were negative for RVA, NoV.
HAstV. A1V and HBoV. Six (60%) faecal samples from
five patients (including two samples from patient 1) were
positive for HAdV by PCR. HAdV-positive individu-
als (four male and one female) ranged in age from six-25
months (mean age 16 months). Clinical symptoms included
fever (4/5). diarrhoea (5/5), and vomiting (1/5). No viruses
were detected in any of the adult patients or in one child,
in whom diarrhoea was the sole clinical manifestation. as
presented in the Table. Unfortunately. no information about
the children’s RVA vaccination status was available.

Viral loads of HAdV Al2-positive samples. as de-
termined by qPCR. ranged from 4.2 X 10° to 3.2 X 107
DNA copies/g stool (mean 1.9 X 107). HAdV Al2-posi-
tive samples had greater viral loads than F41 (1.4 X 10°
DNA copies/g stool) (Table).

HAAV sequences were subjected to genetic charac-
terisation. as well as relationship assessment determined
by comparisons of nucleotide sequences both among the
sequences obtained in this study and the available ref-
erence strains in the GenBank database. Five of the six

HAdV-positive samples were characterised as non-enteric
HAdJV Al2. with 100% nucleotide identity among these
sequences and others from Japan (AB330093.1). India
(HQ268779.1 and HQ268780.1) and Gabon (KJ425133.1).

One sequence was characterised as enteric HAAV
F41. which is highly similar (98.6% to 100% nucleotide
identity) to strains from Japan (AB728839.1). Brazil
(IN654703.1. IN654705.1 and TN654706.1) and the USA
(KF303069.1, KF303070.1 and KF303071.1) (Figure).

HAdVs were the sole actiological agents detected in
an AGE outbreak in a low-income community in Rio de
Janeiro. The non-enteric HAJV A12 was for the first time
associated with an AGE outbreak in Brazil. Detection of
this type of adenovirus has been reported previously in
children with diarrhoea (Ren et al. 2013. Lekana-Douki
et al. 2015), including cases of outbreaks (Chitambar
et al. 2012). but HAdV 12 has not been associated with
AGE until now. The viral loads of the HAdV 12-positive
individuals in this study suggest viral replication in the
gut. Furthermore, high HAdV viral loads are associated
with the high transmissibility of adenoviral diseases. A
previous report implicated HAdV A12 as the actiological
agent of AGE outbreaks (Akihara et al. 2005).

Other than RVA. adenoviruses are considered the
most important causative agents of gastroenteritis in
children under 5 years of age (Elhag et al. 2013), espe-
cially enteric HAdV F40/41 (Houpt E. Personal Commu-
nication). Enteric HAAV F41 was detected in only one
child in this study. who presented a low viral load. possi-
bly due to a previous infection with HAdV F41 because
prolonged shedding after HAdV infection has been re-
ported (Akihara et al. 2005).

HAdV Al2 Brazilian strains showed homology
(100%) with strains obtained from patients with kera-
toconjuctivitis in Japan and from patients with AGE in
India and Gabon (Ishiko et al. 2008. Chitambar et al.
2012. Lekana-Douki et al. 2015). Such shared homology
suggests that this strain was imported recently to Bra-
zil. The main symptoms observed in this outbreak were
diarrhoea and fever: the child with a higher viral load
exhibited more severe disease associated with vomiting.
HAdV i1s associated with moderate to severe AGE. of
which the predominant symptoms include diarrhoea, fe-
ver, vomiting and abdominal pain (Corcoran et al. 2014).

In conclusion, this study emphasises the importance
of identifying unique or rare aetiologic agents associated
with AGE. Studies focusing on the prevalence of distinct
AGE agents are especially relevant in countries where
RVA vaccination is routinely performed. such as Brazil.
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5 DISCUSSAO

5.1 Frequéncia de deteccao de AiV-1 em crian¢as HIV-1 soropositivas e HIV-1
soronegativas hospitalizadas com DD (Artigo 4.1)

O presente trabalho identificou uma taxa de deteccdo de AiV-1 superior em
criancas HIV-1 soropositivas quando comparadas as criangas HIV-1 soronegativas.
Alta taxa de deteccdo deste virus também foi demonstrada entre adultos HIV-1
soropositivos com DD (Oude et al., 2014). Em relagdo as criangcas HIV-1
soronegativas, a baixa taxa deteccdo deste virus foi similar aos resultados
previamente descritos em individuos imunocompetentes (Sdiri-Loulizi et al., 2009;
Yang et al., 2009; Kaikkonen et al., 2010; Drexler et al., 2011; Verma et al., 2011).

A excrecdo cronica do AiV-1 foi demonstrada entre as criancas HIV-1
soropositivas com AIDS, enquanto que entre as criancas soronegativas esta
complicagcéo nao foi observada. As criancas HIV-1 soropositivas infectadas pelo AiV-
1 estavam gravemente imunocomprometidas mesmo sob tratamento com HAART.
N&do podemos afirmar que o AiV-1 tenha sido efetivamente o agente etiologico
responsavel pelo quadro de DD estudados, mas este virus infectou mais
frequentemente as criancas imunocomprometidas com AIDS, quando comparadas
com as criangas HIV-1 soronegativas, sugerindo que o AiV-1 pode ser um patégeno
oportunista.

Foi observado que o AiV-1 entre as criancas com HIV-1/AIDS foi mais
frequentemente detectado em associacdo com outros virus gastroentéricos, como
RVA, NoV, HAstV e HAdV, enquanto que na crianga HIV-1 soronegativa, o AiV-1 foi
codetectada com RVA. Os resultados deste estudo, corroboram as observagdes de
que AiV-1 é frequentemente encontrado em infec¢Bes mistas (Yang et al., 2009;
Jonsson et al., 2012).

Neste estudo foi demonstrada a circulagéo do AiV-1 gendtipo A e foi confirmada
a presenca do genotipo B entre as criancas estudadas (HIV-1 soropositivas e
soronegativas). O gendtipo A foi mais detectado entre as criangas HIV-1 soropositivas
e 0 genotipo B foi detectado em uma crianca HIV-1 soropositiva. Este é o primeiro
trabalho que mostra a circulagcéo destes genoétipos em criancas HIV-1 soropositivas e

o primeiro relato do gendtipo A nas Américas. Estudos prévios demonstraram a
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circulacao do gendtipo A entre os pacientes imunocompetentes na Europa (Kaikkonen
et al., 2010; Drexler et al., 2011), Asia (Yang et al., 2009; Verma et al., 2011) e Africa
(Sdiri-Loulizi et al., 2009). Considerando os pacientes HIV-1 soropositivos, um unico
estudo demonstrou a deteccdo do AiV-1 em adultos, mas a caracterizacdo dos
genotipos néo foi apresentada naquela populacédo (Oude et al., 2014).

Os AiV-1 pertencentes ao genétipo A, aqui descritos, foram geneticamente
relacionados aos AiV-1 gendtipo A que circularam no Japédo (Yamashita et al., 2000;
Pham et al., 2007) e Alemanha (Drexler et al., 2011), enquanto que o AiV-1 gendtipo
B foi mais relacionado aos que circularam no Paquistdo e Indonésia (Yamashita et al.,
2000) do que no Brasil (Oh et al., 2006).

5.2 Frequéncia de deteccdo de RVA, NoV, HAstV, HAdV e HBoV em criancas

HIV-1 soropositivas e HIV-1 soronegativas hospitalizadas com DD (Artigo 4.2)

Neste estudo, foi demonstrada a detec¢céo do RVA, NoV, HAstV, HAdV e HBoV
entre as criancas estudadas. Foi possivel demonstrar uma alta taxa na deteccéo de
pelo menos um virus entérico e emergente (74%) nas criancas HIV-1 soropositivas.
Contrariamente ao observado neste trabalho, a literatura tem demonstrado esta
deteccao variando de 6,4% a 52%, nos Estados Unidos e América do Sul (Grohmann
et al., 1993; Gonzalez et al., 1998; Giordano et al., 1999; Liste et al., 2000).

Entre as criancas HIV-1 soronegativas, hospitalizadas com DD, a deteccéao foi
menor (64%) do que entre as criangas HIV-1 soropositivas. As taxas de deteccao dos
NoV, HAdV, HBoV foram significativamente maiores entre as criangas HIV-1
soropositivas, enquanto que os RVA e HAstV foram mais frequentes entre as criangas
soronegativas.

Os virus gastroentéricos séao frequentemente detectados em infec¢des mistas.
O HBoV tem sido detectado em infeccbes mistas, apresentando altas taxas de
coinfeccdes entre criangas soronegativas, hospitalizadas com DD (Zhang et al., 2015).
Neste estudo, os virus estudados foram detectados como infec¢des Unicas, duplas e
triplas, sendo as infeccOes triplas mais detectadas entre as criancas HIV-1
soropositivas. Estes resultados sugerem que as criancas estudadas foram altamente
expostas a multiplos virus gastroentéricos. Coinfecgcbes com NoV, RVA e HAdV
também foram observadas em criangas com HIV-1 no Quénia (Mans et al., 2014).
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5.2.1 Rotavirus

Considerando-se os grupos etarios, o RVA foi mais frequentemente detectado
em casos envolvendo criancas de 0-24 meses de idade, tanto nas criancas HIV-1
soropositivas quanto nas soronegativas. Este resultado corrobora o observado na
literatura (Moyo et al., 2014a). Independente da faixa etaria, a deteccdo do RVA foi
significativamente menor entre as criangas HIV-1 soropositivas do que entre as
soronegativas (p <0,001), sugerindo uma menor importancia deste virus nas criancas
com HIV-1. Este estudo, constitui o primeiro relato da deteccdo do RVA em criancas
HIV-1 soropositivas no Brasil. Nos poucos estudos brasileiros, visando investigar a
presenca do RVA em pacientes HIV-1 soropositivos, 0 RVA nao foi detectado entre
as criancas HIV-1 soropositivas (Rossit et al., 2007). Outros estudos, também
apresentararam frequéncias iguais ou inferiores, quando comparadas as frequéncias
entre as criancas HIV-1 soronegativas (Pavia et al., 1992; Oshitani et al., 1994;
Guarino et al., 1996; Gonzalez et al., 1998; Cunliffe et al., 2001; Moyo et al., 2014a).

A diversidade genética dos RVA tem sido descrita entre as criangas com DD,
no mundo inteiro. No presente estudo, foi detectada a alta diversidade genética dos
RVA, com circulacdo de quatro genétipos G e dois P, entre as criancas HIV-1
soropositivas, e seis genotipos G e dois P, entre as crian¢as soronegativas, mostrando
distribuicdo similar destes gendétipos e predominio das combina¢des G1P[8] e G9P[8],
entre as criancas estudadas. Este € o primeiro relato que mostra a diversidade
genética do RVA entre criancas HIV-1 soropositivas, no Brasil. Em um estudo anterior,
realizado em Sao Paulo, com adultos portadores de HIV-1, o Unico gendtipo detectado
foi 0 G4P[8] (Morillo et al., 2010). A alta diversidade do RVA j& havia sido descrita em
criancas HIV-1 soropositivas no Quénia, mostrando circulacédo de cinco genotipos G

e trés P, sendo o G3P[8] a combinac&o mais prevalente (Kiulia et al., 2009).

5.2.2 Norovirus

No presente estudo, demonstramos que a taxa de detecgdo do NoV foi
significativamente maior nas criancas HIV-1 soropositivas. Nosso estudo, reporta pela
primeira vez a deteccdo do NoV entre as criancas HIV-1 soropositivas. No Brasil, o
NoV foi associado a DD em adultos HIV-1 soropositivos (Gongalves et al., 2009). Em
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estudo prévio, na Venezuela, este virus também foi mais frequente entre as criancas
soropositivas (51%) do que entre as soronegativas (24%) (Rodriguez-Guillén et al.,
2005). O carater oportunista do NoV foi evidenciado, uma vez que, entre as crian¢as
HIV-1 soropositivas, a taxa de deteccéo deste virus foi 3 vezes maior nas criancas
com contagem de linfécitos TCD4*<200 células/mm3. Apesar das cargas virais do NoV
terem sido maiores entre as criancas HIV-1 soropositivas, e particularmente entre as
imunocomprometidas, as diferencas nao foram estatisticamente significativas.

Neste estudo, o NoV Gll foi o0 mais detectado, com predominéancia do Gll.4 e
Gll.12 entre as criancas HIV-1 soropositivas e Gll.4 entre as soronegativas. Na
Tanzénia, o NoV GIlI também foi o mais detectado entre as criancas HIV-1
soropositivas, hospitalizadas com DD (Moyo et al., 2014). No Quénia, detectaram
Gll.12 nas criancas HIV-1 soropositivas, porém Gll.2 e Gll.4 foram os mais frequentes
entre estas criancas (Mans et al., 2014).

O NoV Gll é o genogrupo mais detectado mundialmente, com o gendtipo Gll.4
mais prevalente na DD em individuos soronegativos, inclusive no Brasil (Ferreira et
al., 2012; Fioretti et al., 2011, 2014; Aragao et al., 2013; Fumian et al., 2013; Siqueira
et al., 2013; de Andrade et al., 2014; Amaral et al., 2015; Sa et al., 2015; Vinjé, 2015;
Portal et al., 2016; Dabilla et al., 2017; Santos et al., 2017). O GIl.12 também foi
detectado em criangas HIV-1 soronegativas, hospitalizadas com DD, no Brasil (Portal
et al., 2016).

Variantes do Gll.4, Den Haag_2006b e US95 96 foram detectadas entre as
criancas HIV-1 soropositivas, enquanto que, entre as soronegativas foram
Kaiso_2003, Asia_2003 and Den Haag_ 2006b. A circulacdo de NoV recombinante
tém sido observada, quando a caracterizacdo combinada de ambas as regifes da
polimerase e do capsideo séo utilizadas (Kronemann et al., 2013; Vinj€, 2015; Fumian
et al., 2016). Usando ambas as regifes, caracterizamos as cepas recombinantes,
Gll.Pa-Gll.3, GII.P12-GlI10 e GII.P7-Gll.6 entre as criangcas HIV-1 soropositivas,
sendo esta Ultima a mais detectada. Estes resultados, sdo os primeiros descritos em
criancas HIV-1 soropositivas no Brasil.

Nossos resultados confirmaram a deteccdo de diferentes genoétipos nas
criancas estudadas, demonstrando a alta diversidade genética entre as criancas HIV-
1 soropositivas. Este é o primeiro relato mostrando a diversidade genética do NoV em

criangas HIV-1 soropositivas. Esta alta diversidade j4 havia sido descrita para os
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individuos HIV-1 soronegativos, no Brasil (Fumian et al., 2016). Nossos dados
reafirmam que o NoV é um importante agente etiolégico de DD em criangas HIV-1
soropositivas. A importancia do NoV, como causa de hospitalizacdo e Obitos
associados a DD em criancas soropositivas para HIV-1, também foi demonstrada na
Africa do Sul (Page et al., 2017).

5.2.3 Astrovirus humano

Nosso estudo, mostrou que o HAstV, semelhante ao RVA, foi mais frequente
entre as criangas soronegativas. Apesar disso, a carga viral do HAstV foi
significativamente maior entre as criancas HIV-1 soropositivas, independente da
contagem de linfocitos TCD4*, sugerindo uma eficiente replicacdo do HAstV no trato
gastrointestinal destas criancas. Este estudo, relata pela primeira vez a detec¢édo do
HAstV entre criancas HIV-1 soropositivas. Além disso, este virus apresentou alta taxa
de detecc¢édo associada com 0s outros virus gastroentéricos estudados, tanto entre as
criancas HIV-1 soropositivas (72%) quanto nas criancas soronegativas (62%). O
HAstV foi o terceiro virus gastroentérico mais detectado entre as criancas HIV-1
soronegativas, porém em nosso estudo, a importancia deste virus como agente de
DD em criangas HIV-1 soropositivas néo foi estabelecida. Na Argentina, o HAstV foi
detectado em pacientes HIV soropositivos, mas néo foi significativamente associado
a DD (Giordano et al., 1999).

O HAstV 1 foi o mais frequente entre as criancas estudadas, sendo o Unico
detectado entre as criancas HIV-1 soropositivas. Este é o primeiro relato da deteccéo
do HAstV 1 entre criancas HIV-1 soropositivas. Entre as criancas soronegativas, o
HAstV 2 foi o segundo mais detectado, seguido pelo HAstV 3. Nosso resultado reforca
0s obtidos em outros estudos de varias regides do mundo, incluindo o Brasil que
relatou a predominancia de HAstV-1, em criancas soronegativas (Mustafa et al., 2000;
Cunliffe et al., 2002; Cardoso et al., 2002; Liu et al., 2004; Marshall et al., 2007
Gabbay et al., 2007a; Victoria et al., 2007a; Guo et al., 2010; Ferreira et al., 2012,
Afrad et al., 2013; Bosch et al., 2014; Xavier et al., 2015).
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5.2.4 Adenovirus humano

Episédios de diarreia sdo uma das principais complicacdes no decurso de
infeccdo por HIV-1. A diarreia em pacientes com AIDS esta associada com perda de
peso, desnutricdo e comprometimento progressivo do estado geral de saude,
contribuindo para caguexia e morte, especialmente na era pré-HAART.

Este estudo demonstrou maior frequéncia do HAdV entre as criangas HIV-1
soropositivas, sendo o virus mais detectado entre estas criancas (30,5%) e o segundo
mais detectado entre as soronegativas (14,4%). Nosso estudo, reporta pela primeira
vez a deteccao do HAdAV em criangas HIV-1 soropositivas. Estudos anteriores, no
Brasil, mostraram a detec¢do do HAdV variando de 2% a 16% entre as criancas
soronegativas (Magalhaes et al., 2007; Andreasi et al., 2008; Amaral et al., 2015).
Outros paises, mostraram a deteccdo deste virus variando de 3,8% a 31,2%
(Carraturo et al., 2008; Jin et al., 2009; Quédraogo et al., 2016), sendo o0 segundo mais
prevalente entre as criancas imunocompetentes (Quédraogo et al.,, 2016) e, entre
pacientes HIV-1 soropositivos, o0 HAdV tem sido demonstrado com frequéncias
variando entre 0%-50% (Grohmann et al., 1993; Durepaire et al., 1995; Gonzélez et
al., 1998; Giordano et al., 1999; Thomas et al., 1999; Liste et al., 2000; Trevind et al.,
2001; Curlin et al., 2010; Silva et al., 2010; Morillo et al., 2010; Moyo et al., 2014c).

Analisando os grupos etarios, n6s observamos que o HAdV foi mais detectado
entre as criancas HIV-1 soropositivas de 25-60 meses, enquanto que nas criancas
HIV-1 soronegativas este virus foi mais detectado entre as criangas menores de 24
meses de idade. Um estudo prévio no Brasil, com criancas imunocompetentes,
demonstrou que 79% dos casos positivos para HAdV ocorreram entre as criangas
menores de dois anos de idade (Filho et al., 2007).

Em pacientes soropositivos para HIV-1, a diarreia é frequentemente causada
por agentes oportunistas, como microsporidia e Cryptosporidium sp (Agholi et al.,
2013), bem como CMV e outros agentes como o virus Herpes simplex, Histoplasma
capsulatum e Mycobacterium avium-intracellulare. Em pacientes
imunocomprometidos, outras infecgdes, especialmente CMV, podem coexistir com
HAdV.

Além da importante frequéncia do HAdV entre as criancas HIV-1 soropositivas

observada em nosso estudo, foi demonstrada também a deteccdo deste virus em
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26,5% das criancas imunocomprometidas, confirmando o comportamento oportunista
deste virus. Um estudo prévio, no Brasil, mostrou o HAdV como o virus mais detectado
(21,9%) entre adultos HIV-1 soropositivos, com (14,4%) e sem DD (7,5%), porém nao
foi observado neste estudo o caracter oportunista do HAdV (Morillo et al., 2010).

Pela primeira vez no Brasil, relatamos o HAdV entérico (HAdV-F40 e —F41) em
criangas HIV-1 soropositivas, sendo o HAdV-F40 o mais detectado (49,2%) nestas
criancas. Outros estudos, mostraram que o HAdV-F é um importante patégeno em
adultos HIV-1 soropositivos (Dionisio et al., 1997; Giordano et al., 1999).

Neste estudo, o HAdV-F40 também foi o virus mais detectado entre as criancas
soronegativas (38,9%), enquanto que o HAdV-F41 foi menos detectado nos dois
grupos estudados. Este resultado foi similar ao obtido em um estudo prévio no Brasil,
gue detectou os HAdV-F40/41 em 65% das amostras positivas para HAdV, sendo que
o HAdV-F40 foi o mais prevalente, apresentando um percentual de 62% (Filho et
al.,2007). Porém, ele difere dos dados obtidos recentemente na literatura, inclusive no
Brasil, que reporta o HAdV-F41 como o mais prevalente entre as criancas
imunocompetentes (Quédraogo et al., 2016; Reis et al., 2016).

Observamos também uma grande diversidade de HAdVs entre as criancas
estudadas, com deteccgéo de virus ndo associados de forma exclusiva com DD, porém
as cargas virais nas fezes foram semelhantes tanto para os HAdV entérico como para
0S ndo entéricos, sugerindo que pode existir comparavel intensidade de replicacdo no
trato gastrointestinal.

Neste estudo, o HAdV-D foi o segundo virus mais frequente entre os HAdV
detectados nas criangas HIV-1 soropositivas. Muitos sorotipos de HAdV, que infectam
o trato gastrointestinal de pacientes com HIV, pertencem a esta espécie (Khoo et al.,
1995), sendo este virus o mais detectado em criancas HIV-1 soropositivas com DD
(Magwalivha et al., 2010).

Entre as criancas HIV-1 soropositivas, o HAdV foi detectado com frequéncia e
carga viral semelhantes entre os pacientes com contagem de linfocitos TCD4* abaixo
e acima de 200 células/mm?, mostrando a importancia deste virus para o paciente

HIV-1 soropositivo com DD, imunocomprometido ou néo.
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5.2.5 Bocavirus humano

O presente estudo mostrou que HBoV é excretado com mais frequéncia em
criancas HIV-1 soropositivas do que em criancas HIV-1 soronegativas, sendo o
terceiro virus mais detectado entre as criancas HIV-1 soropositivas. Apesar da carga
viral do HBoV ser alta nos dois grupos estudados, a mediana da carga viral deste
virus, nas fezes, ndo foi estatisticamente significativa entre as criangas HIV-1
soropositivas, quando comparadas as criangas soronegativas. Este resultado mostra
intensa replicacéo deste virus no trato gastrointestinal das criancas estudadas, que
associada ao sintoma clinico, diarreia, pode sugerir a associacdo do virus a DD.
Curiosamente, entre as criancas HIV-1 soropositivas o HBoV, como NoV, foi
significativamente mais frequente no grupo com contagens de linfécitos TCD4*<200
células/mm?, sugerindo ser importante a deteccdo deste virus em pacientes
imunocomprometidos.

A deteccdo do HBoV nas criancas soronegativas (7,2%), hospitalizadas com
DD, estd em consenso com outros relatos em todo o mundo, mostrando a prevaléncia
de HBoV em 0,8%-20% nesta populacao (Albuquerque et al., 2007; Lee et al., 2007;
Vicente et al., 2007; Cheng et al., 2008; Yu et al., 2008; Alam et al., 2015; Zhou et al.,
2017), enquanto um estudo no Brasil mostrou uma deteccdo maior (42%) nestas
criangas (Campos et al., 2016). Nosso estudo demonstrou similar detecgdo do HBoV
nas diferentes faixas etarias dos dois grupos estudados, este achado contrapfe aos
relatos da literatura que tem demonstrado maior frequéncia do HBoV em criangas < 2
anos de idade (Lee et al., 2007; Alam et al., 2015; Lasure & Gopalkrishina, 2017; Zhou
et al., 2017).

Na busca ativa de identificar a ocorréncia de mais de um virus gastroentérico
no mesmo espécime clinico, observamos que o HBoV apresentou alta taxa de
codeteccao com outros virus gastroentéricos, entre as criancas HIV-1 soropositivas e
soronegativas. Este resultado, corrobora os descritos na literatura, incluindo no Brasil,
onde a ocorréncia do HBoV em coinfec¢cdo nos casos de DD tem sido maior que as
monoinfecgdes (Albuquerque et al., 2007; Mitui et al., 2014; Alam et al., 2015; Guido
et al., 2016, Zhou et al., 2017). Os dados indicam que HBoV pode existir nos tratos
gastrointestinais ou respiratérios como um espectador sem qualquer relagdo com a

doenca clinica (Jartti et al., 2012).
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Neste estudo, a codeteccdo ocorreu principalmente com os HBoV1, nos dois
grupos estudados (resultado ndo mostrado), resultado similar foi descrito na literatura
para criancas soronegativas, hospitalizadas com DD (Lasure & Gopalkrishina, 2017),
0 que pode nos levar a ndo considerar o HBoV1 como o agente etiologico principal da
infeccdo. Apesar disso, 0 HBoV1, um gendtipo geralmente detectado em pacientes
com infecgBes respiratorias, foi o mais frequente nos dois grupos estudados, sendo a
primeira vez reportado entre as criangas HIV-1 soropositivas. O HBoV pode persistir
por muito tempo apoés a infecgdo primaria (Koskenvuo et al., 2008) e este resultado
sugere que, semelhante ao HAdV, o HBoV pode estar envolvido com infeccdes
entéricas persistentes apoés resolucao de infec¢des do trato respiratorio superior em
criancas imunocompetentes ou imunodeficientes.

O HBoV 2, foi 0 segundo gendétipo mais detectado entre as criangas HIV-1
soropositivas (28,6%), sendo detectado como infec¢do Unica em 75% destas criancas
e alta carga viral (mediana da carga viral 5.15 [IQR = 4.5-7.4] log1l0 copies/Q)
(resultado ndo demonstrado), sugerindo associacdo deste gendtipo a DD, nestas
criancas. Estudos anteriores, demonstraram que o HBoV2 raramente ocorre em
secrec¢les respiratorias, porém é frequentemente detectado nas fezes de criangas e
adultos com sintomas gastrointestinais (Arthur et al., 2009; Chow et al., 2010;
Paloniemi et al., 2014; Zhao et al., 2014), e forneceram evidéncias para a associagao
dos HBoV2 a DD (Arthur et al., 2009; Chow et al., 2010). Os HBoV 3 (10,7%) e 4
(3,6%) foram menos detectados entre as criangas HIV-1 soropositivas, enquanto que,
0os HBoV2 e 3 apresentaram prevaléncia similar nas criangas soronegativas (11,1%)
e o0 HBoV4 ndo foi detectado.

Este estudo, mostra a deteccdo do HBoV4 em criancas HIV-1 soropositivas,
hospitalizadas com DD, pela primeira vez no Brasil. Este resultado agregado ao obtido
em um estudo anterior, que detectou este virus em criancas sem sintomas
respiratorios e diarreicos (Sousa et al., 2017), confirmam a circulacdo deste virus no
pais. Porém, estudos adicionais sdo necessarios para caracterizar melhor a deteccao
deste virus nas criancas e adultos com DD.

O HBoV é um patdégeno emergente, considerado como um potencial agente de
DD. Sua importancia clinica e epidemiolégica como agente de DD ainda né&o foi
totalmente esclarecida. Estudos prévios demonstram que o HBoV foi identificado na

secrec¢do respiratoria de individuos HIV-1 soropositivos e soronegativos apresentando
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infeccdes respiratorias agudas (Garbino et al., 2008; Nunes et al., 2014) e nas fezes
de pacientes HIV-1 soropositivos, no Brasil (Santos et al., 2010; Silva et al., 2010).
Estudos adicionais, devem ser realizados para caracterizar mais precisamente o papel

do HBoV, inclusive como um agente oportunista em criancas imunocomprometidas.

5.3 Avaliacéo da infecg¢éao recorrente por HAdV em criangcas hospitalizadas com
DD e coinfectadas pelo HIV-1 (Artigo 4.3)

Este estudo, detectou o HAdV recorrentemente em amostras fecais de criancas
com HIV-1 soropositivas, coletadas em intervalos variaveis de tempo, durante
hospitalizagbes prolongadas, demonstrando que o HAdV pode estar associado a
diarreia cronica e persistente. Um estudo no Brasil, relatou que o HAdV é excretado
por pacientes HIV-1 soropositivos, com e sem diarreia (Morillo et al., 2010). A colite
associada a HAdV é uma manifestacdo clinica caracterizada por diarreia persistente,
descrita em pacientes HIV-1 soropositivos na era pré-HAART (Khoo et al., 1995;
Thomas et al., 1999; Pollock, 2001; Rossit et al., 2009).

Nosso estudo demonstrou que, na maioria das criancas com infeccdo
persistente, os adenovirus entéricos HAdV-F40 e -F41 foram identificados com maior
frequéncia. Estes virus foram detectados em criancas com contagem de linfocitos
TCD4* <200 células/mm?3 e >200 células/mm?, sugerindo a associacdo destes HAdV
na diarreias persistentes em criangcas sem e com imunossupressao. Esta ultima
caracteristica, € consistente com relatos de casos descritos na Italia, onde o HAdV-
F40 foi detectado em um caso de DD crbénica em um adulto com AIDS, durante 13
meses (Dionisio et al., 1997). Na Argentina, o HAdV-F40/41 também foi detectado em
adulto HIV soropositivo, com DD crénica (Giordano et al., 1999). O HAdV também é
um importante agente patogénico, em criancas que recebem células-tronco e
transplante de oOrgdos sélidos, o que demonstra sua importancia em pacientes
imunossuprimidos (Hoffman, 2009; Ison & Green, 2009; Hiwarkar et al., 2013; Kosulin
et al., 2016).

Aqui também foi observada a deteccdo de espécies Al12, C2, B3, e D, nas
criangas HIV-1 soropositivas. Espécies geralmente ndo associadas a DD séo
observadas em criangas com diarreia no Brasil e em outros paises (Filho et al., 2007,

Moyo et al., 2014c). A identificacdo das espécies B e C, que frequentemente estao
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associadas a doenca respiratoria, pode ser devida a degluticdo da secrecéo
respiratéria ou devido a infec¢des persistentes e generalizadas em hospedeiros com
sistemas imunologicos deficientes ou comprometidos. Os virus da espécie C sdo
encontrados nas fezes durante meses e até anos, depois que o virus ndo é mais
detectado nas secrec¢fes respiratérias (Garnett et al., 2002). As infecgBes entéricas
persistentes com adenovirus apos a resolucdo de infecgbes do trato respiratorio
superior (sintomaticas ou ndo), em lactentes e criancas, foram bem documentadas
(Fox et al., 1977). Em individuos imunossuprimidos as espécies, como B, E, A e D sédo
comuns e os pacientes com HIV parecem ser especialmente suscetiveis a infec¢des
do trato gastrointestinal por adenovirus da espécie D (Hierholzer, 1992).

Estudos recentes demonstraram sitios de infec¢do latente para HAdV, dos
guais pode haver disseminacdo em casos de imunossupressao (Garnett et al., 2002;
Garnett et al., 2009; Kosulin et al., 2016). Isto mostra que, o tecido linféide do intestino
pode manter a infeccdo por periodos prolongados (Kosulin et al., 2016). Neste estudo
foi obervado que as cargas virais inicialmente detectadas foram significativamente
maiores que as subsequentemente detectadas, sugerindo a ativacdo de mecanismos
imunes no nivel intestinal, capazes de reduzir a carga viral no decurso de infeccbes
recorrentes. Curiosamente, ndo observamos diferengas nas cargas virais de HAdV
em criangas com diferentes graus de imunocomprometimento, conforme avaliado
pelas contagens de linfocitos TCD4*, exceto para a crianca com detec¢ao persistente
de HAdV D. A espécie D tem sido associadoa a DD em pacientes com AIDS
(Hierholzer, 1992; De Jong et al., 1999) e alta prevaléncia deste virus foi observada
em criancas HIV-1 soropositivas com DD, no Quénia (Magwalivha et al., 2010).

O presente estudo aponta para uma investigacdo mais aprofundada das
infeccOes intestinais por HAdV em criancas com diarreia persistente e cronica
associada a infeccédo por HIV-1. Deve-se considerar que, existem protocolos para o
tratamento de infeccbes HAdV graves e com risco de vida, especialmente em
receptores de transplante, sendo Cidofovir o medicamento mais utilizado (Florescu et
al.,, 2012). O uso desta droga deve ser considerado em diarreia persistente em

pacientes soropositivos para HIV-1 em que a infec¢do por HAdV é detectada.
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5.4 Papel de HAdV12 como agente etiolégico de surto de DD em criangas no RJ
(Artigo 4.4)

Neste estudo, investigamos os agentes virais (RVA, NoV, HAstV, HAdV, HBoV
e AiV-1) em um surto de DD, que ocorreu no Rio de Janeiro em 2013. O HAdV foi o
Unico agente etiologico detectado neste surto, sendo o HAdV-A12 (ndo entérico), pela
primeira vez associado a um surto DD no Brasil. As altas cargas virais do HAdV-A12
detectadas nas fezes das criangas deste estudo, sugerem replicagéo viral no intestino.
Estudos anteriores, detectaram o HAdV-A12 em criancas com DD (Ren et al., 2013,
Lekana-Douki et al., 2015), inclusive em casos de surtos (Akihara et al., 2005;
Chitambar et al., 2012).

Além do RVA, os HAdV sao considerados os agentes causais mais importantes
da gastroenterite em criancas com menos de 5 anos de idade (Elhag et al., 2013),
especialmente HAdV-F40/41 entérico (Houpt E, Comunicacdo Pessoal). O HAdV-F41
foi detectado em apenas uma crianca neste estudo, apresentando baixa carga viral,
possivelmente devido a uma infeccéo prévia, porque a excrecao prolongada apos a
infeccdo por HAdV foi descrita (Akihara et al., 2005).

Os principais sintomas observados nas criancas acometidas pelo surto foram
diarreia e febre. A crianca com maior carga viral apresentou doenca mais grave
associada ao vbmito. HAdV esta associado a DD moderada a grave, nas quais, 0S
sintomas predominantes incluem diarreia, febre, vomitos e dor abdominal (Corcoran
et al., 2014).

As cepas brasileiras de HAdV-A12 apresentaram homologia (100%) com cepas
obtidas de pacientes com ceratoconjuctivite no Jap&o e de pacientes com DD na india
e Gabao (Ishiko et al., 2008, Chitambar et al., 2012, Lekana-Douki et al., 2015). Essa
homologia sugere que essa cepa pode ter sido importada recentemente para o Brasil.

A diarreia infecciosa estd entre uma das doencas mais frequentemente
observadas entre os pacientes HIV-1 soropositivos e, neste cendrio, a doenca
causada pelos virus entéricos, que pode ser grave, ocorre principalmente nos
primeiros anos de vida. A exposi¢cdo de criancas portadoras de HIV-1 a infeccao
natural pelos RVA, NoV, HAdV, HAst, HBoV e AiV ocorre frequentemente e ficou
demonstrada neste estudo. Uma vez que, a diarreia pode constitutir uma das
principais causas de Obitos nesta populacéo, estudos como os apresentados aqui e

estudos futuros, encontram uma efetiva aplicagéo.
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6 CONCLUSOES
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No decorrer dos 14 anos do estudo (1997-2010), foi observada a
circulacao frequente de virus gastroentéricos e emergentes no Rio de
Janeiro, nos casos de DD em criangcas HIV-1 soropositivas e

soronegativas.

A ocorréncia de coinfec¢gdes demonstram que as criangas estudadas
foram frequentemente expostas a mdultiplos virus gastroentéricos e

emergentes.

Os AiV-1, NoV, HBoV e HAdV foram significativamente mais frequentes
entre as criancas HIV-1 soropositivas do que nhas soronegativas,
demonstrando que a infeccdo por esses virus € uma realidade nesta

populacao.

A deteccdo do RVA foi significativamente menor entre as criangas HIV-
1 soropositivas, revelando uma associacao negativa destes virus e a

infeccdo pelo HIV-1.

Apesar da associacao negativa dos HAstVs e a infeccdo pelo HIV-1, a
alta carga viral encontrada nas criancas soropositivas destaca a

importancia destes como agente de doencas do trato gastrointestinal.

Foi demonstrado o papel dos NoV, HAdV e AiV-1 como potenciais
agentes oportunistas em criancas HIV-1 soropositivas
imunocomprometidas e a excrecdo cronica e persistente de AiV-1 e

HAdV foi evidenciada, nestas criancas.

A deteccdo do HBoV foi observada de forma importante entre as
criancas HIV-1 soropositivas, porém, apenas para o0 HBoV2 a

associagao a DD é sugerida.

A diversidade genética foi demonstrada para os virus estudados,
destacando a importancia da vigilancia e epidemiologia molecular destes

virus.
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e O HAdV Al12 (ndo entérico) foi associado ao surto ocorrido no RJ em
2013 e é o primeiro relato da associagdo deste virus a DD em nosso
pais, enfatizando a importancia da vigilancia dos virus emergentes ou

menos frequentemente associados a esta doenca.

e Os virus gastroentéricos usualmente detectados e o0os emergentes
devem ser considerados uma causa importante de DD entre as criancas
HIV-1 soropositivas, para o0 manejo e estabelecimento de abordagens
terapéuticas neste pacientes, além da vigilancia destes agentes ser
especialmente relevante em paises onde a vacinacao contra o RVA é

rotineiramente realizada, como no caso do Brasil.

7 PERSPECTIVAS

Manter a linha de pesquisa em adenovirus e novos virus, contribuindo para a

vigilancia epidemioldgica das viroses associadas aos casos de DD, com continua
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investigacdo dos HAdV, HBoV, AiV-1 e outros virus emergentes. Estabelecer e
desenvolver protocolos para avaliar o papel dos virus emergentes nas DD em
criancas e adultos.
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9 ANEXOS

9.1 Comité de Etica em Pesquisa da Fundacgdo Oswaldo Cruz Fundag&o

(FIOCRUZ) (311/2006)

Ministério da Saude
Fundagéo Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 15 de maio de 2006.

[ PARECER ]

Titulo do Projeto: “Detecgéo e Identificacdo de Virus Responsaveis pela Etiologia da
Gastroenterite Aguda”

Protocolo CEP: 311/06

Pesquisador Responsavel: José Paulo Gagliardi Leite

Instituicdo: I0C

Deliberagao: APROVADO

O estudo tem como objetivos detectar rotavirus A e C, astrovirus, calicivirus humanos
€ adenovirus entéricos, em amostras fecais de gastroenterite agudas, além de implementar
metodologias para a deteccdo de outros virus, associados a estas infeccbes, com
caracterizagdo molecular e andlises genealdgicas, na busca de variagbes geograficas e/ou
temporais.

Segundo a Organizagdo Panamericana de Salde as gastroenterites agudas s&o,
apds as infecgdes respiratérias agudas, constituem o mais importante agravo & satide em
criangas menores de cinco anos. Associados ao quadro de desnutrido, estas sio
responsaveis por mais de 3,3 milhdes de mortes no mundo, sendo que um milhdo destas
ocorre na América Latina. O trabalho pretende identificar outros virus gastroentéricos
causadores de doengas em nossc meio, objetivando a criagdo de um Programa de
Vigilancia Epidemioldgica e Laboratorial de deteccéo e caracterizagdc molecular
(identificagéo) de virus, no sentido de auxiliar a avaliagdo do impacto na introducéo da
vacina em nosso pais.

Trata-se de um projeto integrado, envolvendo atividades de Graduagdo e Pds-
Graduaggo.

Ser&o utilizadas fezes obtidas de amostras encaminhadas para diagnéstico e
identificagdo viral que estio armazenas no laboratéric, onde a pesquisa sera executada, ou
enviadas pelos LACENS, ou unidades hospitalares.

O projeto ndo oferece nenhum risco fisico aos participantes com referéncia a
obtencéo do material bioldgico para estudo.

O TCLE esta claro, com as informacdes necessarias.

A equipe envolvida no estudo é qualificada para tal e o projeto seré desenvolvido no
Laboratério de Referéncia para Rotaviroses, do Depto. de Imunolegia, do Institutc Oswaldo
Cruz.

Apdés andlise das respostas as pendéncias emitidas no parecer datado de
28/04/2006 por este colegiado, tendo por referéncia as normas e diretrizes da Resolucéo
196/98, foi decidido pela APROVACAO do referido protocolo.

Informamos, outrossim, que deverdo ser apresentados relatérios parciais/anuais e
relatorio final do projeto de pesquisa.

Além disso, qualquer modificagéo ou emenda ao protocolo original devera ser
submetida para apreciagdo do CEP/Fiocruz.

WV g ¢

Alda Maria Da-Cruz
Vice-Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Em Seres Humanos da Fundaggo Oswaldo Cruz
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9.2 Termo de ciéncia do Hospital Jesus

RIO
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TERMO DE CIENCIA

Declaro estar ciente e de acordo com a realizagdo da pesquisa intitulada
“Caracterizagdo do perfil etiologico das diarreias virais em criangas com HIV/AIDS em
Centro de Referéncia no Rio de Janeiro®, sob responsabilidade dos pesquisadores MsC
Silvana Augusta Rodrigues Portes, Dr. Filipe Anibal Carvalho Costa e Dr. Eduardo de
Mello Volotdo, do Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental, Centro de Referéncia
Regional para Rotaviroses, Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.

Declaro, também, conhecer e cumprir as Resolugdes Eticas Brasileiras, em
especial a Resolugdo CNS 196/96 e suas complementares e com o Cédigo de Etica
Médica de 1988 (artigos 122 a 1307). Esta instituicBo esta ciente se suas co-
responsabilidades como instituicdo co-participante do presente projeto de pesquisa, e de
seu compromisso no resguardo da seguranga e bem estar dos sujeitos de pesquisa nela
recrutados, dispondo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal seguranga e bem
estar.

Declaro ter lido e concordar com o parecer ético nimero 311/2006, emitido pelo
Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ.

Rio de Janeiro, 27 de marco de 2012. -

7 Myma Santos Rocha
<" Chefia de Clinica Pediatrica _
Hospital Municipal Jesus / Secretaria Municipal de Saude / RJ (H. M. Jesus/SMS/RJY

Mmm Walwas Moy &, iy
/ Ariane Molinaro Vaz de Souza
Coordenadora Médica Assistencial

Hospital Municipal Jesus / Secretaria Municipal de Saude / RJ (H. M. Jesus/RJ)
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