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RESUMO

Neste estudo avaliamos o impacto das doencas diarreicas agudas (DDA)
associadas aos rotavirus A (RVA), norovirus, adenovirus (HAdV), sapovirus (SaV),
bocavirus (HBoV) e astrovirus (HAstV) em criancas < 5 anos atendidas na
emergéncia do Hospital da Crianca de Santo Anténio (HCSA), Boa Vista, Roraima
(RR), no periodo de outubro de 2016 a outubro de 2017. Foram coletadas,
paralelamente, amostras de fezes e de saliva de 734 criancas sendo 485 com DDA
e 249 com infeccdo respiratéria aguda (IRA, grupo controle). O estudo teve a
aprovacao do CEP:1.333.480, 23/11/2015, UFRR. Os RVA, norovirus, HAdV, SaV
e HBoV foram pesquisados nas 734 amostras de fezes e HAstV em 170 amostras
de criancas com DDA. Adicionalmente, a presenca dos HBoV foi também
investigada em 38 amostras de saliva sendo 25 de criangas com DDA e 13 IRA. O
perfil de susceptibilidade ABO, Lewis e secretor dos antigenos do grupo histo-
sanguineo (HBGA) foi determinado para todas as 734 criangas em salivas pela
fenotipagem e em amostras de salivas pela genotipagem, sendo para o gene
FUT2 em 166 amostras e para FUT3 em 42 amostras. Os aspectos clinicos,
epidemioldgicos e a cobertura da vacina Rotarix® (RV1) foram também avaliados.
Os RVA, norovirus e SaV foram investigados pela metodologia de transcricdo
reversa seguida de amplificagdo gendmica quantitativa (RT-gPCR); os HBoV e
HAdV pela amplificacdo gendmica quantitativa (QPCR) e os HAstV por
amplificacdo genbmica qualitativa (RT-PCR). A genotipagem dos HBoV e a
deteccdo/genotipagem dos HAstV foi realizada pela PCR seguida de
sequenciamento nucleotidico (método Sanger). O Ensaio imunoenzimatico (EIA) e
a amplificacdo genbmica especifica (PCR-touchdown), seguida de
sequenciamento nucleotidico (Sanger) foram utilizadas respectivamente para a
fenotipagem e genotipagem dos HBGA. Nas criancas com DDA (n=485),
observou-se as seguintes frequéncias virais: RVA (22,7%), norovirus (38%), HAdV
(33,6%), SaV (7,3%) e HBoV (14,2%). Nas criangas com IRA (n=249), observou as
seguintes frequéncias: RVA (19,3%), norovirus (21,3%), HAdV (39,5%), SaV
(5,6%) e HBoV (14,1%). O perfil de deteccdo do HBoV nas 76 amostras de saliva e
fezes pareadas foi diferente e correlacionado com os gendtipos 1 a 3 detectados.
Quanto aos HAstV, nas 170 amostras investigadas, observou-se as seguintes
frequéncias e genotipos: HAstV classicos: HAstV3 (0,60%) e HAsV5 (1,8%); HAstV
ndo classicos: HAstVMLB1-2 (3,5%), sendo esta a primeira descricdo do
HAstVMLB2 no Brasil. A cobertura vacinal para RV1 calculada foi de 61% e
criangas vacinadas na faixa etaria entre 6 e 24 meses apresentaram frequéncias
mais elevadas de infeccdo pelo RVA. As 734 criangcas apresentaram
majoritariamente (54.5%) o perfil Lea+b+ (fraco secretor) e polimorfirmos de
nucleotidico Unico (SNPs) foram detectados nos genes FUT2 e FUT3. Foi
detectada susceptibilidade (HBGA) para a infeccdo pelos HAdV em criangas com
IRA, perfil fraco secretor e grupo sanguineo A ou O, de acordo com valores de
Odds Ratio (OR) calculado. As frequéncia dos virus detectados principalmente
para os norovirus e HAdV em criancas com DDA, demostram a importancia da
etiologia viral nas DDA em criancas < 5 anos de idade no periodo do estudo e
podem estar relacionadas ao fator de susceptibilidade ao HBGA (incluindo
heterogeneidade genética) e a baixa cobertura de RV1.

Palavras chaves: Rotavirus; norovirus; sapovirus; astrovirus; Adenovirus
humano; bocavirus humano; Criangas da Amazonia menores ou igual a 5 anos;
Doenca diarreica aguda; infeccdo respiratoria aguda; Antigenos do grupo histo-
sanguineo
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ABSTRACT

In this study, was evaluated the impact of acute gastroenteritis (AGE) associated
with rotavirus A (RVA), norovirus, adenovirus (HAdV), sapovirus (SaV), bocavirus
(HBoV) and astrovirus (HAstV) in children < 5 years attended in the emergency
room of “Hospital da Crianca de Santo Antonio (HCSA)”, Boa Vista, Roraima (RR),
from October 2016 to October 2017. Feces and saliva samples were collected from
734 children, being 485 with AGE and 249 with acute respiratory infection (ARI,
control group). The study was approved by CEP 1,333,480 in 11/23/2015, UFRR.
RVA, norovirus, HAdV, SaV and HBoV were investigated in the 734 fecal samples
and HAstV in 170 samples from children with AGE. In addition, the presence of
HBoV was also investigated in 38 saliva samples; 25 from children with AGE and
13 with ARI. The susceptibility profile of ABO, Lewis and secretor of the histo-blood
group antigens (HBGA) was determined for all 734 children in saliva by
phenotyping and by genotyping. For the FUT2 gene were in 166 samples and for
FUT3 gene in 42 samples. Clinical, epidemiological aspects and the coverage of
the Rotarix® vaccine (RV1) were also assessed. RVA, norovirus and SaV were
investigated by reverse transcription methodology followed by quantitative genomic
amplification (RT-gPCR); HBoV and HAdV by quantitative genomic amplification
(gPCR) and HAstV non-gquantitative genomic amplification (RT-PCR. The
genotyping of HBoV and detection/genotyping of HAstV was performed by PCR
followed by nucleotide sequencing (Sanger method). Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and touchdown PCR followed by nucleotide
sequencing (Sanger) were used respectively for the phenotyping and genotyping of
HBGA. In children with AGE (n=485), the following viral frequencies were
observed: RVA (22.7%), norovirus (38%), HAdV (33.6%), SaV (7.3%) and HBoV
(14.2%). In children with ARI (n=249), the following frequencies were observed:
RVA (19.3%), norovirus (21.3%), HAdV (39.5%), SaV (5.6%) and HBoV (14.1%).
The detection profile of HBoV in the 76 saliva samples paired with feces was
different and correlated with the HBoV genotypes 1 to 3 detected. As for HAstV, in
the 170 samples investigated, the following frequencies and genotypes were
observed: classic HAstV: HAstV3 (0.60%) and HAsV5 (1.8%); Non-classic HAstV:
HAstVMLB1-2 (3.5%), this one being the first description of HAstVMLB2 in Brazil.
The calculated vaccination coverage for RV1 was 61% and children vaccinated in
the age group between 6 and 24 months aged, had higher frequencies of RVA
infection. The 734 children presented mostly (54.5%) the Lea+b+ profile (weak) and
single nucleotide polymorphisms (SNPs) were detected in the FUT2 and FUT3
genes. Susceptibility (HBGA) to HAdV infection was detected in children with AR,
weak profile and blood group A or 0, according to Odds Ratio (OR) values
calculated. The frequencies of viruses detected mainly for norovirus and HAdV in
children with AGE, demonstrate the importance of viral etiology in AGE in children
< 5 years of age during the period of the study and may be related to the factor of
susceptibility to HBGA (including genetic heterogeneity) and the low coverage of
RV1.

Key words: Rotavirus; norovirus; sapovirus; astrovirus; Human adenovirus; human
bocavirus; Amazonian children < 5 years old; Acute diarrheal disease; acute
respiratory infection; Histo-blood group antigens
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HBGA- Do inglés: Histo-Blood Group Antigens - antigenos do grupo histo
sanguineo

HBoV- Do inglés: Human Bocavirus - Bocavirus humano

IOC- Instituto Oswaldo Cruz

IRA- Infecao respiratéria Aguda

LACEN- Laboratério Central de Saude

LVCA- Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental

LRRR- Laboratoério de Referéncia Regional para Rotaviroses

MAstV3 — mamastrovirus 3

MAstV5 — mamastrovirus 5

MVC - Do inglés: Monitoring of Vaccination Coverage — Monitoramento da
Cobertura vacinal.

MDDA- Monitorizacdo das doencas diarreicas Agudas

MLTU- Do inglés: Major Late transcription Unit - Maior Unidade de Transcricao
tardia

MS- Ministério da Saude
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NCBI- Do inglés: National Center for Biotechnology Information - Centro
Nacional de Informag&o em Biotecnologia

NSPs- Do inglés: Non-structural proteins - Proteinas n&o estruturais

NGS- Do inglés: Next Generation Sequencing - Sequenciamento de proxima
geracao ou de nova geracao

OMS- Organizag¢do Mundial da satde

OPAS- Organizacdo Pan Americana da Saude

ORF- Do inglés: Open Reading Frame - Fase de Leitura aberta

PCR- Do inglés: Polymerase chain reaction - Reagdo em cadeia da polimerase
PNI- Programa Nacional de Imunizagdes

gRT-PCR- Do inglés: Reverse transcription-Polymerase chain reaction —
Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa precedida de transcricéo reversa.
RNA(+) - Do inglés: Ribonucleic Acid positive sense - Acido ribonucleico de
polaridade positiva

RNA(-) - Do inglés: Ribonucleic Acid negative sense - Acido ribonucleico de
polaridade negativa

RNAdf - Do inglés: Double-stranded ribonucleic acid - Acido ribonucleico de
dupla fita

RNAm - Do inglés: Messenger ribonucleic acid - Acido ribonucleico mensageiro
RNAsf - Do inglés: Single-ribonucleic acid - Acido ribonucleico de fita simples
RdRp - Do inglés: RNA-dependent RNA polymeraseRNA - polimerase RNA
dependente

RV - Rotavirus

RVA - Rotavirus A

RV1 - Do inglés: Rotarix vaccine - Vacina monovalente (G1P[8]) Rotarix® — RV1
RV5 - Do inglés: Rotateq vaccine - Vacina pentavalente (G1-4, P[8]) Rotateq®-
RV5

RT-PCR- Do inglés: Reverse transcription-Polymerase chain reaction — Reacao
em cadeia da polimerase precedida de transcri¢do reversa.

RRV-TV- Do inglés: Rhesus-human Reassortant Rotavirus Tetravalent Vaccine
-Vacina tetravalente de rotavirus recombinante Rhesus-humana

SaV- Sapovirus

SBP — Sociedade Brasileira de Pediatria

SESAU- Secretaria Estadual de Saude
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SNP- Do inglés: Single nuleotide polimorphism - Polimorfirmo de base Gnica
Sinan — Sistema de Informacgao de Agravos de Notificacéo

Sivep- Sistema de informacéo da vigilancia Epidemiologia

SVS- Secretaria de Vigilancia em Saude

VORH - Vacina Oral do rotavirus humano

VP- Do inglés: Viral Protein - Proteina viral

VPs- Do inglés: Structural proteins - Proteinas estruturais
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Capitulo I: Doencas diarreicas agudas,
virus causadores e fator de
susceptibilidade ao antigeno do grupo
histo-sanguineo.

20



1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), ocorrem a cada ano
em todo o mundo 478 mil mortes de crian¢gas menores de cinco anos de idade
como consequéncia de doenca diarreica aguda (DDA). A DDA é, atualmente, a
quinta maior causa de mortes infantis, configurando-se como um importante
problema de saude publica mundialmente. As criangcas < 5 anos sdo as mais
acometidas, podendo chegar ao 6bito, em consequéncia da DDA. A morbidade
é igualmente distribuida nos 5 continentes; entretanto, a morbidade € maior nos
paises em desenvolvimento ou mesmo regiées em um mesmo pais, como o

Brasil, onde ha desnutricao e falta de saneamento basico (WHO, 2016).
1.1. A doenca diarreica aguda (DDA)

A DDA é uma doenca comum que afeta pessoas de todas as idades,
com complicacdes potencialmente graves em criangas < 5 anos e idosos, que

sdo mais vulneraveis a desidratacao (Blacklow & Greenberg, 1991).

Conceitualmente, a DDA é uma condicao fisiopatologica, em que se
observa aumento da frequéncia, de, no minimo, trés eventos em 24h, e
diminuicdo da consisténcia das evacuacfes, associado ou ndo a nauseas,
vomito, febre e dor abdominal. Pode ser de origem infecciosa ou ndo, sendo
gue nas infecciosas, 0s principais agentes etiolégicos sdo os virus, as
bactérias, os protozoarios e mesmo toxinas naturais produzidas por alguns
destes agentes. Quando néo infecciosas, a origem pode estar relacionada a
intolerancia alimentar, sais com déficit de absorcédo, acidos biliares (apos
resseccao do ileo), gorduras ndo absorviveis, alguns farmacos (por exemplo,
Oleo de ricino, prostaglandinas), horménios peptidicos produzidos por tumores
de pancreas, alergénicos como gluten (doenca celiaca), entre outras (Brasil,
2018).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) (SBP, 2017),
as DDA podem ter origem de outras causas, além das ja citadas anteriormente,

como: alergia ao leite de vaca, deficiéncia da enzima lactase, apendicite aguda
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e uso de antibioticos. A invaginacao intestinal (intussuscepc¢ao) (Charles et al.,
2015) deve ser considerada no diagnéstico diferencial da DDA, principalmente,
no lactente. A intussuscepcdo é a movimentacdo de uma porcao do intestino
dentro de outra e acontece quando uma parte do intestino se adere no interior
de outra, ocasionando uma obstrucdo do 6rgdo. Assim, a DDA pode ser
entendida como um episodio diarreico com as seguintes caracteristicas: inicio
abrupto, etiologia presumivelmente infecciosa, potencialmente autolimitada,
com duragéao inferior a duas semanas, aumento no volume e/ou na frequéncia
de evacuag¢Bes com consequente aumento das perdas de agua e eletrdlitos.
Apesar da definicdo de DDA considerar o limite maximo de duragdo de duas
semanas, a maioria dos casos resolve-se em até uma semana (SBP, 2017).

A DDA pode ter consequéncias graves como desidratacdo, desnutricdo
energeético-proteica e 6bito.

A transmissdo das DDA pode ocorrer pelas vias oral ou fecal-oral, de
maneira direta e/ou indireta, sendo a primeira pelo contato com outras pessoas,
por meio de maos contaminadas e contato de pessoas com animais, € a
segunda pelo consumo de agua e alimentos contaminados e contato com
objetos contaminados, como por exemplo, utensilios de cozinha, acessorios de

banheiros, equipamentos hospitalares (SBP, 2017).

Os manipuladores de alimentos e o0s insetos podem contaminar,
principalmente, os alimentos, utensilios e objetos capazes de reter e
transportar organismos infecciosos. Locais de uso coletivo e de confinamento,
como escolas, creches, hospitais e penitenciarias apresentam maior risco de
transmissao das DDA. Nem sempre € possivel identificar o agente causador da
DDA. A presenca ou ndo de desidratacdo nos casos de DDA pode ser
parametro para categorizacdo e definicdo do tratamento a ser aplicado de

acordo os protocolos da SBP, apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1. Planos de tratamento para criancas desidratadas, de acordo com a
Sociedade Brasileira de Pediatria (2017).

Plano reidratacao

Tipo de tratamento

Plano A

Realizado no domicilio, oferecendo o
soro de reidratacado oral e dieta liquida.

Plano B Realizado na unidade basica de
saude*, oferecendo o soro de
reidratagéo oral e acompanhamento
meédico constante.

Plano C Casos graves, realizado no hospital,

com hidratagdo intravenosa e
avaliacd@o dos eletrolitos.

Legenda: * = Centro de salde do bairro, mais proximo do paciente.

O “manejo” do paciente com DDA é indicado de acordo com o grau de

desidratacéo apresentado pelo paciente (leve, moderada, grave). Além disso, é

necessario fazer a anamnese, observando-se as condi¢des clinicas globais do

paciente, incluindo olhos e fontanela, frequéncias cardiaca e respiratéria,

pressao arterial, temperatura, resposta a estimulos, hidratacdo de mucosas,

estado nutricional, capacidade de ingestdo de liquidos e diurese. Todos estes

parametros clinicos necessitam de profissionais bem treinados, o que nem

sempre acontece nas unidades de saude. A OMS, o Ministério da Saude (MS)

do Brasil, entre outras entidades orientam a avaliacdo do paciente com DDA da

seguinte forma:

Grupo A: paciente bem, alerta, olhos normais, lagrimas presentes bebem
normalmente, sem sede. O exame fisico mostra que o sinal da prega
desaparece rapidamente, tem pulso cheio e enchimento capilar normal
(< 3 segundos). Nao possui sinais de desidratacdo. Deve ser tratado
com Plano A (corresponde a uma desidratacdo leve, anteriormente

definida como Grau ).

Grupo B: paciente esta irritado, intranquilo, olhos fundos, lagrimas
ausentes, bebe rapido e avidamente, sedento. O exame fisico mostra
gue o sinal da prega desaparece lentamente, tem pulso rapido, fraco e
enchimento capilar prejudicado (entre 3 e 5 segundos). Possui sinais de

desidratagdo quando tem 2 ou mais sinais descritos. Deve ser tratado
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com Plano B (corresponde a uma desidratagcdo moderada, anteriormente
definida como Grau Il)

Grupo C: paciente estd comatoso, hipoténico, olhos muito fundos e
secos, lagrimas ausentes, bebe mal ou ndo é capaz de beber. O exame
fisico mostra que o sinal da prega desaparece muito lentamente, tem
pulso muito fraco ou ausente e enchimento capilar muito prejudicado (>
5 segundos). Possui sinais de desidratag&o grave quando tem 2 ou mais
sinais descritos, sendo pelo menos um dos destacados em acima. Deve
ser tratado com Plano C (corresponde a uma desidratacdo grave,

anteriormente definida como Grau III).

Um ponto muito importante no tratamento das DDA é a manutencado da
alimentacdo que forneca quantidade energética apropriada, sendo unanime a
recomendacdo das diversas entidades (OMS, MS e SBP) para manter o
aleitamento materno durante o quadro diarreico. Ao longo da etapa de
expansao/reversao da desidratacdo, pode ser necessario recomendar jejum
provisorio, até que o0 paciente apresente novamente condicbes de ser

alimentado por via oral (SBP, 2017).

O emprego do zinco (Zn™") nos casos de DDA tem reduzido a duracio
do quadro agudo, que tende a durar menos de sete dias, além de prevenir
novas ocorréncias nos trés meses subsequentes, estando indicado nos
quadros de DDA nas criangas <5 anos (SBP, 2017). A vitamina A tem sido
administrada nas regibes Norte e Nordeste do Brasil, onde as criancas
apresentam caréncia desta vitamina (Rocha et al., 2015). Estas medidas

reduzem o risco de hospitalizacdo e de mortalidade por DDA.

Em meados do ano de 2016, o MS distribuiu para as Unidades de Saude
um cartaz, com a obrigatoriedade de ser afixado, com todas as informacfes
para o Manejo das DDA, devido ao grande impacto desta doenca na morbi-

mortalidade infantil (Figura 1).
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Figura 1 Cartaz informativo, distribuido pelo Ministério da Saude em 2016,
guanto ao Manejo de portadores da doenca diarreica aguda (DDA).

1.2. Relevancia mundial da doenca diarreica aguda

A Figura 2 apresenta o perfil de mortalidade mundial que ocorre em
criancas <5 anos de idade causado por DDA (GBD: Diarrhoeal Disease
Collaborators, 2016). Em paises de baixa renda localizados na Africa e Asia a
mortalidade esta acima de 100 mortes por 100.000 habitantes e por isso as
DDA séo a principal causa de 6bitos, segundo a OMS. Em paises de renda
média localizados na América do Sul, Central, e alguns paises da Africa, a
mortalidade esta entre 10 até 100 mortes por 100.000 habitantes; sendo que
nestes paises (incluindo o Brasil) as DDA representam a quinta causa de ébitos
em criancas <5 anos de idade. Em paises com alta renda, do continente
Europeu e Cuba principalmente, a mortalidade causada por DDA nédo é

superior a 10 mortes por 100.000 habitantes (GBD: Diarrhoeal Disease
Collaborators, 2016).
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Figura 2 - Perfil de mortalidade causada por Doenca Diarreica Aguda (DDA)
segundo a distribuicio mundial. Adaptado de GBD: Diarrhoeal Disease
Collaborators, 2016.

A morbidade devido a DDA ocorre principalmente em paises onde as
condicbes de saneamento basico sdo precarias, a disponibilidade de agua
tratada € limitada e a qualidade dos alimentos € duvidosa quanto ao preparo e
higienizacdo. Como consequéncia, a morbidade causada por DDA representa,
ainda, gastos para o sistema de saude. Embora nas dltimas décadas a
mortalidade associada as DDA tenha diminuido significativamente, a
morbidade ndo seguiu esta mesma tendéncia de reducdo (Mokomane et al.,
2018). As medidas que reduziram a mortalidade causada por DDA foram
principalmente condutas aplicadas nas unidades de saude publica, tais como a
reidratacdo oral e a promocdo do aleitamento materno (Mokomane et al.,
2018).

1.3. A situacdo da doenca diarreica no Brasil, na regido Norte e no estado de

Roraima.

No Brasil, a DDA passou da 82 causa de morte, em 1990, para a 302 em
2010, com reducdo de 82%. Em relacdo a morte prematura, passou do 4°
lugar, em 1990, para o 25° em 2010; e de uma maneira geral, houve
diminuicdo das mortes por DDA para o periodo de 1990 a 2010 (Brasil, 2017).
Diante da magnitude das DDA, em 1992, foi implantada uma Vigilancia
Sentinela, denominada “Monitorizacdo das DDA’ (MDDA). Atualmente, é
designada Vigilancia Epidemiolégica das DDA e regulamentada pela Portaria
de Consolidacdo GM/MS n°® 5, de 28 de setembro de 2017 (Anexo XLIII).
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Desde 2006, os casos atendidos nas unidades de saude sentinelas (US) séo
registrados no Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemiolégica das
Doencas Diarreicas Agudas (Sivep-DDA) (Brasil, 2017).

Os casos individuais de DDA s&do de notificagdo compulséria em
unidades sentinelas (MDDA). O principal objetivo da Vigilancia Epidemiolégica
das DDA é monitorar o perfil epidemiolégico dos casos, visando detectar
precocemente surtos, especialmente os relacionados ao acometimento entre
menores de cinco anos; agentes etioldgicos virulentos e epidémicos, como é o
caso da colera; situacdes de vulnerabilidade social; seca, inundacbes e
desastres ambientais. O monitoramento dos casos registrados no Sivep-DDA é
realizado pelo acompanhamento continuo dos niveis endémicos para verificar
alteracdo do padrdo da doenca em localidades e periodos de tempo
determinados. Diante da identificacdo de alteracdes no comportamento da
doenca, devem ser realizadas investigacao e avaliacao de risco para subsidiar

as acoes necessarias (Brasil, 2017).

Em 2017 a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS)-MS apresentou
resultados baseados em um estudo descritivo sobre a morbimortalidade das
DDA no Brasil coletando informacfes deste agravo notificadas no periodo de

2000 a 2015. Os dados apresentados foram os seguintes:

1. Entre o periodo de 2007 a 2015, foram registrados, no Brasil,
34.568.644 casos de DDA atendidos em US para MDDA. O numero de
casos de DDA registrados em 2015 foi de 4.231.052, aproximadamente
12,5% de casos a menos que em 2014. Quanto ao comportamento das
DDA nas regides, a Sudeste e a Sul tém apresentado ascensao do
namero de casos ao longo dos anos, enquanto que as regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste apresentam comportamento com pequenas

variacoes (Brasil, 2017);

2. Entre 2007 e 2014, observa-se em todas as regifes do Brasil,
aumento sazonal nos periodos referentes aos meses de janeiro a abril

e de agosto a setembro;
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3. Considerando os 34.568.644 casos registrados no periodo de
2007 a 2015 no Brasil, as faixas etarias mais acometidas por DDA
foram as maiores de 10 anos (55%), seguidos das faixas de 1 a 4 anos
(25%), de 5 a 9 anos (12%) e menores de 1 ano (7%). O mesmo perfil
foi observado em 2015, embora o percentual de casos na faixa etaria
de maiores de 10 anos tenha sido de 61% e na faixa etaria de 1 a 4
anos de 20%.

4.  Quinze por cento dos Obitos por DDA que ocorreram no ano de
2015 foram de criangas < 5 anos; embora entre os anos de 2000 a
2015, tenha-se verificado um declinio na tendéncia da taxa de
mortalidade por DDA no Brasil, com redugéo de aproximadamente 0.11

ao ano.

A regido Norte do Brasil € composta pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Para, Rondbnia, Roraima (RR) e Tocantins. Ela esta localizada
entre 0 macico das Guianas (ao Norte), o Planalto Central (ao Sul), a
Cordilheira dos Andes (a Oeste) e 0 Oceano Atlantico (a Noroeste). Esta regido
esta dentro da regido amazobnica, que inclui a Amazodnia Internacional (Brasil,
Bolivia, Peru, Equador, Coldmbia, Venezuela, Republica Cooperativista da
Guiana, Guiana Francesa e Suriname) e Amazonia Legal, que compreende 0s

estados da regido Norte e os estados do Maranh&o e Mato Grosso (Figura 3).

Com extensd&o territorial de 3.853.322,2 Km?, a regido Norte é a maior do
territorio brasileiro, correspondendo a 45% da area total do pais. Quanto aos
aspectos fisicos, o Norte possui as seguintes caracteristicas: o clima
predominante € o equatorial, apresentando temperaturas elevadas e altos
indices pluviométricos e de umidade, a vegetacéo € abundante, composta pela
floresta Amazénica, e a hidrografia € representada pelos grandes rios das
bacias hidrograficas Amazbénica e do Tocantins. Conforme contagem
populacional realizada em 2010, pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a populacédo total € de 15.864.454 habitantes, dos quais
73,5% residem em areas urbanas. A regido Norte apresenta a densidade

populacional de 4,1 habitantes/Km?, sendo esta a menor por regido brasileira.
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O crescimento demografico € de 2,1% ao ano, considerada a maior média do
Brasil.

Sua  populacdo apresenta grande  heterogeneidade, pois
aproximadamente 228 mil indios de diversas etnias vivem nessa regido. No
gue tange aos aspectos negativos, os estados da regido Norte, além das
dificuldades de locomocao relacionadas a geografia, apresentam problemas
sociais graves, tais como: insuficiéncia de saneamento béasico, analfabetismo
(atingindo 10% da populacéo) e a mortalidade infantil (23,5 a cada mil nascidos
vivos) (IBGE, 2010).

Regido Norte do Brasil

- Amazénia Brasileira/Legal

- Amazédnia Internacional

GUIANA
SURINAME

GUIANA FRANCESA
COLOMBIA ’

BOLIVIA

Figura 3 — Mapa da regido amazonica, composta da Amazénia Legal,

Internacional e regido Norte do Brasil. Fonte: Portal Paramazb6nia 2016.

Os casos notificados de DDA na regido Norte do Brasil correspondem a
13% do total do pais, em relacdo aos outros estados brasileiros (periodo
correspondente aos anos de 2007 a 2015) e ocorrem principalmente nos

meses de janeiro a maio (Brasil, 2017).
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A Figura 4 (Sivep DDA/VEDDA/SVS/Ministério da Saude) claramente
mostra a manutengcdo do numero de casos (morbidade) de DDA notificados na
regido Norte entre os anos de 2007 a 2017. Entretanto, houve um declinio na
taxa de mortalidade no mesmo periodo na regido (Brasil, 2017).

Numero de casos de DDA registrados por ano e
regiao. Brasil, 2007 a 2017.
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Figura 3 — Numero de casos de Doenca Diarreica Aguda (DDA) notificados
durante o periodo de 2007 a 2017, registrado pelo sistema de vigilancia
epidemiologica do Ministério da Saude (Sivep_DDA/VEDDA/SVS/Ministério da
Saude).

O estado de Roraima (RR) é um dos sete estados da regido Norte do
Brasil. Tem como limites geograficos a Venezuela, ao Norte e Noroeste;
Republica Federativa da Guiana, ao Leste; Para, ao Sudeste; e Amazonas, ao
Sul e Oeste. Ocupa uma area aproximada de 224.300,506 mil km2 e sua capital
€ Boa Vista. O estado é o0 menos populoso e com a menor densidade
demografica na federacdo: populacdo de 605.761 e 2,33 habitantes/km?,
respectivamente (IBGE, 2010). Sua economia, baseada principalmente no
setor terciario, registra uma alta taxa de crescimento, embora seu Produto
Interno Bruto (PIB) de $ 9,027 bilhdes represente apenas 0,15% do PIB

brasileiro, o0 menor do pais. Situado numa regido periférica da Amazénia Legal,
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no Noroeste da regido Norte do Brasil, a floresta amazonica é o que predomina
em RR. O clima varia de acordo com a regido territorial: a) clima equatorial
(quente e umido) nas regides Norte, Sul e Oeste do estado; com a temperatura
média anual de 24°C; b) clima tropical na regido Leste do estado, com estagao
seca bem definida, com a temperatura média de 24°C e menor indice
pluviométrico. O estado de RR possui uma extensa hidrografia e faz parte da
bacia do rio Amazonas, baseando-se basicamente na sub-bacia do rio Branco
(45.530 km?), um dos efluentes do rio Negro, 0 maior e mais importante do
estado.

Roraima é constituido por 15 municipios, tendo a populacéo roraimense
das seguintes etnias: brancos (24%), negros (4%), pardos (61%) e indigenas
(11%). De acordo com a Fundacio Nacional do indio (FUNAI), a populacéo
indigena é formada por 46.106 pessoas. No entanto, nem todos se declararam
indigenas, ocasionando um aumento no percentual de individuos pardos. A
populagdo indigena esta dividida nas seguintes etnias: Yanomamis (15.000);
Ingaricé, Macuxi, Patamona, Taurepang, Waimiri-Atroari, Wai-Wai e Wapixana
(31.106). O Atlas Digital do Brasil 2016, lancado IBGE, apontou que 83,2% da
populacdo indigena de RR vive em terras demarcadas, o maior percentual
entre todos os estados brasileiros. A Figura 5 apresenta as terras demarcadas
do estado de RR (IBGE, 2010)
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TERRAS INDIGENAS DEMARCADAS NO ESTADO DE RORAIMA
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Figura 4 - Mapa de Roraima apresentando as terras indigenas demarcadas
(IBGE, 2010).

Entre os anos de 2014 e 2017, foram notificados, mediante o
preenchimento das planilhas da area técnica e do Sivep-DDA no estado de RR,
90.558 casos de DDA; sendo 18.762 casos em 2017. Na semana
epidemiologica (SE) 07, foi verificado um aumento de numeros de casos
detectados pelo MDDA em RR: 556 casos no total; sendo 48 em criangas < 1
ano de idade; 171 em criangas >1 e <4 anos de idade; 57 em criancas >4 e <9
anos de idade; e 280 criangas = 9 anos de idade. No municipio de Iracema
esse aumento foi significativo, passando de zero na SE 01, para 24 casos na
SE 07, reduzindo e se mantendo estavel nas semanas seguintes. Os
municipios de Boa Vista, Caracarai e Roraindpolis apresentaram um numero
de notificacbes maior em 2016 em relacdo aos outros anos. Foram 131
unidades sentinelas monitorando, o que pode ter contribuido com o aumento
no numero de casos deste ano, segundo o Relatério Anual de Epidemiologia
2017. O ano de 2017 apresentou o menor numero de casos para 0S municipios
de Alto Alegre, Boa Vista, Caracarai, Caroebe, Mucajai, Normandia,
Pacaraima, Roraindpolis, Sado Luiz e Uiramuta, até a semana epidemioldgica
47. Em relacdo a prevaléncia das DDA por idade, observa-se que a faixa etaria

mais acometida foi a de 210 anos de idade.
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Isto, segundo o Relatério Anual de Epidemiologia 2017 (SESAU-RR,
2018), se deve principalmente ao nimero de criangas que compdem essa faixa
etaria. Cabe ressaltar, contudo, que o perfil epidemiolégico das DDA nos dias
de hoje vem se alterando, tendo em vista, principalmente, o surgimento de
novos patégenos denominados emergentes. As Figuras 6 e 7 resumem a
situacdo das DDA em RR (SESAU-RR, 2018). A Figura 8 representa a situagéo
das DDA em que os rotavirus A (RVA), foram identificados como o agente

etioldgico.
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Figura 5 - Distribuicdo das notificacdes de Doenca Diarreica Aguda (DDA) no
estado de Roraima da 12 Semana Epidemioldgica de 2014 até a 472 de 2017
(SESAU-RR, 2018).
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Figura 6 - Distribuicdo das notificacbes de Doenca Diarreica Aguda (DDA) no
estado de Roraima por faixa etaria no periodo de 2014 a 2017 (SESAU-RR,
2018).
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Figura 7 - Numero de notificacdes de Doenca Diarreica Aguda (DDA) e casos
confirmados positivos para rotavirus A no periodo de 2014 a 2017 (SESAU-RR,
2018).

1.4. Agentes etiologicos virais causadores das doencgas diarreicas agudas

Na década de 1970, amostras fecais oriundas de criangas com DDA,
analisadas pela metodologia de Microscopia Eletrénica (ME), permitiram a
identificacdo de dois principais virus responsaveis pela etiologia das DDA: os
rotavirus A (RVA) (Bishop et al., 1973; Flewett et al., 1973) e 0s norovirus,
denominado inicialmente de Norwalk virus (Kapikian et al., 1972; Kapikian,
2000). A partir destas descri¢cdes e atraves da ME outros virus foram descritos

relacionados a etiologia das DDA.

Atualmente, varios agentes virais tém sido relacionados a ocorréncia das
DDA; com frequéncias de deteccdo maiores ou menores dependendo dos
paises ou de uma determinada regido, conforme revisado recentemente.
Entretanto, apesar dos avancos nas tecnologias disponiveis de diagndstico,
50% dos casos das DDA nao tém etiologia definida (Malik et al., 2019).

Para este estudo, foram eleitos os RVA, norovirus, sapovirus,
Adenovirus humanos (HAdV); também foi investigada a presenca dos
Astrovirus humanos classicos (HAstV, gendtipos de 1 a 8), ndo classicos
(HAstVMLB, genotipos 1 a 3) e bocavirus humanos (HBoV), -cujas

caracteristicas biolégicas e epidemioldgicas, sdo descritas a seguir.

1.4.1. Os rotavirus A
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Os rotavirus causam de 25-65% das DDA infantis graves em todo o
mundo. S&o classificados na familia Reoviridae, género Rotavirus. Dez
espécies diferentes de rotavirus (A — J) foram identificadas e classificadas com
base nas diferencas de sequéncia e antigenicidade da proteina viral VP6, que
constitui o capsideo intermediario da particula viral. Os RVA séo os principais
agentes etioldgicos virais da DDA em criancas < 5 anos de idade, em todo o
mundo (Crawford et al., 2018).

O genoma dos RVA é constituido por &cido ribonucléico (RNA), fita
dupla (dsRNA), contendo 11 segmentos, sdo desprovidos de envelope,
possuem uma arquitetura complexa de trés capsideos concéntricos, que
envolvem o dsRNA (Figura 9). Os segmentos de dsRNA codificam seis
proteinas virais estruturais: VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7; e seis proteinas
nao estruturais: NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6. Cada segmento
genbmico codifica uma proteina viral (monocistronico); sendo excecdo o

segmento 11 que codifica duas proteinas: NSP5 e NSP6 (Figura 9).

As VPs, que constituem a particula viral madura, determinam a
especificidade do hospedeiro, o reconhecimento do receptor celular para
adsorcao e penetracdo na célula e contém os epitopos responsaveis pela
ativacdo da resposta imune. As NSPs estdo envolvidas na replicacdo do
genoma e no antagonismo da resposta imune inata (um papel particular para a
NSP1) e enterotoxina viral NSP4, responsavel pelo mecanismo secretorio da
DDA. A proteina VP4 é proteoliticamente clivada em VP8* e VP5*. A proteina
estrutural VP2, as enzimas VP1 e VP3 e 0 genoma viral compdem o nucleo
viral da particula infecciosa. A proteina VP6 determina as especificidades de
espécies, grupos e subgrupos. A camada externa do capsideo € composta por
duas proteinas, VP7 e VP4, que induzem uma resposta imune em hospedeiros
infectados, levando a producéo de anticorpos especificos para o RVA (revisado
por Crawford et al., 2018).
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Figura 8 — Estrutura dos rotavirus A (RVA): a) micrografia eletrbnica de
particulas dos RVA; b) esquema representativo da particula viral, com triplo
capsideo: capsideo interno constituido pela proteina viral (VP) 2; capsideo
intermediario constituido pela VP6; capsideo externo constituido pelas VP4 e
VP7; c) perfil de migracao eletroforética dos 11 segmentos de dsRNA viral, com
a identificacdo das respectivas proteinas codificadas para o RVA simio (SA11),
adaptada de Crawford e colaboradores (2018).

Os RVA possuem uma classificacdo binaria: genotipos G e genotipos
[P], com base na sequéncia nucleotidica dos segmentos 7, 8 ou 9 (VP7) e 4
(VP4). Nesta classificacédo binaria, o genotipo G (glicoproteina), corresponde a
sequéncia nucleotidica que codifica para a proteina VP7; enquanto o genotipo
P (protease sensivel) corresponde ao segmento gendémico que codifica para a
proteina VP4. Até o momento, 36 genotipos G e 51 gendtipos P de RVA foram
descritos mundialmente. Entretanto, seis genétipos G (G1, G2, G3, G4, G9 e
G12) e trés genotipos P (P[4], P[6] e P[8]) sdo prevalentes mundialmente,
sendo representados pelas seguintes combinacdes binarias: G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8], G9P[8] e G12P[8] (Carvalho-Costa et al., 2019).

Uma nova proposta de classificacdo, principalmente para cepas menos
comuns e gque necessitam uma melhor caracterizacao, principalmente para se
determinar a potencial origem animal, estudos de evolucdo viral, estudos de
recombinacédo génica foi denominada de “constelagdo génica” (Matthijnssens et
al., 2011). Para esta classificacdo, ha a necessidade do seguenciamento

completo dos 11 segmentos gendmicos (Matthijnssens et al., 2018).

1.4.1.1. Vacinas para rotavirus A
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O desenvolvimento de uma vacina para prevenir a infecgdo pelos RVA e
diminuir a mortalidade e morbidade pelas DDA e que fosse eficaz e indcua, foi
prioridade nas agbes da OMS. O objetivo principal era a reducdo da morbi-
mortalidade das criangas nos dois primeiros anos de vida. Os estudos com as
candidatas a vacina evoluiram desde os chamados procedimentos Jennerianos
(Vesikari et al., 1984), utilizando cepas de RVA oriundas de animais; seguido
das vacinas de segunda geracao, até estratégias que envolvem técnicas de
engenharia genética. Dentre as varias estratégias vacinais desenvolvidas,

destacaram-se:

A Rhesus-human Reassortant Rotavirus Tetravalent Vaccine (RRV-TV)
foi a primeira vacina contra RVA avaliada no Brasil, sendo testada nos meados
da década de 1990, em Belém, Para (Linhares et al., 1996). A RRV-TV
envolveu o rearranjo genético entre quatro cepas atenuadas de origens simia e
humana (4x10* pfu/dose) e foi objeto de estudos clinicos realizados em paises
desenvolvidos e na América do Sul: Peru, Brasil e Venezuela. Os resultados
indicaram eficacia em relacdo aos episodios mais graves, alcancando indices
comparaveis aos outros estudos com tal imunizante em concentracdes mais

elevadas (Joensuu et al., 1997; Pérez-Schael et al., 1997).

A andlise dos resultados da RRV-TV alcancados nos varios ensaios
clinicos ensejou em julho de 1998 no licenciamento da primeira vacina RVA
nos Estados Unidos da América (EUA), denominada de Rotashield®, com a
recomendacdo do esquema de trés doses: aos 2, 4 e 6 meses de idade (CDC,
1999a). Entretanto, nove meses depois e com mais de um milhdo de doses
aplicadas em aproximadamente 500 mil criancas nos EUA, a vacina foi retirada
do programa de imunizacdo. Esta decisdo foi fundamentada em ampla
avaliacdo de casos notificados de intussuscepcédo associada a vacina (CDC,
1999b). As analises subsequentes dos dados registrados confirmaram esta
correlacdo, porém com o risco estimado entre 1/10.000 a 1/32.000, e com
maior ocorréncia no terceiro a décimo quarto dia apdés a primeira dose, em
criancas acima dos 3 meses de idade, o que evidenciou nitida associacdo com
a faixa etaria (Murphy et al., 2003). Os ensaios clinicos com esta vacina foram

descontinuados.
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Em 2006, a Organizacdo Pan Americana da Saude (OPAS) e a OMS
declararam que a introdugdo de uma vacina para RVA era prioridade nas
Ameéricas com a meta de prevenir mortes e hospitalizac6es causadas por este
virus. Duas vacinas foram entdo recomendadas: a monovalente Rotarix® (RV1)
gue deriva de uma amostra humana atenuada (G1P[8], cepa RI1X4414) (Ruiz-
Palacios et al., 2006); e a pentavalente RotaTeq® (RV5), originada a partir de
reestruturacdes genéticas entre amostras humanas e bovina, que contém os
RV gendtipos G1, G2, G3, G4 e P[8] (Vesikari et al., 2006).

Até o momento, 95 paises incorporaram uma das duas vacinas
disponiveis em seu Programa Nacional de Imunizacfes (PNI) e alguns paises
como a Austrdlia, disponibilizam as duas vacinas. O Brasil introduziu a RV1 em
seu PNI em margo de 2006, entretanto a vacina RV5 encontra-se disponivel
em clinicas privadas. Dados de oito paises de alta renda e paises de renda
média demostraram um declinio de 49-89% nas interna¢cdes hospitalares
associadas aos RVA e um declinio de 17 a 55% em internacdes hospitalares
associadas a DDA causadas por todas as causas entre criancas < 5 anos de
idade, logo nos dois primeiros anos de introducdo das vacinas (Banyai et al.,
2018). Estudos realizados no Brasil e América Latina demonstraram reducao
da morbimortalidade e das hospitalizacbes associadas a DDA tendo como
agente etioldgico o RVA (do Carmo et al., 2011; Ichihara et al., 2014; Linhares
& Justino, 2014; de Oliveira et al., 2015).

Como descrito, a RV1 € a vacina utlizada pelo PNI do Brasil.
Considerada de carater estratégico a sua producéo nacional pelo MS, em 2008
o Instituto de Tecnologias em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos, Fundacgéo
Oswaldo Cruz) assinou com a multinacional GlaxoSmithKline® um acordo de
transferéncia de tecnologia. A apresentacdo da vacina € uma suspenséao oral
(vacina oral para rotavirus humano, VORH), contendo no minimo 106,0
CCID50 de virus atenuado em excipientes. A VORH é indicada em duas doses,
seguindo os limites de faixa etaria: primeira dose aos dois meses (limites de 1
més e 15 dias até, no maximo, 3 meses e 15 dias) e a segunda dose aos

guatro meses (limites de 3 meses e 15 dias até no maximo 7 meses e 29 dias).
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A RV5 é produzida pela Merck Vacines® e esta disponivel somente na
rede privada, sendo recomendada em trés doses: aos 2, 4 e 6 meses de idade.
A primeira dose deve ser administrada no maximo até o terceiro més e 15 dias
de vida; e a terceira dose até sete meses e 29 dias de vida. O intervalo entre as
doses deve ser de dois meses, podendo ser de, no minimo, quatro semanas.
Iniciada a vacinag&o, recomenda-se completar o esquema com a vacina do

mesmo laboratério produtor (SBP, 2017).

Dados do MS de 2016-2018, apontaram uma cobertura vacinal abaixo
das metas estabelecidas para a VORH, uma vez que 0s percentuais
alcancados ficaram abaixo do preconizado (meta pactuada acima de 95%),
como é possivel observar na Figura 10. Os resultados para o pais como um
todo mostraram que a proporcao de abandono para a maioria das vacinas do
calendario infantil variou entre média e alta no periodo de 2016-2018. Registra-
se o0 alto indice de abandono para a VORH provavelmente devido ao intervalo
de aplicacdo da 22 dose entre quatro e sete meses (Figura 10).
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Figura 9 - Resultados da cobertura vacinal da VORH no ano de 2016-2018
para as regifes brasileiras (BRASIL, 2019).

Com relacdo a cobertura vacinal para a VORH no estado de RR, as
Figuras 11 e 12 apresentam os dados por municipios nos anos de 2016 e 2017
disponiveis pelo PNI, mostrando baixas coberturas em Roraima (BRASIL,
2019). As coberturas vacinais para VORH verificadas e apresentadas nas

Figuras 10 e 11 (anos de 2016 e 2017) variam, onde em alguns municipios
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estdo muito abaixo das coberturas minimas estabelecidas pelo PNI. Baixa
cobertura vacinal € um dos fatores para explicar a circulagdo dos RVA nas
populagbes (Bucardo & Nordgren, 2015). No entanto, poucos estudos até o
momento envolvendo amostras de criancas que vivem no estado de RR foram
desenvolvidos, sendo objeto deste estudo.

Cobertura vacinal VORH ano de 2016

Percentual (%)

Municipios

Figura 10 - Resultados da cobertura vacinal da VORH no ano de 2016 para os
15 municipios do estado de Roraima. Os dados foram coletados do informativo

do Programa Nacional de Imunizacdes do Brasil para a confeccdo do grafico
(BRASIL, 2019).
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Figura 11 - Resultados da cobertura vacinal da VORH no ano de 2017 para os
15 municipios do estado de Roraima. Os dados foram coletados do informativo
do Programa Nacional de Imunizacdes do Brasil para a confeccdo do grafico
(BRASIL, 2019).

1.4.1.2. Epidemiologia molecular dos rotavirus A no Brasil

A frequéncia de deteccdo dos RVA no Brasil varia de 3,1% a 40%,
dependendo da regido do Brasil (Santos et al., 2017). Logo apds a introducéo
da vacina RVA pelo PNI em 2006, uma alta proporcdo de casos de DDA no
Brasil foram causados pelo genotipo G2P[4], uma cepa heterotipica para a qual
a vacina tem menor eficacia (Gurgel et al. 2009, 2007). Santos e colaboradores
(2017) analisaram a proporcdo de gendtipos de RVA relatados em 1436
publicagdes durante periodos que compreendem os anos de <1995 a 2015. Os
gendtipos circulantes neste periodo no Brasil foram principalmente G1P[8],
G2P[4] e G9P[8]. Também foram detectados os genodtipos G3P[8], G4PJ[8],
GNT P[6], G2P[6], G1P[6], G3P[6] e G12P[8]. Analisando amostras de fezes de
16.185 criancas representando as cinco regides do Brasil, com DDA até 12
anos de idade no periodo de 1996 a 2005 (era pré-vacina RVA) e de 2006 a
2017 (era pos-vacina RVA), Carvalho-Costa e colaboradores (2019)
detectaram os gendétipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], G9P[8], G12P[8].

Recentemente Gutierrez e colaboradores (2020) analisaram 1536

amostras de fezes de criancas e adultos com DDA, recebidas no Laboratério
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de Referéncia Regional em Rotavirus-LVCA das regides Sudeste (estados
Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro); Nordeste (estados Bahia,
Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe) e Sul (Rio
Grande do Sul e Santa Catarina), durante 2018 e 2019. Os gendtipos de RVA
circulantes detectados foram: G3P[8], G3P[6], G9P[8], G1P[8], G12P[6],
G6P[8], G2P[6]. Todos os estudos que envolvem identificacdo de gendtipos
circulantes detectam G (VP7) e P(VP4) combinacdes onde um dos genes sao
genotipados, 0 que representa muito bem a diversidade dos RVA circulantes no
Brasil.

1.4.1.2.1. A diversidade de gendtipos dos rotavirus A circulantes na
regido Norte do Brasil.

Na era pré-vacinal o primeiro estudo que mostrou a circulagdo de RVA
no Brasil e na regido Norte foi 0o apresentado por Linhares e colaboradores
(1981) e a frequéncia dos RVA foi de 75.6% (127/168) em crianc¢as < 5 anos no
estado do Para. Stewien e colaboradores (1991) apresentaram uma frequéncia
de deteccdo de RVA em criancas < 1 de idade de 25% (120/479) no estado do

Maranhao.

Na era pos-vacinal foram apresentados varios estudos no Para (Linhares
et al., 2011; Guerra et al., 2015; Costa et al., 2016; Justino et al., 2016), todos
mostrando uma frequéncia entre 16-20% de RVA em criancas < 5 anos. Os
gendtipos observados circulando foram: G1P[8], G2P[4], G9P[8], G12P[8],
G12P[9], G3P[8] e G3P[9] (Linhares et al., 2011; Linhares et al., 2011; Gomes
et al., 2014; Guerra et al., 2016; Bezerra et al., 2017; Santos et al., 2019).

Existe somente um Unico estudo apresentado por Soares e
colaboradores (2014), em que 258 amostras de fezes, coletadas de criancas <
5 anos, provenientes dos estados da regido Norte: Acre, Amazonas, Amapa,
Par4, Rondbnia e RR, foram avaliadas para a presenca dos RVA. O genotipo
G2P[4] teve a prevaléncia de 41% (106/258), sendo também detectados outros
gendtipos de RVA: G3P[6], G1P[8], G3P[8], GI9P[8] e G12P [6]. Neste estudo,

apenas 25 amostras foram provenientes de RR, sendo os RVA detectados em
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13 das 25 amostras testadas (52%), sendo o genétipo G2P[4] também

prevalente.
1.4.2. Os norovirus

A estimativa mundial da frequéncia de infec¢éo por norovirus é de 18%
(Ahmed et al., 2014) e estes agentes etioldgicos sdo a segunda maior causa de
DDA em criangcas e, atualmente, os patdégenos mais importantes quando
considerados surtos de DDA em populagdes humanas em diferentes faixas
etarias (Banyai & Estes, 2018; Chhabra et al.,, 2019). Sdo cada vez mais
frequentes surtos causados por norovirus, cuja facilidade de transmisséo é
superior quando comparados aos RVA, principalmente pelos seguintes
motivos: acometem todas as faixas etarias; a transmisséo é facilitada em locais
confinados, como creches, asilos, escolas e navios, bem como ambientes
hospitalares; sdo muito resistentes as condicdes ambientais e tendem a
permanecer infecciosos por longos periodos em superficies; a transmissao por
veiculacao hidrica e alimentos contaminados (frutas, verduras, frutos do mar);
ocorrendo a transmissao fecal-oral e até mesmo por vias aéreas, devido aos
aerosois contendo particulas virais presentes nos vomitos; cerca de 30% das
pessoas infectadas pelos norovirus sdo assintomaticas, mas podem transmitir
a doenca; individuos infectados por norovirus continuam transmitindo a
infeccdo por até trés semanas, devido a eliminacdo de particulas infecciosas

pelas fezes, mesmo que este individuo infectado tenha melhora clinica.

Os norovirus sdo virus ndao envelopados, genoma RNA fita simples
linear, de polaridade positiva e pertencem a familia Caliciviridae, género
Norovirus. O genoma viral € organizado em trés fases de leitura aberta (Open
Reading Frame, ORF). A ORF1 codifica uma poliproteina, que é clivada por
uma protease viral em seis proteinas ndo estruturais (NS1/2-NS7), sendo a
NS7 a RNA polimerase RNA dependente (RpRd). As ORFs 2 e 3 originam as
proteinas do capsideo viral (Viral Protein, VP), respectivamente, identificadas
como VPl (maior) e VP2 (menor) (Pogan et al., 2018). A representacéo
esquematica dos norovirus, mostrando a organizacdo gendmica e as proteinas

nao estruturais e virais esta apresentada na Figura 13.
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Figura 12 - Particula dos norovirus humanos mostrando a localizagdo externa
das proteinas virais (VP1) (Viralzone, 2016). 2. Esquema representativo da
organizacdo gendbmica e protéica dos norovirus humanos mostrando a
localizagao da porgéo 3’ terminal do sinal de poliadenilagdo (AAA) e na porgao
5 a proteina viral genémica (Vpg). Fase de leitura aberta (Open Reading
Frame, ORF).

A classificacdo dos norovirus (Chhabra et al.,, 2019) é baseada na
sequéncia de aminoacidos (VP1) de nucleotideos de toda ORF2 para definicdo
de genogrupos ja estabelecidos (Gl a GVII). Para os genogrupos novos, fica
temporariamente a proposta como GN, até que sejam definitivamente
estabelecidos, conforme critério de ocorréncia geogréafica (Chhabra et al.,
2019). Em paralelo a tipagem pelo sequenciamento da NS7 (RpRd) define os
grupos e tipos P ja estabelecidos ou PN para os novos, usando-se 0Ss mesmos
critérios do GN, até que sejam definitivamente estabelecidos. Assim, norovirus
sdo atualmente classificados em 10 genogrupos e 49 gendtipos (Chhabra et al.,
2019). A classificacdo leva em conta a grande diversidade genética da proteina
VP1, e por isso algumas amostras humanas ndo se encaixam em nenhum dos
gendtipos descritos até o momento, por isso podem ser subdivididos em

variantes. Por exemplo, o genétipo Gll.4, que por mutacdo originou a variante
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Gll.4 Sydney-2015 e que, por recombinacdo, na regido da RpRd com o
GIl.P16, tem sido os genotipos/variantes detectados com maior frequéncia nos
casos de DDA mundialmente. Certamente que novos genotipos e variantes irdo
surgir e serdo estabelecidos nas populagdes, assim como provavelmente
novos genogrupos serdo identificados em outros animais (Banyai & Estes,
2018; Chhabra et al., 2019; Pogan et al., 2018).

Os norovirus Gll sdo os mais prevalentes em todo o mundo e foi
detectado em 81% dos surtos nos EUA em 2017
(https://www.cdc.gov/norovirus/reporting/calicinet/data-tables.html#genotype-
02). O gendtipo Gll.4 é predominante nos casos epidémicos envolvendo
criancas e adultos com quadro de DDA e na ultima década foi o responsavel
por 70-80% dos surtos descritos (de Graaf et al., 2016; Glass et al., 2009; Patel
et al., 2009; Pol¢ et al., 2016).

Variagcdes genéticas ocorrem no Gll.4 fazendo surgir uma variante
pandémica a cada 2 a 3 anos (Gaythorpe et al., 2018). Por outro lado o GII.17,
recentemente tornou-se o gendétipo predominante em algumas partes da Asia
(Gaythorpe et al., 2018); além disso em 2016 ocorreu na Alemanha a

emergéncia de um novo GlI P-16-Gll.2 recombinante (de Graaf et al., 2015).

N&o existe vacina para a prevencdo da infeccdo pelos norovirus, no
entanto estudos de fase Il com vacinas genoétipos GI/Gll (Takeda
Pharmaceutical Company Limited) e RVA/VP6 + NoV GI/GII (Vaccine Research
Center, University of Tampere Medical School, Finland) estdo sendo
conduzidos (O’Brien et a., 2019).

Os norovirus sdo considerados agentes causadores de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) e passou a ter vigilancia pelo MS em 1999
guanto a ocorréncia de surtos, sendo de notificacdo compulsdéria de acordo
com a Portaria de Consolidacdo MS-GM n° 4 de 28 de setembro de 2017. A
ocorréncia deve ser informada no Sistema de Informacdo de Agravos de
NotificagBes (Sinan) do SVS/MS (Brasil, 2019). Surtos de DTA ocorrendo em
Hospitais/Unidades de saude do periodo de 2009 a 2018, foram coletadas com
informacbes de 6.809 notificagcdes, correspondendo a 4,2% dos surtos.

Também em 2431 notificacdes de surtos de DTA no mesmo periodo, em 3,9%
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dos casos o agente etiolégico identificado foi o norovirus, correspondendo a 5to
agente causador (Brasil, 2019). A Figura 14 apresenta o numero de surtos de
DTA notificados, durante os anos de 2009 a 2018, por regido, onde a regido
Norte € uma das regiées do Brasil com menor numero de notificacdes de DTA
(Brasil, 2019).

Surtos de DTA notificados por regido. Brasil, 2009 a 2018*.
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Figura 13 - Perfil epidemiolégico por surtos de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA) notificados por regides do Brasil, nos anos de 2009 e 2018. O

“ye

eixo “y” corresponde ao numero de surtos notificados (Brasil, 2019).

1.4.2.1. Epidemiologia molecular dos norovirus e sapovirus no Brasil

Esses agentes virais tém sido detectados em diferentes ambientes,
alimentos e em amostras de casos de DDA, a frequéncia de deteccdo dos
norovirus tem sido revisada e € bastante variavel no Brasil (Prado &
Miagostovich, 2014; Pol6 et al. 2016). Em fezes de individuos de diferentes
idades varia de 2% a 37%, dependendo da regido do Brasil (Polo et al. 2016).
E descrita uma diversidade de genétipos de norovirus circulantes no Brasil
detectados em ambientes, como rios e esgotos, em alimentos e em fezes de
individuos de todas as idades. Os genotipos detectados séo pertencentes aos
genogrupos | e Il. O genogrupo GIV nunca foi detectado no Brasil, embora
tenha sido detectado em um surto na Argentina em 2004 (Gomes et al. 2004).

Pol6 e colaboradores (2016) apresentaram 0s genoétipos de norovirus
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circulantes na América do Sul, incluindo o Brasil. Nas amostras de DDA, o
gendtipo Gll.4 tem disso o mais frequentemente detectado. Mas também os
gendtipos Gll.1-4, 6-9, 12-17, 20 e 21. Os gendtipos de Gl sdo: Gl.1-4 e 6-7.
Os principais recombinantes detectados foram Gll. P2/GII3, GlI. P4/GIl.1,
Gl.P2/Gl.6. Em 2016, Barreira e colaboradores detectaram um novo
GII.P16/Gll.4 circulando no sudeste do Brasil, o qual tem sido atualmente
frequentemente detectado em criangas com DDA.

Em 2009 e 2016, respectivamente, Xavier e Portal e seus colaboradores
identificaram uma Gnica amostra de SaV (ambas gendétipo GllI1), nos estados
da Bahia e Maranh&o, respectivamente, associado a DDA, os quais foram
pesquisados em mais de 100 amostras de fezes. Posteriormente alguns
estudos foram apresentados, contemplando amostras da regiao norte do Brasil,
gue serdo apresentados a seguir. Em 2014, Oliveira e colaboradores
detectarem SaV em 25 amostras em um total de 539 amostras pesquisadas de
criancas de uma creche no estado de Goias e os genétipos Gl.7 e GI.3 foram
detectados. Sendo assim, nessas regides do Brasil as frequéncia e diversidade
detectada até entdo era baixa. Recentemente, foi reportada uma alta
frequéncia de SaV em Fortaleza em um estudo randomizado realizado pela
rede “MAL-ED”, em que a frequéncia detectada em criangcas com DDA foi
acima de 20% sendo em média o terceiro agente etiolégico em jovens criangas
com DDA (The MAL-ED Network Investigators, 2018). Alguns estudos vém
sendo conduzidos com amostras de criancas da regido norte do Brasil os quais

serdo apresentados abaixo.

1.4.2.1.1 A diversidade dos gendétipos de norovirus circulantes da regiao

norte do Brasil.

Siqueira e colaboradores (2013a, 2013b) descreveram a circulacdo dos
norovirus estudando amostras de criancas da cidade Belém (Para),
principalmente de até dois anos de idade, negativas para a presenca de RVA.
A frequéncia detectada foi em torno de 36% e cerca de 90% das amostras
foram genotipadas como Gll.4. (Siqueira et al., 2013). A prevaléncia de Gll.4
em comunidades afrodescendentes (quilombolas) residentes no estado do

Para também foi descrita (Aragéao et al., 2013).
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No Rio Branco, estado do Acre, foi detectada pela primeira vez a
variante GlI.4 pandémica (Sydney-2012) descrita por van Beek e colaboradores
(2013) em amostras fecais de criancas com menos de oito anos de idade e
com DDA (Silva et al., 2013). Em 2017, a variante GIl.7 que emergiu na Asia
(Kawasaki-2014-2015) descrita por Martin e colaboradores (2017) também foi
identificada na cidade de Belém (Silva et al., 2017).

Estudos com o sequenciamento (método de Sanger) de amostras
clinicas positivas para norovirus no Amazonas e amostras ambientais do Para
demonstraram uma grande diversidade de gendtipos e variantes de norovirus
circulantes, provenientes de criancas e adultos (Hernandez et al., 2016; Costa
et al., 2017) e ambientais (Teixeira et al., 2016, 2017).

Siqueira e colaboradores (2017b) revisaram dados de genotipagem dos
norovirus circulantes de outubro de 1982 a abril de 2011 em 2520 amostras
coletadas de criangcas de Belém e obtiveram um perfil da diversidade dos
genotipos do gene da polimerase e VP1, sendo: GI.P4, Gll.Pa, Gll.Pc, Gll.Pe,
Gll.Pg, GII.Pj, GII.P3, GII.P4, GII.P6, GII.P7, GII.P8, GII.P12,GII.P13, GIl.P14,
Gll.P21 e GII.P22 (polimerase); e GI.3, Gl.7, GIl.1, GII.2, GII.3, GIl.4, GII.6,
Gll.7, GIL.8, GI.10, GII.12, GlI.14, GII.17 e GII.23 (VP1).

Recentemente, das Neves Costa e colaboradores (2019), apresentaram
um estudo onde foi sequenciada uma regido altamente conservada da proteina
VP1 de 12 amostras norovirus positivas e coletadas de criancas com DDA dos
estados do Para e Amazonas nos anos de 2015 e 2016. Todas foram
caracterizadas como a variante GlI.17 que emergiu na Asia (Kawasaki-2014-
2015), mostrando a circulacdo recente desta variante nos estados onde foram

coletadas as amostras.

Até 0 momento, ndo existe nenhum estudo com amostras coletadas de
criancas do estado de Roraima que descreva o genotipo circulante nesta regido

do Brasil.

1.4.3. Sapovirus: familia Caliciviridae, género Sapovirus

48



Apo6s um surto de gastrenterite ocorrido em 1977 na cidade de Sapporo,
no Japao, foi identificado por microscopia eletrénica um virus morfologicamente
semelhante ao norovirus, denominado sapovirus (SaV) devido ao nome da
cidade onde foi descoberto (Schlenker & Surawicks, 2009). Os SaV, assim
como o0s norovirus, pertencem a familia Caliciviridae, porém se diferem na
epidemiologia e sintomatologia, por exemplo, criancas de dois anos de idade
infectadas por norovirus apresentam como sintoma predominante gastrenterite
moderada a grave com vomito sendo o sintoma predominante. Ja no caso de

infeccéo por SaV, apresentam DDA.

O género Sapovirus apresenta somente uma espécie e 7 genogrupos
(de GI a GVIl), sendo GI, Gll, GIV e GV sdo responsaveis por infectar
humanos. Estruturalmente possui simetria icosaédrica, com diametro de 27 a
40 nm, sendo nao envelopados e apresentando RNA fita simples como um
representante da mesma familia dos norovirus (Desselberger, 2019). N&o
existem dados de prevaléncia destes virus, considerados emergentes no
estado de RR; no entanto estudos com amostras da Amazonia (Reymao et al.,
2016) mostraram uma diversidade genética nos genotipos detectados (Gl.1,
Gl.2 and GII.2?-Gl1.47?/GlI.4), sugerindo uma possivel recombinacdo entre os
gendtipos. Recentemente Cilli e colaboradores (2019), sequenciaram todo o
genoma de oito SaV (gendtipos Gl.2 e GI.3) detectados em Belém, estado do

Para.

1.4.4. Astrovirus humanos classicos e nao classicos

Cerca de 30% das DDA que ocorrem em criancas de 0 a 5 anos nao tem
etiologia definida. Sendo assim outros agentes virais podem ser os causadores
das DDA. Os HAstV sado considerados o terceiro agente viral mais comum
identificado relacionados as DDA, representando cerca de 10% das DDA nao
bacterianas (Méndez & Arias, 2013).

Os astrovirus foram descritos por Appleton e Higgins em 1975 (Appleton
& Higgins, 1975); que os identificou por ME; no mesmo ano Madeley

denominou estes virus de astrovirus, pela observacdo de seu formato de
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estrela (Madeley & Cosgrove, 1975). Estes virus apresentam particulas de 28
a 30 nanbmetros (nm) de tamanho, sdo virus ndo envelopados e sao
detectados em amostras de vomitos e diarreia branda em criancas. Estes virus
pertencem a familia Astroviridae com dois géneros; Mamastrovirus e
Avastrovirus, estes Ultimos infectando diversas espécies de aves. O género
Mamastrovirus é subdividido em “espécies” (MAstV1-19); sendo que a espécie
MAstV1 contém os astrovirus humanos (HAstV) gendtipos de 1-8, também
denominados de “classicos”. Através da técnica de sequenciamento de nova
geracdo (Next Generation Sequencing, NGS), novos HAstV “ndo classicos”
infectando diferentes espécies, inclusive o homem, foram descritos. A
diversidade que estes virus apresentam estd relacionada ao potencial

zoonGtico que os mesmos apresentam (Bosch et al., 2014).
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Figura 14 - Representacdo esquematica da organizacdo gendmica e
poliproteinas dos astrovirus humanos (HAstV). Fase de leitura aberta (Open
Reading Frame, ORF), proteina viral (Viral Protein, VP) e enzima RNA
polimerase, RNA dependente-RpRd (RNA dependent RNA polimerase, RARp)
sao apresentadas. A figura adaptada de Bosch et al. (2014).
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O genoma dos HAstV é do tipo RNA fita simples de polaridade positiva
de 6.4 a 7.7kb, dependendo do subtipo e espécie que sera apresentado a
seguir. O genoma contém uma proteina covalentemente ligada a porgédo 5’
terminal (viral protein genome-linked, VPg). O genoma do HAstV é subdividido
em trés ORF, sendo ORF1la, ORF1b e ORF2. A traducéo destas ORF gera trés
proteinas principais denominadas de VP90, nspla e nsplbas, conforme
representado na Figura 15. Apdés clivagens essas proteinas geram outras
proteinas menores, dentre elas a RdRp (Bosch et al., 2014). A classificacdo
dos HAstV que é baseada na andlise filogenética da sequéncia de aminoacidos
(aa) de toda a ORF2 que apds a clivagem gera a proteina do capsideo viral.
Mas existe um numero relativamente limitado de sequéncia completas da
ORF2, fazendo com que a sequéncia da RdRp seja também utilizada para a
deteccdo e genotipagem desse virus (Donato & Vijaykrishna, 2017; Bosch et
al., 2014).

Com relagdo aos HAstV “classicos”, estudos de vigilancia em todo o
mundo mostraram que 0 gendtipo 1 € o mais frequentemente detectado em
criancas, seguido dos genotipos 2 a 5. Ja os gendtipos de 6 a 8 raramente sao
detectados (Donato & Vijaykrishna, 2017). Os HAstV gendtipos de 4 e 8 tém
sido associados a infecgcdo em criancas mais velhas e com DDA com longa
duracédo (> 7 dias), também o genotipo 4 foi isolado de uma crianga com

meningoencefalite (Wunderli et al., 2011).

Os HAstV “ndo classicos” estdo associados a DDA, assim como
complicagbes do sistema nervoso central (SNC) em pacientes
imunocomprometidos; estdo distribuidos em trés espécies: MAstrvV6, 8 e 9
conforme detalhado no Quadro 2. Uma extensa revisdo sobre estes HAstV foi

apresentada por Donato & Vijaykrishna (2017).

Quadro 2 — Astrovirus humanos (HAstrV) “néo classicos” e distribuicdo nos
diferentes géneros de Mamastrovirus.

Espécie de Amostra de astrovirus Deteccdo inicial
Mamastrovirus humano (HAstV)
MAstV6 MLB1 Primeiro HAstV “né&o classico”
detectado na Australia em 1999 (na
cidade de Melbourne, dai o nome
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MLB).

MLB2

Descrito como novo MLB em 2009,
embora ja tivesse sido identificado
na india, porém nao classificado
como um novo HAstVMLB.

MLB3

MLB3 foram detectados pela
primeira vez na India em 2004.

MAstV8

VA/HMO

VA/HMO também foram chamados
de VA1 devido a identificagcéao
simultanea e 2009, destes HAstV na
Virginia (Estados Unidos) por dois
pesquisadores e por geneticamente
serem assemelhados aos virus que
infectam ovinos e vison (Human-
Mink-Ovine-like)

VA2/HMO

VA2/HMO foi identificado em 2009
na Nigéria na India e no Paquistéo.

MAstV9

VA3/HMO-B

VA3/HMO-B foi identificado na india
em 2009

VA1/HMO-C

VA1/HMO-C foi identificado na
Virginia em 2009.

1.4.4.1. Epidemiologia molecular dos astrovirus humanos no Brasil

A frequéncia de deteccdo dos HAstV classicos € em média de 7.5% em

fezes de criancas com DDA das diferentes regifes do Brasil (Xavier et. al.

2015). Os HAstV foram descritos no Brasil pela primeira vez por Leite e

colaboradores (1991) em criancas com DDA no Rio de Janeiro; dez anos

depois o0 gendtipo 1 foi detectado em criancas de uma creche também do Rio

de Janeiro (Silva et al. 2001). Em Salvador os gendtipos 6, 7 e 8 foram

identificados (Xavier et al., 2009) e em Sao Paulo os genétipos de 1-8. (Resque

et al. 2007), mostrando que existe uma grande diversidade de gendétipos

circulantes no Brasil. Xavier e colaboradores (2015) detectaram pela primeira

vez 0 HAsV néo classico MLB1 em criancas com DDA no pais.
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1.4.4.1.1. A diversidade de gendtipos dos astrovirus humanos
circulantes da regiao norte do Brasil

Existem poucos trabalhos publicados que apresentam a diversidade
genética dos HAstV na regido norte do Brasil, embora a circulacdo de outros
agentes virais tenha sido detectada desde 1993 (Pereira et al., 1993). No
estado de RR nao existe nenhum estudo de deteccao de HAstV.

Em um Unico estudo, Siqueira e colaboradores (2017a), analisando
amostras de fezes de criancas com DDA, de 0 a 5 anos da cidade de Belém,
verificaram a prevaléncia dos gendtipos de HAstV “classicos” 1, 2, 3 e 4,
detectados mais frequentemente conforme esta ordem. Embora tenha sido
verificada a deteccdo de HAstV “ndo classicos” por ensaio da reagéo de
transcricdo reversa seguida de amplificacdo por PCR (reverse transcription-
PCR, RT-PCR); nenhum gendtipo foi detectado.

1.4.5. Bocavirus humanos

Os bocavirus foram identificados por Allander e colaboradores (2005)
através de uma técnica que reuniu meétodos como tratamento por DNAse
(enzima que degrada a molécula de DNA), amplificacdo por oligonucleotideos
randémicos, sequenciamento de alta definicho e andlise por programas de
computadores. Esta técnica foi aplicada a amostras de lavados e swabs
obtidos de secrecdes do trato respiratério de criangcas com infeccéo respiratoria
aguda (IRA) sem etiologia definida. O percentual de amostras positivas para
este entdo recém-identificado e entdo denominado bocavirus humanos (HBoV)
foi de 3.1%. Sendo entdo considerados os causadores de IRA. Trés adicionais
gendtipos do HBoV (HBoV2, 3 e 4) com homologia ao inicialmente detectado
HBoV1 foram posteriormente identificados em amostras de fezes de criancas,
conforme revisado por Guido e colaboradores (2016). Os HBoV séo
encontrados em associacdo com outros patdgenos, tantos em casos de IRA
como em DDA, o que leva a hip6tese de que estes virus ndo tenham carater
etiolégico por si s6 (Guido et al., 2016). Os HBoV sao detectados em outras
amostras biolégicas como sangue, saliva e urina; assim como no ambiente
(Guido et al., 2016).
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Os gendtipos HBoV1-4 pertencem a familia Parvoviridae, sub familia
Parvovirinae, género Bocavirus. S&o virus de 18-26nm, n&o envelopados e
com um genoma de DNA fita simples linear (polaridade para DNA positiva ou
negativa). O tamanho do genoma é de 5kb, adicionado a 32-52 nucleotideos de
sequéncia terminal. O genoma do HBoV é organizado em trés ORF: ORF1 e
ORF2 expressam proteinas ndo estruturais e ORF3 as proteinas do envelope
viral. A Figura 16 apresenta uma representacdo esquematica da organizacao
gendmica dos 4 diferentes genétipos de HBoV com a localizacdo das ORF
descritas acima (Guido et al., 2016). A ORF3 é a regido utlizada para

determinacao do gendtipo do HBoV (Guido et al., 2016).
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Figura 15 - Representacdo esquematica da organizacdo gendmica e

poliproteinas dos bocavirus humanos (HBoV). A fase de leitura aberta (Open
Reading Frame, ORF), e proteina viral (Viral Protein, VP) sdo apresentadas.
Adaptada de Guido et al. (2016).
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1.4.5.1. Epidemiologia molecular dos bocavirus no Brasil

Os HBoV causam DDA e IRA e a frequéncia destes virus no Brasil,
depende do gendtipo detectado. Desde a sua descricdo em 2005 em casos de
IRA, a frequéncia de deteccdo do gendtipo 1 varia de 1,5% a 19%, como no
resto do mundo (Guido et al., 2016). Como causadores de DDA, a frequéncia
de deteccdo do gendtipo 3 € bastante baixa, no entanto a do gendtipo 2
alcanca mais de 20% dependendo da regido e de outros fatores como
ocorréncia de comprometimento imune do individuo (Portes et al., 2017,
Campos et al.,, 2016; Santos et al., 2010). O gendtipo 2 ndo & o principal
causador de DDA na regido norte e sera apresentado a seguir.

1.4.5.1.1 A diversidade de genotipos dos bocavirus humanos circulantes
da regiao norte do Brasil.

Dados relativos aos genotipos de HBoV na regido norte do Brasil séo
escassos mas, recentemente Soares e colaboradores (2019) apresentaram um
estudo com 225 amostras de fezes de criancas com até 10 anos de idade com
DDA e que vivem nos estados do Acre, Amazonas e Para e RR (somente uma
amostra). O genotipo 1 foi prevalente (94.8%). Os gendtipos 2 e 3 também
detectados, porém em baixas frequéncias. Em um estudo seguinte Castro e
colaboradores (2019), avaliaram amostras de individuos que sofreram
transplante renal e o gendtipo mais frequentemente detectado foi 0 3 (95%).
Esta tese discutira os resultados apresentados nos estudo de Leitdo e
colaboradores (2020), com amostras do estado de RR, e a prevaléncia de

genotipos detectada.
1.4.6. Adenovirus humanos

Os adenovirus foram descritos em 1953 pelo isolamento de células das
adenoides e caracterizado, de forma independente por dois grupos (Hilleman &
Werner, 1954; Rowe et al.,, 1953). As infec¢cdes causadas por adenovirus
humanos (HAdV) causam morbidade e mortalidade em todo o mundo,
acometendo pacientes com diferentes caracteristicas e de todas as idades.
Sao infeccbes facilmente transmissiveis e em alguns casos, altamente

contagiosas. Estes virus afetam diferentes sitios das mucosas do corpo
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humano, incluindo o trato gastrointestinal, respiratorio, sistema geniturinario e a
superficie ocular. Estdo associados com a obesidade e por isso sao
considerados o patégeno que tém a maior diversidade em afetar o hospedeiro.
Sendo perigosos para individuos, incluindo pacientes transplantados. O estudo
dos HAdV afetou a histéria da biologia molecular, pois descobriu-se através
destes virus, eventos do ciclo de replicacdo que foram depois interpretados nas
células humanas; o exemplo mais classico é a existéncia do mecanismo de
splicing. Atualmente os HAdV também representam uma ferramenta de
utilizacdo em terapia genética e vacinas também (Nemerow & Flint, 2019;
Robinson et al., 2013).

Os adenovirus sao virus ndo envelopados com genoma de fita dupla
linear de DNA que pode ser de 26 a 45kb. Possui um formato de capsideo
classicamente icosaédrico de 70 a 100 nm; consistindo de trés principais
proteinas denominadas de hexon, base do penton e fibra. A particula viral
também é formada por varias proteinas do capsideo (Robinson et al., 2013). A
familia Adenoviridae esta dividida em 5 géneros: Atadenovirus, Siadenovirus,
Mastadenovirus, Aviadenovirus e Ichtadenovirus, devido as diferentes espécies
e composicdo de DNA. Os HAdV pertencem ao género Mastadenovirus, com
67 sorotipos, subdivididos em 7 espécies de A a G conforme a caracteristica
sorologica destes virus (capacidade de hemaglutinacéo, potencial oncogénico
em roedores e quadro clinico) que também pode ser acessada pelo
sequenciamento nucleotidico de parte da proteina do hexon (Ison & Hayden,
2016).

Quadro 3 - Infeccdes associadas com as diferentes espécies e sorotipos de
adenovirus humanos (HAdV) (Ison & Hayden, 2016).

Espécie de Sorotipos Principal tipo de
HAdV infeccdo associada
A 12,18, 31, 61 Doenca diarreica
aguda (DDA)
B 3,7,11,14,16,21,34-35, 50, 55, 60 Infeccdo respiratoria
aguda (IRA) e
infeccdo urinaria
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C 1, 2,5-6, 57 IRA

D 8-10, 13, 15, 17, 19-20, 22-30, 32-33, 36- Infeccao ocular,
39, 42-49, 51, 53-54, 56, 58-60, 63-67

E 4 IRA

F 40,41 DDA

G 52 DDA

O genoma dos HAdV ¢é transcrito em etapas (fases precoce,
intermediaria e tardia) em um nivel de alta complexidade para produzir as
diferentes proteinas que irdo compor a estrutura da particula viral, e também
regular a replicacdo. A Figura 17 € a uma representacdo esquematica das
etapas de transcricdo mencionada (Leppard, 2008).
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Figura 16- Representacdo esquematica da organizacdo gendmica e RNAmM
transcritos de acordo com as diferentes fases de transcricdo dos HAdV. A letra
‘E” indica fase precoce (Early), “L”, tardia (Late) e “I” intermediaria
(Intermediate). Unidade de transcricdo tardia (Major Late Transcription Unit,
MLTU), regido nao traduzida (untranslated region, UTR), RNA viral associado
(viral associated, VA) e a regido para expressao da proteina associada a regiao
exon (U exon protein, UXP), sao indicadas (Leppard, 2008).

1.4.6.1. A diversidade de gendétipos dos adenovirus humanos circulantes no

Brasil.

Os HAdV infectam varios tecidos causando diferentes tipos de

infeccBes. A frequéncia detectada no Brasil € bastante similar aquele detectada
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em outras partes do mundo e anteriormente citada, sendo o terceiro principal
causador de IRA. Alguns gendétipos sdo menos frequentemente detectados ou
nunca foram detectados no Brasil. A frequéncia da espécie F causando DDA
pode ser alta, pois sdo agentes que causam surtos epidémicos em criangas,
principalmente até 2 anos de idade, no entanto outras espécies podem também
causar surtos de DDA, conforme apresentado por Portes e colaboradores
(2016) onde a espécie A foi detectada em quase 90% das amostras. A
frequéncia varia muito de acordo com a regido do Brasil. No estado do Espirito
Santo, Primo e colaboradores (2018) detectaram uma frequéncia de 3.3% em
um estudo envolvendo 3003 amostras negativas para RVA e norovirus,
coletadas de criangas residentes no estado de Sao Paulo durante os anos de
2012-2017. Por outro lado, no estudo citado anteriormente nesta tese, com
amostras de jovens criangas com DDA (The MAL-ED Network Investigators,
2018) os HAdV da espécie F foram identificados como o terceiro principal
agente etioldgico, junto com os SaV.

1.4.6.1.1. A diversidade de gendtipos dos adenovirus humanos

circulantes da regido norte do Brasil.

A circulacdo principalmente das espécies F (HAdV40 e 41) e A dos
HAdV foi apresentada por Portal e colaboradores (2019); Costa e
colaboradores (2017), em criancas de 0 a 5 anos com DDA morando em Belém
estado do Para. A espécie E (HAdV4a) foi detectada circulando em Belém no
ano de 1988 também em criancas de 0 a 5 anos, causando IRA (Gomes et al.,
1988). Ja as espécies B (HAdV3 e 7) e C (HAdV1, 2 e 5) foram detectadas
circulando também em Belém, estado do Pard, causando IRA e conjuntivite
entre 0s anos de 1976 a 1995 (Kajon et al.,, 1999). Quanto ao estado de

Roraima nao existem dados na literatura da circulacdo das espécies de HAdV.
1.5. Antigenos do grupo histo sanguineo

Os antigenos do grupo histo-sanguineo (Histo blood group antigens,
HBGA) séo polimorficos, heranca individual herdada e considerados

marcadores genéticos populacionais (Cooling, 2015). Os polimorfismos podem
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aumentar ou diminuir a susceptibilidade as infecgbes por RVA e norovirus de
uma maneira genotipo especifica, provavelmente servindo como receptores e
co-receptores (Monedero et al., 2018). Além disso, podem afetar a efetividade
vacinal, conforme demonstrado recentemente (Colston et al., 2019; Lee et al.,
2018; Bucardo et al., 2017; Jiang et al., 2017; Cantelli et al., 2020). O perfil do
HBGA também é um fator de susceptibilidade do hospedeiro para véarias outras
infeccdes e até doencas, como a diabetes do tipo | (Cooling., 2015; Almand et
al., 2017; Ramani et al.,, 2016). Os HBGA tém como base moléculas de
carboidratos. Ndo sdo expressos somente nas hemacias; sdo também
expressos em muitos outros tecidos tais como intestino e em secrecdes do
corpo, como na saliva; excecao para fluido cérebro-espinhal (Daniels, 2013). O
antigeno H (gene FUT1) é um dos antigenos do sistema HBGA sendo
fundamental para a expresséao do antigeno histo-sanguineo ABO(H), definindo
0S grupos sanguineos. Nos outros tecidos e secrecdes, na forma solavel, a
expressdo do antigeno ABH é feita pelo gene FUT2 (também chamado de
gene Secretor ou “Sec”). Os genes FUT1 e FUT2 expressam respectivamente
no sangue, em varios tecidos e secrecdes inicialmente o antigeno H, utilizando
uma mesma enzima; a a-1,2-L-fucosiltransferase. Para iniciar a expressao do
antigeno H é necessario um precursor do H (Daniels, 2013). O antigeno H €&
posteriormente processado por duas diferentes glicosiltransferases, codificadas
pelo gene ABH (ou ABO0). Individuos do tipo A produzem uma
glicosiltransferase  que adiciona um amino-acucar do tipo N-
acetilgalactosamina, formando o antigeno A. Para o tipo B, a enzima adiciona
uma molécula de galactose, formando o antigeno B. Se um determinado
individuo é do tipo sanguineo AB, o mesmo possui as duas glicosiltransferases
diferentes para os dois tipos de acucares, ativas. Se o gene ABH nao codificar
nenhuma glicosiltransferase funcional, havera apenas o antigeno H original e o
individuo pertence ao grupo “O” (Daniels, 2013; Heggelund et al., 2017;
Marionneau et al. 2001). O precursor do antigeno H, antes de ser processado
pela enzima a-1,2-L-fucosiltransferase (gene FUT1) em H, assim como o ABH
secretado pela enzima a-1,2-L-fucosiltransferase (gene FUT2) nas formas A, B,
AB ou “0”, sao adicionados de acucares pelas enzimas a-1,3/4
fucosiltransferase (gene FUT3), respectivamente em Lewis a (também

representado como Lea ou Lea+) ou Lewis b (também representando como
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Leb ou Leb+) (Almand et al.,, 2017). O perfil HBGA pode ser definido pela
fenotipagem dos HBGA na saliva, classificando um individuo em: - Lewis
positivos Secretores: AlLea-b+, BLea-b+, ABLe a-b+, ou “OLea-b+; - Lewis
negativos Secretores: AlLeatb-, BlLeat+b-, ABLe a+b-, ou “OLea+b-. Os
individuos Lewis positivos e ndo Secretores apresentam o perfil Lea+b- igual
aos individuos Lewis negativos e Secretores do grupo 0, e por iSso a secrecao
precisa ser confirmada pela detec¢cado da fucose adicionada pela enzima a-1,2-
L-fucosiltransferase, codificada pelo gene FUT2. Os individuos Lewis negativos
e nao secretores, apresentam o perfil Lea-b-. Estes individuos podem ser
confirmados como Lea- verificando-se também a secreg¢ao da enzima a-1,2-L-
fucosiltransferase (gene FUT2) que, sendo positiva mostra que provavelmente
nao ocorre a expressao das enzimas a-1,3/4 fucosiltransferase (gene FUT3),
capaz de transformar ABH em antigeno Leb+ (Daniels, 2013). As varia¢des do
perfil HBGA, tanto na saliva, como no sangue, ou nos dois, sao fruto de
mutacdes de base Unica, que pela frequéncia nas populacdes caracterizam-se
como polimorfirmos de base unica (SNP- Single-Nucleotide Polymorphism).
Todos os trés genes aqui citados (FUT1, FUT2 e FUT3) apresentam SNP. Os
SNP do gene FUT1 levam a individuos Bombaim e para-Bombaim. O primeiro
deficiente do gene FUT1 foi detectado em 1952, e o fendétipo recebeu 0 nome
de Bombaim devido ter sido detectado na cidade de Bombaim na india. Pela
classificacdo de grupo sanguineo, individuos Bombaim sdo definidos na rotina
apresentando a auséncia total dos antigenos ABH no sangue e nos tecidos e
fluidos corporais como na saliva. O gene FUT2 tem polimorfismos bastante
significantes e com especificidade étnica estabelecida (Almand et al., 2017).
Véarios estudos foram conduzidos para a caracterizacdo destes SNP,
relacionando os mesmos aos diferentes fenétipos das populacbes mundiais
(Ferrer-Admetlla et al., 2009). O principal SNP (rs601338) corresponde a
mutacdo missense 428 G>A, descrita por Kelly e colaboradores (1995), que
confere um fendtipo ndo secretor. Na populacédo ocidental esse é o principal
SNP encontrado, determinando que cerca de 20% da populacdo seja nao
secretora (Ferrer-Admetlla et al., 2009). O SNP rs601338 ndo € comum na
populacdo asiatica, que possui preferencialmente o SNP rs1047781,
correspondendo a mutacdo missense 385 A>T (Cooling, 2015). O SNP

rs1047781 em homozigose corresponde ao fendétipo denominado fraco
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secretor. Fracos secretores expressam baixos niveis da enzima a-1,2-L-
fucosiltransferase. No fenoétipo fraco secretor, nem todo antigeno Lewis é
convertido pelas enzimas a-1,3/4 fucosiltransferase (gene FUT3). Como nem
todo antigeno H ¢é secretado (por ineficiéncia da enzima a-1,2-L-
fucosiltransferase), testando-se a saliva de individuos fracos secretores, o perfil
encontrado € Lea+b+ (Daniels, 2013). Existe uma série de questdes com
relacdo ao perfil fraco secretor. Sabe-se, por exemplo, que o nivel de
expressao da enzima a-1,2-L-fucosiltransferase, no sangue, em bebés é menor
do que em adultos, porém néo existem estudos envolvendo amostras de saliva,
s6 apenas de sangue (Roback et al., 2006; Cutubush et al., 1956). Acredita-se
qgue outros diferentes SNP sejam também responsaveis por um perfil fraco
secretor (Moraes et al., 2019). O antigeno de Lewis (gene FUT3) é adquirido
fora das células do sangue, pela agdo das enzimas a-1,3/4 fucosiltransferase
(1,3 fucosiltransferase ou 1,4 fucosiltransferase), diferente de todos os outros
antigenos do HBGA. A enzima a-1,3 fucosiltransferase gera a partir do
precursor do antigeno H, pela adicdo de uma fucose o antigeno Lea+. Este
antigeno é do tipo | e ndo pode ser convertido em Leb+. Para individuos
secretores a enzima 1,4 fucosiltransferase gera pela via antigeno tipo Il, Leb+
(Daniels, 2013; Soejima et al., 2006). Os SNP do gene FUT3 podem levar a
inativacdo das enzimas a-1,3/4 fucosiltransferase. Tais SNP sdo detectados em
individuos Lea-b- a um padrdo especifico de ocorréncia e frequéncia nas
populacdes, assim como descrito acima para o gene FUT2 (Soejima et al.,
2006). Abaixo é apresentada a Figura 18, onde 0s genes e 0s antigenos do

HBGA sao indicados e suas inter-relacdes (Nordgren & Svensson, 2019).
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Figura 17 - Representacdo esquematica da via de biossintese dos antigenos
do grupo histo-sanguineo, segundo Nordgren & Svensson, 2019, com
adaptacoes. Na figura o tipo 1 = tipo |.

1.5.1. Antigenos do grupo histo-sanguineo como fator de susceptibilidade as

infeccbes causadas por rotavirus A e norovirus.

Em 2002 foi demonstrado pela primeira vez in vitro e com saliva de
criancas com HBGA de diferentes perfis Lewis e Secretor, que a VP8* do RVA
liga-se ao HBGA (Hu et al.,, 2012; Huang et al., 2012). Posteriores estudos
confirmaram a importancia dos antigenos do HBGA do tipo | e também do tipo
Il. Os RVA genotipos P[4], P[6], and P[8] ligam-se a saliva de individuos Lewis
e secretores positivos e menos para o grupo B sanguineo. Os gendétipos P[6]
ligam-se a saliva de individuos Lewis negativo, independente do status
secretor. O perfil de ligacdo para as vacinas RV1 e RV5 segue o mesmo
padrao (Sharma et al., 2020).

Os estudos relacionando o HBGA com a infec¢do por norovirus surgiram
a partir de observagbes quanto a uma “imunidade” adquirida em 50% de
militares que participaram de desafio com infeccao por norovirus, na década de
1970 (Parrino et al.,, 1977). Varios estudos comprovaram desde entéo,
conforme revisado por (Nordgren & Svensson, 2019) que o HBGA é um fator

de susceptibilidade para a infeccdo pelos norovirus. Para confirmar, foi
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demonstrado que particulas virus like (virus like particles, VLPSs) ligam-se a
superficie epitelial da juncdo gastroduodenal, porém somente em individuos
secretores positivos e que expressam o0 antigeno H na saliva e mucosa. O
status secretor mediado pelo gene FUT2 é um mediador de susceptibilidade.
Estudos também mostraram que 0 grupo sanguineo B oferece protecdo parcial
para a infeccdo por norovirus (Nordgren & Svensson, 2019).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o impacto das DDA de etiologia viral: rotavirus A, norovirus,
sapovirus, astrovirus, bocavirus e adenovirus, correlacionando com o0s
antigenos do grupo histo-sanguineo, em criangcas menores de cinco anos de
idade atendidas no Hospital da Crianca de Boa vista, Roraima, no periodo de
outubro de 2016 a outubro de 2017.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar aspectos clinicos, epidemiologicos e a prevaléncia de virus
responsaveis pela etiologia das DDA na populacdo de estudo, utilizando como

grupo controle criancas na mesma faixa etaria e acometidas por IRA,

2.2.2. Avaliar o perfil de cobertura da vacina RVA (RV1) na populacédo de

estudo, analisando evidéncias de efetividade ou nao;

2.2.3. Determinar o perfil dos antigenos ABO, secretor e Lewis do HBGA

e correlacionar com os virus detectados na populacéo de estudo.
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3. MATERIAL E METODOS E RESULTADOS.

As metodologias utilizadas e os resultados obtidos neste manuscrito
serdo apresentados sob a forma de artigos publicados ou em fase de

submissdo em revistas cientificas indexadas.
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Capitulo II: Deteccdo de norovirus, adenovirus, rotavirus e sapovirus e a
susceptibilidade mediada pelo perfil dos antigenos do grupo histo-
sanguineo (HBGA), em criancas de 0 a 5 anos da regido Amazdnica
(Brasil, Venezuela e Republica Federativa da Guiana) (Artigo 1).

Artigo 1: Gastroenteritis and acute respiratory infections in children from the
Amazonian region: rotavirus A, norovirus, adenovirus, sapovirus detection and

host histo blood group antigen susceptibility.

Objetivos especificos relacionados a tese:

2.2.1. Avaliar aspectos clinicos, epidemioldgicos e a prevaléncia de virus
responsaveis pela etiologia das DDA na populacdo de estudo, utilizando como

grupo controle criangcas na mesma faixa etaria e acometidas por IRA,

2.2.2. Avaliar o perfil de cobertura da vacina RVA (RV1) na populacéo de

estudo, analisando evidéncias de efetividade ou nao;

2.2.3. Determinar o perfil dos antigenos ABO, secretor e Lewis do HBGA

e correlacionar com os virus detectados na populacéo de estudo.
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Text - Research Article

Abstract

Younger children living in the Amazon region have been struggling with infectious diseases. The ABO,
Lewis and secretor histo blood group antigens (HBGA) affect RVA and norovirus host susceptibility in a
genotype-dependent manner. In this study, fecal and saliva samples were collected from 734 children
with AGE (n=485) or acute respiratory infection (ARL n=249) living in the Amazon region (Brazil,
Venczucela and Guyana). The frequencics of RVA, norovirus, sapovirus (SaV) and human adenovirus
(HAdV) were verified in feces. HBGA phenotyping and FUT3 genotyping were performed with saliva.
The blood group (ABO) types was obtained from cach child and Rotarix™ RVA vaccine coverage was
estimated. Low RV 1 coverage (61%, 448/734) and high HAdV frequencics were observed (AGE 33.6%;
163/485 and ARI 39.7%; 99/249), however norovirus remained the most prevalently detected causer of
AGE (38%; 184/485 and ARI 21.3%; 53/249). RVA was the third most prevalent virus causing AGE
(22.7%; 110/485 and ARI 19.3%; 48/249). The SaV frequencies were lower (AGE 7.3%; 38/485 and ARI
5.6%; 14/249). Children with ARI who were Lea+b+ and/or blood groups A and 0 presented higher
HBGA susceptibility towards acquiring HAdV according to the Odds ratio values. Le (a-b-) children

presented the FUT3 genotypes heterogeneous.

Keywords: Human adenovirus, rotavirus A; norovirus; histo-blood group antigens; Rotarix™; Amazon
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1. Introduction

Infectious diseases are responsible for more than half of childhood deaths and an even greater level of
morbidity worldwide. Almost all children infected (99%) live in low-and middle-income countries.
Controlling infectious diseases in the Amazon region has been a challenge and frequently this low-
income region has suffered, with deforestation being a practice that impacts the health of the younger
children living there. Acute gastroenteritis (AGE) and respiratory (ARI) infections correspond to 8% and
12% of these deaths respectively.! Rotavirus A (RVA) and norovirus are the most prevalent viral agents
causing AGE and sapovirus (SaV) has been considered an emergent AGE causative agent.

Human adenovirus (HAdV) is one of the most frequently detected agents in children presenting ARI, 2
but also frequently causes AGE outbreaks.! In 2006, both monovalent (Rotarix™ = RV1) and pentavalent
(RotaTeq™ = RVS5) vaccines were licensed and recommended by the World Health Organization (WHO)
and Pan American Health Organization (PAHO). Six Latin American countries, including Brazil,
introduced one of these vaccines into their National Immunization Program (NIP).* The control of RVA
infections showed effectiveness, but due the variability of these viruses the vaccine coverage has to be
maintained.’ The ABO (H), Secretor (#UT2 gene) and Lewis (FUT3 gene) Histo-blood group antigens
(HBGA) are genetic host susceptibility factors. The different distribution of HBGA phenotypes across the
worldwide population might impact RVA vaccine efficacy by altering susceptibility to RVA vaccinations
or susceptibility to AGE causing RVA.*+” HBGAs mediate norovirus and RVA infections in a genotype-
dependent manner. ® So far, no study involving a representative number of HAAV positive samples in
which host HBGA susceptibility was investigated has been presented. The Le (at+ bt), weak secretor
(Se") HBGA was the most detected HBGA phenotype in our previous study where 352 saliva samples
from younger children from the Amazon region presenting AGE or ARI were analyzed. ? In the present
study, the detection frequency of RVA, norovirus, HAdV and SaV was investigated in the feces collected
in parallel from these same children, ° and also in 382 feces and saliva samples from an additional
children recruited. The HBGA phenotype was defined for the remaining 382 saliva samples that were not
analyzed previously. Statistical correlation of the frequency of infection with the viruses detected to RV1
vaccination coverage and the HBGA phenotype was performed. In order to explain the high number of
children affected by AGE and ARI living in the Amazon region, this study inquired: which was the major

viral agent detected causing AGE in the children living in the Amazon region and how the RV1 vaccine
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and the HBGA Le (a+b+) profile mainly detected in Amazon region can affect the frequencies of viruses

here investigated in children with either AGE or ARL

2. Material and Methods

2.1. Study samples and processing

This study was approved by the Federal University of Roraima Ethical Research Committee (CEP No:
1.333.480 from November 23, 2015). The samples were collected from October 2016 to October 2017. A
total of 1.468 feces and saliva samples were collected in parallel (corresponding to 734 children < 5 years
old). Saliva samples containing cpithelial cell samples were collected at Ieast Lhour before or after
breastfeeding. There were 485 children with AGE and 249 with ARI. All children were attended at
“Hospital da Crianga de Santo Antonio” (HCSA) in the city of Boa Vista in the state of Roraima (RR),
and were living in Brazil, Venezuela and Guyana, including the demarcated indigenous areas from the
Amazon rainforest. The pediatrician responsible for collecting the samples attended every day at the
HCSA, checking for children with AGE for collection and checking the seasonality of each virus studied.
The infants’ ethnic characteristics have been described by Moraes et al.” Sample processing for either

feces or saliva followed the previously defined protocol. *1°

2.2. RV1 vaccination data, method of determination of RVI coverage and blood type data

The vaccination card was verified for each child. A vaccination inquiry was performed at HCSA by a
pediatrician who accompanied this study, questioning each child’s parent or guardians as to the
vaccination for RVA (double-checking). The vaccination coverage was determined through the method
recommended by the Ministry of Health in Brazil for the closest record of reality of the local vaccine
situation.!! The method is named “Monitoring of Vaccination Coverage” (MVC) which is calculated
considering the total of children vaccinated divided by the total of children in the study (either vaccinated
or unvaccinated). Blood type data was performed by “Hospital Maternidade de Boa Vista” or
“Maternidade Nossa Senhora de Nazaré” located in Boa Vista City, RR state. All blood typing was
performed using monoclonal antibodies according to standardized methods established by the Brazilian

Health Regulatory Agency (ANVISA).

2.3. Secretor status and Lewis antigen phenolyping
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The HBGA phenotyping was performed via Enzyme Immunoassay (ETA) as previously described. °

2.4. Nucleotide Sequencing of the FUT3 (le) Gene

The Le (a-b-) saliva samples (did not react to either mAb anti-Le? or Le) were selected for total genomic
DNA cxtraction according to Moracs et al.” Touchdown PCR (TD-PCR) was used to amplify the entire
coding region of the FUT3 gene using the Platinum SuperFi DNA Polymerase enzyme according to the
manufacturer’s recommendations (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). The FUT3
gene primers were described by Nordgren ct al, 2 for the entire coding region of the /e gene and for
covering the five main nucleotide single-nucleotide polymorphisms (SNPs) of the /e gene, 13-15:
1528362459 (S9T>G); 15812936 (202T>C); rs778986 (314 C>T); 1s3745635 (508G>A) and rs3894326
(1067T>G). The amplicons were purified using Wizard PCR Prep Columns according to the
manufacturer’s recommendations (Promega, Wisconsin, USA) and sequenced using all the eight primers
described by Nordgren et al."> on the ABI Prism BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Ready

Reaction Kit and ABI Prism 3730 Genetic Analyser (Applied Biosystems, California, USA).

2.5. Sequence Analysis

The chromatograms of the FUT3 gene coding nucleotide sequences were analyzed using the free tracer
viewer Chromas 2.4 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Australia). FUT3 gene nucleotide and
amino acid multiple alignment sequencing was done using the Mega -Molecular Evolutionary Genetic
Analysis Version X (ten) software. The NM_000149 reference sequence was described by Elmgre et al, '
obtained from the GenBank database of the National Center for Biotechnology Information (NCBI). The

['UT3 gene SNPs identified so far were accessed through the NCBI database of SNPs

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

2.6. Rotavirus A, GI/GII norovirus and human adenovirus detection in feces

Monoplex or duplex reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) respectively
for detection of RVA or GI/GII norovirus, was performed as previously described.'61” A duplex
quantitative polymerase chain reaction (QPCR) assay was established and formatted for detection of

HAdV and human bocavirus (HBoV) as recently presented.'®
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2.7. Sapovirus reverse (ranscription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qgPCR detection in feces
A RT-qPCR was established and formatted for detection of SaV, based on a previously developed method
for this virus with primers and probes (FAM-labeled) as previously described.'®-2° The method was first
tested using samples already previously defined as SaV, standard curves and the non-template controls
(NTC), available in the Regional Rotavirus Reference Laboratory -Laboratory of Comparative and
Environmental Virology (RRRL-LVCA) all in duplicates. The specificity of the test was verified
comparing the positivity and the cycle threshold (C;) values obtained with those already known for the
samples tested.!” The SaV NTC is named as CI-028 (C, value 18.00). The sensitivity of qRT-PCR was
defined using double-stranded (ds) DNA fragments (gBlock® Gene Fragment, Integrated DNA
Technologics, lowa, USA) designed containing the SaV target region amplificd by the primers, based on
the SaV genome (RNA dependent RNA polimease-capsid junction region of Open Reading Frame 1,
ORF1). A 10-fold serial dilution of gBlock® was used to generate a standard curve between log standard
concentrations, The reactions were conducted using the SuperScript™ III Platinum™ One-Step qRT-PCR
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) according to the manufacturer’s recommendations in a total
volume of 20pL and with optimized thermal cycling conditions as follows: an enzyme activation step at
95 °C for 15 min, 45 cycles of PCR amplification at 94 °C for 1 min, and at 60 °C for 1 min. All gPCR
reactions were conducted on the ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
California USA). Samples that showed signals crossing the threshold line in both replicas up to a C, value

0 40.00, and presented a characteristic sigmoid curve, were regarded as positive.

2.8. Statistical Analysis of Data
The Statistica 12.6 software (December, 2014) was used for all statistical analysis. The statistical tests
were Pearson Chi-Square (Differences were considered statistically significant at p value greater than

0.05). 2! Odds radio (OR) values were calculated according to Szumilas.?

3. Results

3.1. Cycle threshold (C,) values detected to investigated RVA, norovirus, human adenovirus and
sapovirus in feces of children with either AGE or ARI

The median C, value detected by qRT-PCR for norovirus was 20.2 for the AGE group and 20.5 for the

ARI group, with standard deviations (SD) of 2.6 and 3.0 respectively. Similar C, values were detected in
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both the AGE and ARI groups for RVA. The median C, values for HAdV were 37.2 (AGE group) and
35.6 (ARI group) with SD of 5.5 and 6.4 respectively. SaV median C, values were 30.3 (SD, 7.4) and 27.4

(SD, 6.4), for the AGE and ARI groups respectively.

3.2. Iligh frequencies of human rotavirus A, norovirus, adenovirus and less of sapovirus detected in
children both presenting AGE or ARI and living in the Amazon Region.

The children were all from the Amazon region as previously described, ° and were aged from 1 to 5 years
old, 90% of which were living in the state of RR (660/734), these being 430 (58.6%) boys and 304
(41.4%) girls. High frequencics of RVA, norovirus (genogroup 1I-GII) and HAdV were detected in feces
of children with AGE or ARI. The frequencies were highest for norovirus in children with AGE (38%,
184/485) and for HAAV in children with ARI (39.7%, 99/249). The frequency of HAdV detected in
children with AGE (33.6%, 163/485), was almost similar to the norovirus frequency and was higher than
what was detected for RVA (22.7%, 110/485). In children with ARI the frequencies detected for
norovirus and RVA were similar, at 19.3% (48/249) and 21.3% (53/249), respectively. The frequency of
detection of RVA in both the RV1 vaccinated and unvaccinated groups of children was similar for the
group of children presenting AGE (p = 0.09) and the group presenting ARI (p =0.07). These frequencies
were between 13.9 and 25.3%. SaV detected frequencies were low for the AGE group of children (7.3,
38/485), but higher than the ART group (5.6%, 14/249). The norovirus GII was predominant (92.4%,
219/237). The infection frequency of norovirus GI and GI+GII was 2% and 4%, respectively (data not
shown). Figure 1 presents frequencies of RVA, norovirus, HAdV and SaV by Amazon region
(municipality, state or country), detected in the feces of the children enrolled in this study with AGE or
ARI. Children living in the municipality of Boa Vista, Alto Alegre, Uiramuta in RR state, and children
living in Venczuela were attended at HCSA in greater number in comparison with other municipalities or
with Guyana, and the infection by RVA, norovirus and HAdV was detected mostly in children from these
areas. HAAV was detected in higher number in regions with children with both AGE and ART and at
frequencies similar to norovirus in children with AGE. In children with ARI, both RVA and norovirus
were less detected. Figure 2 shows the seasonality profile for each virus detected in this study from fecal
samples of children living in the Amazon region and presenting AGE. For all viruses detected in this
study, the months with the highest incidence were March, April and May (April being the one with the

highest incidence) all within the period of driest weather in the Amazon region (low water season). May

7

John Wiley & Sons

73



o NOYU B WN =

QULUUUUUUUUUDSDSDDSEDDADDDEDWWWWWWWWWWRNRNNRONNNRNRNRNE—= = — 2 2 oo = ©
S VWOV DBEWN=OLVLIIITITRINZSTOOXITATTDEWN 20O OVODIONBEWN—=-O0OOVLOEIOU DA WN = O

Journal of Medical Virology Page 8 of 26

and July were the months with the highest incidence of norovirus infection, being dry (low water season)
and rainy (wet season) months, respectively, in the Amazonian region, according to the Brazilian National

Institute for Space Research (INPE).

3.3. The Monitoring of Vaccination Coverage Method Indicated a Low Rotarix™ (RV'1) Vaccination
Coverage in the Amazon Region

The RV1 was the vaccine received by all vaccinated young children enrolled in this study (which is given
in two doses at 2 and 4 months of age). The percentage of children that received one dose was 21.1%
(155/734) and two doses, 40% (293/734). Thirty-nine percent (286/734) of children in this study had not
received the RV vaccine. The RV vaccination coverage calculated was 61% (448/734) and ranged from
21.4% in the state of Amazonas (AM-Brazil) to 100% in the Sdo Luiz municipality. According to Figure
3A, the municipalities of Amajari, Normandia and Alto Alegre (Amazon rainforest reserve) presented
RV1 vaccination coverages below 50%. RV1 vaccination coverage in children from Venezuela and
Amazonas (AM-Brazil) was also very low, below 30%. The RV1 vaccination coverages in the other
municipalities had an average of 60% to 75%. The profile of RVA in vaccinated and unvaccinated
children was evaluated (Figure 3B). Vaccinated children presenting AGE with ages between 6 month and
1 year old had higher frequencies for RVA infection. High RVA frequency was also detected in
unvaccinated children presenting AGE <3-months old. Lower or similar frequencies of RVA infection
were detected in all children with AR, both vaccinated and unvaccinated; with an exception for

unvaccinated children <3 months old.

3.4. ABO, Lewis and secretor Histo-Blood Group Antigens Secretor and Lewis Status Could Impact the
Frequency of human adenovirus

The weak secretor (Lea+b+) phenotype was predominant at 54.5% (400/734). Children from the
Amazonian region also presented secretor Lea-b+ (24.9%, 183/734), non-secretor Lea-b+ (6.1%, 45/734)
and non-sccretor Lea-b- (14.4%, 106/734) phenotypes. The children were grouped according to the virus
detected in this study (Table 1). The weak secretor children were preferably infected by all viruses
detected, then secretors and non-sccretors (Lea-b-). Non-secretor Lea+Leb- children were the Ieast
infected by all viruses (Table 1). Table 2 summarized the results of ABO HBGA where the children were

grouped according to the virus detected. The odds ratio (OR) and confidence interval (CI) were calculated
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and significance values were obtained for infection with HAdV when children were blood group A or 0.
Children belonging blood group 0 presented high risk of acquiring HAdV (0.88 OR, 0.55 CI) and

developing ARL

3.5. Diversity of FUT3 Genotype Detected in Children from the Amazon Region

DNA samples of 43.4% (42/106) of Le (a-b-) children were successively amplified from saliva and the
occurrence of the five main SNPs of the /e gene was investigated. New mutations adjacent to these were
also detected. The S9T>G and 508G>A SNPs were detected in high frequency, 50% (21/42) and 76.2%
(32/42) respectively, as well as the rs139326855 (858A>G) SNP, > and the new mutation 1011C>G, both
in 31% (13/42) of children. The 202T>C, 1067T>G SNPs and the rs28362463 (484G>A) SNP (Nordgren
etal., 2014) were also detected, at a lower frequency, in 4.8% (2/42) of children, with the new mutations
being: 34C>T and 870C>A, 7.1% (3/42); 251T>A and 292A>T, 14.3% (6/42); 254T>G, 9.5% (4/42);

305A>T, 16.7% (7/42); S12G<A, 4.8%: 509G>A, 12% (5/42) (Figure 4).

4. Discussion

The overall virus frequencies detected in our study were similar between the AGE and ARI control
groups, involving 734 children from the Amazon region, with an exception for the norovirus frequency
detected in the AGE group (38%), almost the double of that in the ARI group (21.3%). The estimated
global norovirus frequency is 18%. * In the Amazon region, it has varied from 7.8% up to 35.2% in young
children.**2 Norovirus is the most common cause of diarrheal episodes globally. 27 and the high
frequency also detected in ARI group probably is a result of genetic susceptibility of children from this
study that are mostly weak secretors as previously identified. ? The host susceptibility to norovirus affects
the norovirus infection and non-secretors, having an inactivated #U72 enzyme, do not express blood
group antigens and are resistant to several norovirus genotypes, including the predominant GIL.4. ° There
is a big issue to be clarified after norovirus genotyping. We are further investigating to understand how
the weak secretor Amazonian children respond to the norovirus infection. Concerning the RVA, the most
important fact is that the low RV1 vaccination coverage is probably maintaining high frequencies of RVA
in both groups because <3-month aged unvaccinated children were found to be a highly RVA infected
AGE group. Branco et al., *® reported a low RV1 vaccination coverage in the state of Acre in 2014, eight

years after the introduction of RV1 via the NIP. It might be necessary to these regions, to study
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immunization strategics to 1-month old children, as most children are brought from the Amazon
rainforest to HCSA with great difficulty. However, vaccinated children were the most RVA infected.
Additionally, vaccinated children between 6 months and 2 years of age presenting AGE were highly
infected by RVA. Besides the low vaccination coverage, factors such as RVA diversity and the high
frequency of secretor children could also be impactful and should be investigated. There is only one study
with children with AGE from RR, 2 with 25 fecal samples evaluated and an RVA detection rate of 52%
(13/25). Similar studies have reported an overall frequency of up to 20% RVA in the Brazilian Amazon
children but higher frequencies are also found as reported in Acre (46%), Amazonas (28.5%), Amapa
(38%), Pard (26.3), Rondonia (71.4%) and Roraima (52%). 3%*! The health teams have trouble accessing
the regions where the children live; making the vaccination process very difficult. The Amazon is a
region of great challenges, due to the difficulty of access (Amazon rainforest) and the state of Roraima
being where most children of this study live, composed of regions of demarcated indigenous arcas with
their own culture.

HAAVs are ubiquitous pathogens depending on the type/species and display various tropisms that
correlate with clinical manifestations and typically infect the respiratory, digestive and ocular tracts.
HAGJV is one of the most frequently detected agents in children presenting ARL > The enteric HAdV-F
(types 40 and 41) accounted for more than 20% of diarrhea cases.’>** HAdV was the second main
etiologic agent of AGE in a case-control study. 335 The available data regarding incidence in Brazil is
limited, especially in diarrheic diseases in the post rotavirus (RVA) vaccine era. Portal et al., * reported
HAGV positivity of 50.2% (110/219) in fecal samples collected from March 2012 to April 2015 from
children hospitalized for AGE attended in two large pediatric hospitals in the Amazon region. HAAV was
also detected in this study in high frequencies in both AGE and ARI groups. HAdV was the most
frequently detected in children living in different municipalitics of RR and Amazonas states (Brazil), also
in the countries of Venezuela and Guyana. HAdV frequency in AGE children was almost similar to
norovirus, showing the important contribution of HAdV for AGE.

In this study, SaV, norovirus and HAdV infection frequencies are reported for the first time in RR state.
Samples collected from children living in RR including demarcated indigenous areas from the Amazon
rainforest corresponded to 91.1% (669/734) of total. Low SaV frequencies were detected in this study
(7.3%, 38/485) in fecal samples from children with AGE under 5 years old, living in the Amazon region.

Costa et al., " have detected even lower values (5.2%, 9/172). Frequencies detected in Boa Vista (RR
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capital) and Venezuela were higher but non-significant when compared to AGE and ARI group (control)
values. In the 2016 sample collection, there was a huge increase in the number of children attended in
HCSA from the country of Venezuela, which may have influenced the virus detection here presented.
An interesting fact is concerning the seasonality that was verified for each virus detected in this study.
The dry season is the period occurring in the Amazon region where the children are more affected by
AGE caused by all viruses; however, a peak of high norovirus infection frequency was observed in July
(wet scason). High norovirus frequencies in the wet scason in the Amazon region have been reported by
Vicira ct al. ** Probably the particular climate of the Amazon region has had an impact on AGE caused by
norovirus occurring in Amazonian children.

We verified the Ct values detected by RT-qPCR for all viruses identified in this study. Trang ct al. ¥
estimated that a Ct <21.36 could be assumed to represent cases for which norovirus was the causal agent
of diarrhea. Phillips et al., * assumed that Ct values up to 31.0 could be considered as criteria (cut off) to
select norovirus positive samples. Even assuming a Ct cut off criterion of 31.0, for norovirus there were
more Ct values under the cut off in ARI children, with 67.9%, against 51.6% in AGE children. As such,
this cut off criterion for norovirus detection rate should be better investigated considering the Ct value of
20.2 detected in 43.4% of norovirus positive AGE children’s feces. Fuller et al., *! established an
association between low Ct values and severity of ARI caused by the influenza virus and respiratory
syncytial virus (RSV) in children under 5 years old. In our study, RVA, HAdV and SaV presented high
similar Ct RT-qPCR values in the AGE and ARI groups.

Many groups have investigated the relationship between ABO-HBGA and susceptibility to certain
diseases including SARS-CoV-2. * The validity of the conclusions is dependent on the application of
appropriate statistical analysis. The frequency of blood group “0” in children from the Amazon region
enrolled in this study was high and even so, too significant values of CI were detected to consider either
blood groups children belong to, “A” or “O”, as more susceptible to acquiring HAdV. Our result is in
agreement with the two studies published in the sixties that correlated blood group susceptibility factor
with ARIL*# The host Lewis and secretor HBGA factor influences the susceptibility to RVA and
norovirus infections. *® In this study, RVA, norovirus and HAdV circulating in the Amazonian children
were infecting mainly Le (a+b+) and Le (a-b+) children. Children with a Le (a+b-) profile had very low
frequencies of either RVA or norovirus infections, reinforcing the protective factor of this HBGA Lewis

phenotype as previously reviewed. **. In this study, the Le (a+b-) phenotype protective factor was also
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verified for HAAV infection. In order to confirm the OLe (a-b-) phenotype as non-secretor, 42
DNAs/FUT3 nucleotide gene sequence from Amazonian children was accessed. We verified the presence
of the five main SNPs of the FUT3 gene in Le (a-b-) children via nucleotide sequencing of DNA from
saliva, and adjacent to the five main SNPs nine new mutations were detected. These new mutations could
explain the Le (a-b-) phenotype, especially the 1011C>G mutation, because of its* high frequency and
because one child phenotyped as Le (a-b-) has only this mutation. Further studies should be necessary
including the sequencing of non-Le (a-b-) control samples. The most common haplotype SNPs
correspond to the /e’ which have been detected in Asian (24%) and African (19%) populations, while
the 7e?%231% (17%) and /&% (4%) were found mainly in European populations.'? The rs3745635
(508G>A), and rs3894326 (1067T>A) SNPs, which arc both detected in the catalytic domain of the
enzyme, inactivate the product of the /e gene, while the rs28362459 (59T>G) SNP, in the trans-
membranous domain of this protein, only reduces its enzymatic activity rather than eliminating it
altogether. ' 1 The profile of /e gene SNPs from children from the Amazon region detected was mainly
the haplotype /e*”*%, showing some genetic proximity between native Asian and Amazonian individuals

as previously reported. °
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Figure 3. A. Rotarix ™ (RV']) vaccination coverage. The graph shows the Rotarix™ (RV1) vaccination coverage in
the different municipalitics of the states of Roraima (Brazil) and Amazonia, and the countrics of Venezucla and
Guyana. Roraima borders with the state of Amazonas, and the countries Venezuela and Guyana. 0 = None of
children from the “Sao Jodo da Baliza” municipality were attended at “Hospital da Crianga de Santo Antonio™;
Numbers within parentheses correspond to:- municipalities of Roraima state, Brazil, these being: 1.Uiraimutd; 2.
Pacaraima; 3.Amajari; 4. Normandia; 5. Bonfim; 6. Alto Alegre; 7. Boa Vista; 8. Mucajai; 9. Iracema; 10. Cant; 11.
Caroebe; 12. Sdo Luiz; 13. Sdo Jodo da Baliza; 14. Caracarai; 15. Roraindpolis; -16. Venezuela; -17. Amazonas
(state of Brazil); -18. Guyana. Axis « corresponds to municipality names and axis y corresponds to percentage of
RV1 vaccination coverage. B. Profile of RVA infection by age in children from the Amazon region. The x axis
corresponds to the age each child, being: 1= <3 months old; 2= >3 months <6 months old; 3= >6 months <1 year
old; 4=>1 year <2 years old; 5= >2 years <5 years old. The number of children enrolling in this study by age as
described was: 169 (1); 124 (2); 240 (3); 144 (4); 55 (5). One child with 5 years old from the unvaccinated acute
respiratory infection (ARI) group was not included in the Figure. The y axis corresponds to percentage of RVA

infection. AGE is acute gastroenteritis.
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Table 1: Results of Lewis and secretor histo-blood group antigen (HBGA) profile phenotyping for the children from
the Amazon region (Brazil, Venezuela and Guyana). Children were grouped by virus detected in feces: A. rotavirus
A (RVA); B. norovirus; C. human adenovirus (HAdV). Sapovirus (SaV) was excluded [rom this analysis because
the number of positive samples was not representative. The secretor and non-secretor profiles were confirmed after
the detection of Fucal-2Gal-R, using a lectin-based Enzyme Immunoassay (EIA). Weak secretor profile was
defined as previously described (Moraes et al. 2019). The odds ratio (OR) and confidence interval (CI) were
calculated according to SZUMILAS (2010). Confidence intervals less than 1 were considered statistically
significant.

A

Lewis Antigen/Secretor Total samples = 734

AGE =485(100%) ARIn=249(100%) OR CI

LeatLeb+ (weak secretor) 61 (16.6%) 27 (10.8%) 1.15 1.15
Lea-Lebt (secretor) 27 (5.6%) 13 (5.2%) 1.06 1,55
Lea+Leb- (non-secretor) 4 (0.8%) 2(0.8%) 1.02 543
Lea-Leb- (non-secretor) 18 (3.7%) 6(2.4%) 1.54 333
B

Lewis Antigen/Secretor Total samples = 734

AGE =485 (100%)  ARIn=249(100%) OR CI

LeatLeb+ (weak secretor) 87 (17.9%) 34 (13.6%) 131 1.15

Lea-Leb+ (seeretor) 57 (11.7%) 10 (4.0%) 2.92 436

LeatLeb- (non-secretor) 9 (1.8%) 4 (1.6%) L15 342

Lea-Leb- (non-secretor) 31 (6.4%) 5(2.0%) 3.18 7,06
1
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C
Lewis Antigen/Secretor Total samples = 734
AGE =485(100%) ARIn=249(100%) OR CI
LeatLebt (weak secretor) 82 (16.9%) 62 (24.9%) 0.67 0.50
Lea-Leb+ (secretor) 46 (9.5%) 21 (8.4%) 1.12 1.26
Lea+Leb- (non-secretor) 9 (1.8%) 3(1.2%) 1.54 532
Lea-Leb- (non-secretor) 22 (4.5%) 10 (4.0%) 1.13 1.90
2

John Wiley & Sons

91



ONO U WN =

Journal of Medical Virology

Page 26 of 26

Table 2: Resulls of ABO histo-blood group antigen (HBGA) profile for the children from the Amazon region

(Brazil, Venezuela and Guyana). The children were grouped by virus detected in feces: A. rotavirus A (RVA);

B. norovirus; C. human adenovirus (HAdV). Sapovirus (SaV) was excluded from this analysis because the

number of positive samples was not representative. The odds ratio (OR) and confidence interval (CI) were

calculated according to SZUMILAS (2010). Confidence intervals less than 1 were considered statistically

significant.
A
Blood Group Total samples = 734

AGE =485 (100%) ARIn=249 (100%) OR ClI
A 8 (1.5%) 6 (2.4%) 0.68 1.75
B 1(0.2%) 2 (0.8%) 025 275
AB 1(0.2%) 0 - -
0 100 (20.6%) 39 (5.7%) 1.31 1.08
B
Blood Group Total samples = 734

AGE =485 (100%) ARIn=249 (100%) OR ClI
A 13 (2.7%) 2 (0.8%) 3.33 14
B 5 (1%) 0 . =
AB 2 (0.4%) 0 - -
0 164 (33.8%) 51 (20.5%) 165 1.8
C
Blood Group Total samples = 734

AGE =485 (100%) ARIn=249 (100%) OR CI
A 9 (1.8%) 8 (3.2%) 028  0.52
B 5(1%) 4(1.6%) 064 223
AB 0 0 > s
0 150 (31%) 86 (34.5%) 088  0.55

1
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Objectives: This study aimed to verify the frequency, genotypes, and etiological role of Human Bocavirus
(HBoV) in younger Amazonian children with either acute gastroenteritis (AGE) or respiratory infections
(ARI). The influence of Rotarix™ vaccination and co-infection status was also investigated.
Design: HBoV quantitative polymerase chain reaction (qPCR) testing was done on both fecal and saliva
(1468 samples) from 734 children < 5 months old living in the Amazon (Brazil, Guyana, and Venezuela).
High and median HBoV viral load samples were used for extraction, nested PCR amplification, and
sequencing for genotyping. HBoV mRNA detection was done by reverse transcription following DNA
amplification.
Results: The overall HBoV frequencies were 14.2% (69/485; AGE) and 14.1% (35/249; ARI) (p = 0.83). HBoV
exclusively infected 4.5% (22/485; AGE) and 4% (10/249) of the Amazonian children (Odds ratios 1.13, 95%
confidence interval= 2.42-0.52). HBoV 1 was mainly detected in feces and saliva from AGE children; and
HBoV2, from ARI children. HBoV mRNA was detected only in feces. The Rotarix™ vaccination status did
not affect the HBoV frequencies.
Conclusions: We suggest that, after entry into the air/oral pathways, HBoV1 continues infecting toward
the intestinal tract causing AGE. HBoV2 can be a causative agent of AGE and ARI in younger Amazonian
children.
© 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases.
This is an open access article under the CCBY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-
nd/4.0f).

Introduction

introduction of the rotavirus A (RVA) vaccines by National
Immunization Programs (NIP) worldwide (Qiu et al. 2017). The

Despite Human Bocaviruses (HBoV) having been discovered
from nasopharyngeal samples from children with an acute
respiratory infection (ARI) (Allander et al., 2005), they are currently
considered to be emerging viruses that could be associated with
cases of acute gastroenteritis (AGE) that have occurred after the

* Corresponding authors.
E-mail addresses: baroni@ioc.fiocruz.br (M.T.B.d. Moraes),
isabella.delgado@fiocruz.br (LF. Delgado).
! The authors contributed equally to the manuscript.

https://doi.org/10.1016/;.jid.2020.03.046

HBoV contains a single linear DNA genome organized into 3 ORFs,
where ORF1 and ORF2 encode the non-structural proteins NS1 and
NP1, and ORF3 encodes the VP1 and VP2 capsid proteins. HBoV is
classified as genotype 1 through 4 (Guido et al. 2016).

In this study, the presence of HBoV was investigated in feces
and saliva from children presenting either AGE or acute respiratory
infection (ARI) living in the Amazon region. The objective of this
study was to verify the frequency of HBoV in these two groups with
different Rotarix™ (RV1) RVA vaccinal statuses, as well as with and
without RVA, norovirus and HAdV co-infections, while also
identifying the genotypes infecting AGE or ARI children under 5

1201-9712/© 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

94



GA.A. Leitdo et al./International Journal of Infectious Diseases 95 (2020) 32-37 33

months old. The detection of HBoV DNA and messenger RNAs
(mRNA) using a quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) was
also performed to provide data and an argument for HBoV1
infecting the host through both oral and respiratory tracts,
reaching the gastrointestinal tract and causing AGE. This phenom-
enon could explain the cases of HBoV1 that cause AGE in
Amazonian children.

Methods
Study population

This study was approved by the Federal University of Roraima
Ethical Research Committee (CEP No: 1.333.480 from November
23,2015). A total of 734 children (430 boys and 304 girls) of under
five months of age were enrolled in this study and are divided into
two groups: 485 presenting AGE and 249 presenting ARI (non-
AGE-symptomatic control samples). All children included here
were seen at "Hospital da Crianca de Santo Antonio” (HCSA) in the
city of Roraima (RR-state, Brazil). All children live in Brazil,
Venezuela, or Guyana, including demarcated indigenous areas
from the Amazon rainforest (Moraes et al., 2019). Fecal and saliva
(containing epithelial cells) samples were collected in parallel from
each child after an informed consent form was signed by the
parents or guardians and processed according to what was
previously published (Carvalho-Costa et al., 2019; Moraes et al.,
2019;). Fecal samples had already been tested for RVA, GI and GlI
norovirus and adenovirus (HAdV) (unpublished results). The
Rotarix™ (RV1) RVA vaccine was the only vaccine administrated
by the Brazilian NIP (Moraes et al., 2019).

The quantitative PCR for human Bocavirus detection in fecal samples
and saliva format

A duplex real-time assay was established and formatted for the
detectionof HBoV and HAdV (HAdV, unpublished results ), based ona
previously developed qPCR for those viruses (Portes et al., 2017). The
method was first tested using samples already previously defined as
HBoV, standard curves, and the non-template controls (NTC),
available in the RRRL-LVCA, all in duplicate. The specificity of the
test was verified comparing the positivity, and the cycle threshold
(Cy)valuesobtained with those already known for the samples tested
(Portes et al,, 2017). Only sigmoidal curves were considered. The
HBoV NTC is named as CI-027 (C, value 18.02). Primers and probes
(FAM-labeled HBoV) used were as previously described by Kantola
etal. (2010). To verify unspecific qPCR reactions between HBoV and
HAdV, these viruses were tested in a monoplex qPCR format, before
proceeding with the duplex format, with parameters defined as
described below. The sensitivity of the qPCR was determined using
two double-stranded (ds) DNA fragments (gBlock® Gene Fragment,
Integrated DNA Technologies, lowa, USA) designed to contain both
viruses' target regions amplified by the primers described above,
based on the HBoV1 to -4 genome (VP1-VP2 junction). A 10-fold
serial dilution of gBlock™ was used to generate a standard curve
between log standard concentrations (6 x 107 to 6 x 10" copies per
reaction for HAAV and 1 x 10° to 1 x 10" for HBoV) following the
formula: Copy number =(DNA amount (ng) x 6.022 x 1023 | length
(bp) x 109 216 x 650). The Ct of each standard concentration is
already known, making it possible to identify the viral load of each
positive sample.

Detection of human Bocavirus in fecal samples and saliva from
Amazonian children by quantitative PCR

Total viral nucleic acid from feces was extracted as previously
described (Moraes et al., 2019). Five microliters of extracted

95

DNA were used for the duplex qPCR. The reactions were
conducted using the QuantiTect® Multiplex PCR Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer's recom-
mendations in a total volume of 20 pL and with optimized
thermal cycling conditions as follows: an enzyme activation
step at 95 °C for 15 min, 45 cycles of PCR amplification at 94 °C
for one min, and at 60 °C for one min. All qPCR reactions were
conducted on the ABI Prism 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, California, USA). Samples that showed
signals crossing the threshold line in both replicas up to a C;
value of 42.00, and presented a characteristic sigmoid curve,
were regarded as positives. Samples detected as positives
and with a C; of less than 33 had the total nucleic acids (DNA/
RNA) extracted from their respective saliva samples (collected
in parallel from the children) via a method described by
Moraes et al. (2019) and amplified by qPCR as described
above.

Human Bocavirus genotyping by nucleotide sequencing

Preliminary nested PCR was performed according to the C;
values obtained by the duplex qPCR, these being: -Three
samples with C, below 20; - three with C, between 20 and
30; - three with C; between 31 and 40. The nested PCR protocol
(First and second rounds) applied to the preliminary and final
amplification was: Denaturation at 94° for 30 sec. (first round
95 °C during five min), 35 cycles of denaturation at 942 - 15 sec.,
anneal at 55 °C - 15 sec., and extension at 68 °C - one min.
The Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity enzyme was
used according to the manufacturer's recommendations (Invi-
trogen, Carlsbad, California, USA). Amplicon purification was
performed as previously described (Moraes et al., 2019). Sanger
nucleotide sequencing was done using primers for the HBoV
second round nested PCR as previously described (Chow et al.,
2010).

Sequences analysis

For the construction of HBoV phylogenetic trees, VP1 gene
nucleotide and amino acid multiple alignments were done using
the Mega -Molecular Evolutionary Genetic Analysis Version X
software (Kumar et al., 2018; Chow et al., 2010) and the Maximum
Likelihood method and Tamura-Nei model (Tamura & Nei, 1993) on
results from saliva and fecal samples, and the references sequences
obtained from the GenBank database at NCBI for HBoV1, HBoV2,
and HBoV3 VP1.

Detection of human Bocavirus messenger RNA in fecal and saliva
samples genotyped as HBoV1

Fecal and saliva HBoV1 and HBoV2 were tested for the
presence of messenger RNA (mRNA). Total nucleic acid extracted
was submitted to enzymatic digestion using amplification grade
DNAse | (without RNAse activity) (ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, EUA), according to the manufacturer’s instruc-
tions. The samples were submitted to reverse transcription
following DNA amplification using a SuperScript® Il Platinum®
One-Step qRT PCR system (Invitrogen, California, EUA) according
to manufacturer instructions and using the same primers for
qPCR (Portes et al, 2017). The parameters were: Reverse
transcription at 50 °C during 30 min., enzyme activation at 95
°C during ten min., 40 cycles of denaturation at 952 - 15 sec.,
anneal and extension at 60 °C - one min., ending in a 4 °C holding
stage. Samples that were submitted to enzymatic digestion with
DNAsel were checked for the presence of residual DNA by qPCR as
previously described.
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Statistical analysis of data

The Statistica 12.6 (December 2014) software was used for all
statistical analyses. The statistical tests applied in this study were
Pearson Chi-Square (Differences were considered statistically
significant at P values greater than 0.05) (Pearson, 1900) and odds
ratios (OR) (Szumilas, 2010).

Results

The Bocavirus frequencies were similar for the groups of children
either with acute gastroenteritis or respiratory infection

The tests with NTCs confirmed their already known C, values,
demonstrating the specificity of the qPCR for HBoV detection in
saliva and fecal samples. The qPCR revealed 104 samples positive
for HBoV, 10.2% (31/304) from girls, and 17% (73/430) from boys.
The HBoV detection rate was: Guyana 20% (1/5); Venezuela 14.3%
(6/42); Brazil, state of Roraima 14.1% (95/673), and the state of
Amazonas 14.3% (2/14). Table 1A shows the frequency of HBoV
being similar in the groups of AGE and ARI children, at 14.2%
(69/485) and 14.1% (35/249) (p-value = 0.83) respectively. HBoV
infection frequency was evaluated exclusively (without consider-
ing co-infection with other viruses) or as a co-infection with HAdV,
norovirus, and RVA for either AGE or ARI groups. The exclusive
HBoV frequency for the AGE group was 4.5% (22/485) and 4.0%
(10/249) for the ARI group. HBoV infection frequency was almost
double the ARI frequency (1.6%; 4/249) in the AGE group (3.3%;
16/485), when in co-infection with norovirus. On the other hand,
for HAdV and RVA in co-infection with HBoV, lower frequencies
were shown for AGE (HAdV = 1.2%, 6/485 and RVA 0%) than for
ARI (HAdV = 4.8%; 12/249 and RVA = 0.8%; 2/249) (Table 1B).
For each infection profile, with HBoV exclusively, HBoV + RVA,
HBoV + norovirus, and HBoV + HAdV, the odds ratio (OR) was
calculated and was of 1.13, 0, 2.05 and 0.26, respectively. The
confidence interval (CI) of 95% for exclusive HBoV was 2.42 - 0.52

Table 1

(no-significance 1.9), 0 for HBoV + RVA, 6.19 - 0.52 (no-significance
value 5.67) for HBoV + norovirus and 0.70 - 0.09 (significance value
of 0.61) for HBoV + HAdV. The status of Rotarix™ (RV1) vaccination
was considered, and Table 1C shows that no difference could be
detected, considering the frequencies for the AGE group in
vaccinated children (15.6%; 30/192) was almost equal for the
unvaccinated (12.6%; 37/293). For the ARI group, these frequencies
were 14.9% (15/101) and 14.2% (21/148) for the vaccinated and
unvaccinated groups, respectively (Table 1C). The frequency of
HBoV was high in the Boa Vista municipality, state of Roraima,
Brazil, corresponding to 49% (51/104) of the HBoV positive fecal
samples. The HBoV frequencies detected in feces from children
living in Venezuela and Guyana were lower, 3.8% (4/104), and 1%
(1/104), respectively. The C; values detected ranged from 19.9 to
37.0 for 10.6% (11/104) and from 37.0 to 39.4 for 89.4% (93/104) of
the HBoV1 positive fecal samples.

HBoV1 was mainly detected in AGE Amazonian children

Twenty-seven fecal and saliva paired samples were selected for
genotyping, defined by C; values below 20 and between 20 and 30.
63.1% (12/19) of the amplicons obtained from samples of AGE
children and 87.5% (7/8) from samples of ARI children were
sequenced, and the HBoV genotype was defined with success
(Table 2). 68.4% (13/19) of genotyped HBoV were from children
without co-infection, and 31.6% (6/19) were from children co-
infected with HAdV (2 AGE children and 4 ARI children) (Table 2).
The HBoV1 genotype was predominantly detected in fecal and
saliva samples from AGE children, with 75% (9/12) detection in
feces and 100% (11/11) in saliva. The HBoV2 genotype was detected
in 25% (3/12) of the remaining fecal samples from AGE children.
The HBoV2 genotypes were predominant and detected in 71.4%
(5/7) of samples from ARI children. Only one sample of the HBoV3
and HBoV1 genotypes was detected in children presenting ARI, the
detection rate was 14.3% (1/7) for each one. Table 2 summarizes
these results.

Frequency of Human Bocavirus (HBoV) detected in the Amazon region in two different groups of children, these being acute gastroenteritis (AGE) and acute respiratory
infection (ARI): A. HBoV positivity without considering HBoV with other enteropathogens; B. HBoV co-infection with norovirus and human adenovirus (HAdV).

A
Group of children (734) HBoV positivity 104 (%) p* value
AGE (485) 69 (14.2%) p=083171
ARI (249) 35(14.1%)
Note:” - The value of significance (p-value) was found comparing both groups of children presenting their clinical symptoms.
B
Virus (es) detection rate Groups of children n = 734 (100%)

AGE n = 485 (100%) ARI n = 249 (100%) OR
HBoV only 22 (4.5%) 10 (4.0%) 113
HBoV + RVA 0(0.0%) 2(0.8%) 0
HBoV + norovirus 16 (3.3%) 4(1.6%) 2.05
HBoV + HAdV 6(1.2%) 12 (4.8%) 0.26

Note: * - The odds ratio (OR) was calculated for each infection profile, these being: HBoV exclusively (1.13); HBoV +RVA (0.0); HBoV + norovirus (2.05); HBoV+HAQV (0.26).
The confidence interval (CI) of 95% for HBoV alone was 2.42 - 0.52 (no-significance 1.9), 0 for co-infection by RVA and HBoV, 6.19 - 0.67 (no-significance value 5.67) for co-
infection by HBoV and norovirus and, for co-infection by HBoV and HAdV, 0.70 - 0.09 (significance value of 0.61).

C

Groups of children (n = 734) HBoV positivity and vaccination status

AGE n =485 Vaccinated n = 192 Unvaccinated n= 293
30 (15,6%) 37(12,6%)
p"=0,35218

ARI n = 249 Vaccinated n = 101 Unvaccinated n= 148
15 (149%) 21 (142%)
p =0, 88412

Note: * The Pearson Chi-Square [ 19] test was applied to define the level of marginal significance (Valor p) in comparison to the positive and negative HBoV results found in

each AGE and ARI group.
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Table 2

HBoV genotype defined by sequencing nucleotides from DNA amplicons obtained
from fecal and saliva samples. The samples also had their DNA digested and were
submitted to mRNA amplification. A. Group of children presenting acute
gastroenteritis (AGE); B. Group of children presenting acute respiratory infection
(ARI).

Child identification HBoV genotype

Feces Saliva
A
Child 1 HBoV1 HBoV1
Child 2 HBoV1 HBoV1
Child 3 W HBoV1
Child 4 HBoV2 ¥
Child 5 HBoV1 HBoV1
Child 6 HBoV1 HBoV1
Child 7 HBoV1 HBoV1
Child 8 HBoV1 HBoV1
Child 9 HBoV2 HBoV1
Child 10 HBoV1 HBoV1
Child 11 HBoV1 HBoV1
Child 12 HBoV1 HBoV1
B
Child 13 HBoV3 ¥
Child 14 HBoV2 &
Child 15 HBoV2 HBoV1
Child 16 HBoV2 "
Child 17 HBoV2 HBoV1
Child 18 HBoV1 HBoV1
Child 19 HBoV2 HBoV2

Notes: * - The DNA amplicons obtained from these saliva samples was not of good
enough quality to provide comprehensive nucleotide sequences.

Bold and underlined samples had their mRNA amplified.

AGE children 4, 11, and ARI children 13, 15, 18, and 19 were HAdV co-infected
presenting Ct values of 31.8, 40.2, 36.53, 36.12, 37.15, and 42.91, respectively.

A phylogenetic tree (Fig. 1A) shows the evolutionary proximity
between HBoV1, HBoV2, and HBoV3 detected in feces and saliva
and others that have been identified in children living in the
Amazon region (states of Acre, Amazonas, Pard, Roraima, and
Tocantins), Rio de Janeiro and Goids. HBoV1 nucleotide sequences
detected from the AGE children 1, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12 share equal
similarities between them, regardless of whether they were
recovered from fecal or saliva samples. Children 18 and 19, from
the ARI group and genotyped respectively as HBoV1 and HBoV2,
also share equal similarity between fecal and saliva samples. All
these children were clustered in the same clade in the phylogenetic
tree, together with reference sequences from the Amazon region
and other Brazilian states (Rio de Janeiro, Goids), except for
nucleotide sequences recovered from child 12 (feces and saliva)
clustered in a separated clade and with a bootstrap of 85%. HBoV3
nucleotide sequences were recovered from the feces of ARI child 13
living in Mucajai (Fig. 1B) and presented a 99% similarity with the
reference sequence MH 003678.1 from the Amazonas state (Fig. 1A
and B). The quality of the DNA recovered from child 13's saliva was
not adequate for defining the HBoV genotype. The nucleotide
sequence from child 19 shares equal similarity between fecal and
saliva samples and was HBoV2. The nucleotide sequence recovered
from the feces of children 9, 15, and 17 were similarly HBoV2;
however, these sequences recovered from saliva were similar to
HBoV1.The DNA recovered from feces of children 4, 14, and 16 were
similar to HBoV2, and the saliva from these children did not
provide nucleotide sequences adequate enough to determine the
HBoV genotype. The HBoV2 genotyped samples from children
enrolled in this study were clustered together with reference
sequences from the states of Goias, Rio de Janeiro (child 9),
Tocantins, and Amazonas (child 15). The remaining (children 4, 14,
16, 17, and 19) were clustered in a separate clade.
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Messenger RNA was detected only in feces but not in saliva

Successfully genotyped HBoV positive fecal and saliva samples
were used to verify the presence of mRNA (Table 2). The detection
rate of mRNA was 21.0% (4/19) and only on fecal samples.
Messenger RNA was not detected in any saliva samples. Three
HBoV1 mRNA positive samples were from AGE children 5, 11, and
12; one HBoV2 mRNA positive sample was from ARI child 19.
Children 11 and 19 were HAdV co-infected (Table 2).

Discussion

The similar frequency detected of 14% both for the AGE and ARI
groups of children could be explained by HBoV having been
associated with both the clinical conditions (Qiu et al. 2017). The
global HBoV prevalence in both children and adults was estimated
from 2005 to 2016 (Guido et al., 2016), including studies evaluating
AGE and AR, for HBoV exclusively: 5.9% (95% Cl: 5.7-6.1) for AGE
cases and 6.3% (95% ClI: 6.2-6.4) for ARI cases. This prevalence was
very similar to our study. For co-infections, the prevalence was of
46.7% (95% Cl: 44.2-49.2) for AGE cases, and ranged from 8.3% (95%
(C1:0.0-19.4) to 100% for ARI cases. These authors also presented the
prevalence for Brazil: 4.8% (95% CI: 4.0-5.7; HBoV exclusively) and
15.1% (95% CI: 8.7-21.6; co-infection). For ARI cases, 10.8% (95% CI:
9.6-11.9; HBoV exclusively) and 90.1% (95% ClI: 86.7-93.5; co-
infection). In our study, the frequency was similar to that reported
for Brazil in 2016, considering HBoV infection exclusively or in co-
infection in AGE children. Otherwise, the frequency reported for
ARI children in the 2016 study (Guido et al., 2016) was very
different from that detected in our study, considering either HBoV
exclusively or in co-infection, as we detected low frequencies
ranging from 0.8% to 4.0% at maximum, even considering the co-
infection. The number of samples collected in one year from
Roraima, Brazil was very representative (n = 673), and children
presenting AGE living in Roraima state were mainly HBoV infected
rather than presenting ARI (AGE 59.6%; 62/104; ARI 40.4%; 42/104).

Recently Soares et al. (2019) reported an HBoV detection rate of
24.0 % (54/225) in samples from AGE children under 5 years old
living in Brazil in the Amazon region, where most of the samples
were collected from children living in the states of Acre, Amazonas,
and Para, and only one sample was from Roraima.

In our study, RVA and norovirus co-infections could be excluded
from considering HBoV as the causal viral agent of AGE. RVA and
noroviruses are the two primary etiological agents of acute
gastroenteritis (AGE) in children under 5 years old (Tate et al.,
2016; Pires et al., 2015; Ahmed et al., 2014). HAdV is a significant
viral agent of ARI (Ison and Hayden, 2016), and could be excluded
for the ARI group, for HBoV to be an eligible causal viral agent of
ARI. 4.5%(22/485) of AGE children were infected only by HBoV, and
3.3%(15/435) were infected by both HBoV and norovirus. 4.0% (10/
249) of ARI children were infected only by HBoV, and 4.8% (12/249)
were infected by both HBoV and HAdV. The similar frequencies
detected in both AGE and ARI for HBoV exclusively give this virus
the status of a viral causal agent for both infections, but of low
frequency in the Amazon region. Concerning HBoV co-infection
with RVA, no HBoV positive fecal sample was detected in the AGE
group of children. In Brazil, HBoV and RVA co-infection causing
AGE was detected in higher frequencies just after the introduction
of the RV1 vaccine, with rates of 64.3% (9/14) (Sousa et al., 2012)
and 21.4% (3/14) (Albuquerque et al,, 2007). In 2017, Portes et al.
(2017) conducted a study involving 200 HIV-1 and 125 non-HIV
positive AGE children, and the frequency of HBoV and RVA co-
infection was low, corresponding to 1.5% and 0.8% for the two
groups, respectively. The RV1 vaccinal status can affect the
frequencies of viruses other than RVA, as what happened with
norovirus (Ahmed et al., 2014). However, for the children enrolled
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Fig.1. A.Phylogenetic tree encompassing the genotyped Bocavirus 1(HBoV1), 2 (HBoV2), and 3 (HBoV3) detected in feces and saliva samples from Amazonian children, Each
child was identified by numbers. References GenBank samples were included and accessed according to their reference numbers. The analysis was inferred by using the
Maximum Likelihood method and the Tamura-Nei model [1]. All bootstrap-calculated values were above 70%, as estimated with 2,000 pseudo-replicate data sets at each
node. B.Map of the state of Roraima showing the municipalities where the children whose samples were collected live, as well as the Brazilian states and countries with which
it borders. Adapted from Landscape Metrics Lab, Department of Geography - Federal University of Roraima (http://ufrr.br/mepa/). The HBoV 1, 2, and 3 are represented by

colored circles or squares, respectively, if they were detected in the feces or saliva.

in this study, the RV1 vaccinal status did not affect the HBoV
detection rates because the frequencies were similar for the AGE
and ARI groups in vaccinated and unvaccinated groups. Studies
have shown the presence of HBoV in association with other
potential pathogens for both AGE and ARI children, which led to
the hypothesis that the virus may be a “harmless passenger”
(Schildgen et al., 2008). In our study, the detection rate of HBoV
was also low, excluding co-infections with norovirus. The G
criterion up to 30.0 selected mainly HBoV positive fecal samples
without co-infection.

In our study, the HBoV1 genotype was predominantly detected
in feces and saliva samples from AGE children, with 75% (9/12)
detected in feces and 100% (11/11) in saliva. The HBoV2 genotype
was detected in 25% (3/12) of the remaining fecal samples from
AGE children. The HBoV2 genotypes were predominant and
detected in 714% (5/7) of samples from ARI children. The
prevalence of HBoV1 under HBoV2 (respectively 94.8% and 2.6%)
from AGE samples was also reported by Soares et al. (2019).
Unfortunately, scarce data concerning HBoV genotype frequency is
available for Brazil. HBoV1 is mainly associated with ARI, despite
having also been detected in samples from AGE children (Guido
et al., 2016; Schildgen, 2013; Chow & Esper, 2009). HBoV2 and
HBoV3 are rarely detected in respiratory secretions, but frequently
so in fecal samples from children with AGE (Paloniemi et al., 2014;
Chow et al., 2010; Arthur et al., 2009). HBoV4, although rarer, has
already been found in fecal samples (Kapoor et al., 2010, 2009).

Since samples from ARI children served as non-AGE children-
symptomatic control samples, we could infer that HBoV1 is a
causative agent of AGE since we detected mRNA in fecal samples
only from AGE children that were infected only by this agent
without co-infection (two samples).

HBoV1 and HBoV2 mRNA (one from AGE and one from ARI
children respectively) were detected in two HBoV and HAdV co-
infected fecal samples; however, the C; values were very high for
HAdV (40.2 and 42.91, respectively). The C; values that reflect the viral
load could be very complicated for HBoV detection and association of
this agent as causative of disease. The HBoV viral load usually is low
and also could persist on the tissues such as the nasopharynx and
tonsils (Ivaska et al., 2019), not reflecting real infection. The HBoV1
infection cannot be diagnosed with standard DNA PCR; quantitative
PCR and serology are better diagnostic approaches. Because of their
high clinical specificity, HBoV1 mRNA, and antigen detections have
shown promising results (Christensen et al., 2019).

The phylogenetic analysis showed, for most of the HBoV
nucleotide sequences, a similarity between HBoV genomes
detected from feces and saliva, reflecting both the persistence of
this virus and its probable migration from the respiratory to the
intestinal tract. This similarity also indicates that even for ARI
children, there is shedding towards the feces. Children living in the
Amazon region mainly in the state of Roraima have been infected
by the same HBoV1, HBoV2, and HBoV3 that are circulating in other
Amazon regions, because the nucleotide sequencing showed more

98



GAA. Leitdo et al./International Journal of Infectious Diseases 95 (2020) 32-37 37

similarity to samples from the Amazon region than samples from
Rio de Janeiro and Goias. However, the HBoV1 recovered from child
12 was notably different (bootstrap of 85).

An explanation for the detection of HBoV1 causing AGE more
often than ARI could be that there is no physical separation of
children presenting either AGE or ARI at HCSA. This condition could
benefit this genotype in infecting the intestinal tract.

The detected genotypes HBoV1 and HBoV2 were mainly from
children living respectively in Boa Vista (the capital of Roraima)
and Alto Alegre (indigenous rainforest). There are a lot of factors
contributing to the diversity of HBoV samples detected infecting
children living in the Amazon region from families presenting a
strong indigenous ethnicity, including genetic and cultural aspects.

Conclusions

The similar HBoV frequencies detected either in AGE or ARI
children from the Amazon region show that the genotype 1 is
probably the causative agent of AGE, infecting children eventually
by the oral or air pathways towards to the intestinal tract, being
eliminated in feces (HBoV1 mRNA detection). Despite HBoV2
having been frequently associated with AGE, in our study, this
genotype could be an etiological viral agent causative of ARI in
children < 5 months old.
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Capitulo IV: Primeiro relato do astrovirus humano MLB2 no Brasil
detectado em fezes de criangas com gastroenterite aguda que vivem no
estado de Roraima, nordeste do Brasil (Artigo 3).

Artigo 3: First report of human astrovirus MLB2 in Brazil detected in feces of

infants with acute gastroenteritis living in the state of Roraima, Northern Brazil.

Objetivos especificos relacionados a tese:

2.2.1. Avaliar aspectos clinicos, epidemiolégicos e a prevaléncia de virus
responsaveis pela etiologia das DDA na populacdo de estudo, utilizando como

grupo controle criangcas na mesma faixa etaria e acometidas por IRA.
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2016 to October 2017 from children (< 5 years old attended) at “Hospital da Crianca de Santo Antonio”
(HCSA) in the city of Boa Vista, state of Roraima (RR), Northern Brazil (Ethical Research Committee
“CEP Number 1.333.480” from November 23, 2015 approved by the Federal University of RR). These
children living in Brazil, Venezuela or Guyana, including demarcated indigenous areas from the Amazon
and were hospitalized with AGE. Some of them were Rotarix™ (RV1) RVA vaccinated, as informed by
the children’s parents or guardians and verified in the vaccination card. After hospitalization caused by
AGE episodes all the children recovered. Complementary study design information as well as collecting,
processing and total RNA isolation have been reported previously>’. Reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) sample screening was carried out initially using a usual and “consensus”
protocol with the SF0073/SF0076 (respectively RdRp nucleotide position 3638-3647 and 4042-4024)
primers for detection of HAstV1-8, HAstV MLB1-3 and HAstVVA1-3%. The segment obtained using
these primers has a size of 405 bp from the ORF1b (RNA polymerase) region of the AstV genome®.
Thermal cycling conditions have been previously described®®. All the samples tested by the consensual
protocol were also evaluated using a new RT-PCR protocol named “HAstVMLB1-3 specific”. In this new
protocol, the consensus primers were replaced by specific primers these being FMLB2RdRp-Forward
(S'AGGACCCCAAACACTACCTAG3', RdRp nucleotide position 2868-2888) and RMLB2RdRp-
Reverse (5' CATCCCATACAGTGGGACCA3', RdRp nucleotide position 3082-3063). These primers
were designed using Primer Express software v3.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) considering the full ORF1b coding the RdRp of classic and non-classic HAstV and a genetic
alignment analysis was performed, comparing all classic HAstV1-8 and non-classic HAstVVA1-3
sequences available in GenBank up to August 2018. The SuperScript IIl One Step RT-PCR System with
Platinum Taq High Fidelity DNA Polymerase® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) was used according to the manufacturer’s recommendations and optimized thermal cycling
conditions. HAstV1-6, 8 and HAstVMLB1 sample genotypes from the Regional Rotavirus Reference
Laboratory (RRRL-LVCA, Oswaldo Cruz Institute, Fiocruz) were included in all RT-PCR reactions as
positive controls in the “consensus” protocol or positive (HAstVMLB1) and negative (HAstV1-6, 8) in
the “HAstVMLBI-3 specific” protocol’. To verify the sensitivity of the “HAstVMLB1-3 specific”
protocol, total RNA from sample number 27373 was quantified by Qubit Fluorometric Quantification
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) and tested using 1pg, 100ng, 10ng and 1ng.

Additional RT-PCR amplification was performed to confirm the detection of HAstVMLB2 using a set of
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specific primers that targeted the ORF2 region capsid as previously described'®. All amplicons were
purified using Wizard® SV Gel and a PCR Clean-Up System kit (Promega, Madison, USA) following the
manufacturer’s instructions. The purified amplicons were analyzed by Sanger sequencing using a
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit and the ABI Prism 3730 Genetic Analyser® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and the primers described above. The nucleotide sequence alignment
and phylogenetic tree were constructed using the Mega-Molecular Evolutionary Genetic Analysis Version
X software!" 2. Similarity was assessed using the Basic Local Alignment Search Tool
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Using both RT-PCR protocols (“consensus” and
“HAstVMLBI1-3 specific”) the HAstV frequency was 5.9% (10/170). Within the HAstV “classic” group,
HAstV5 was prevalently detected (3 samples) and only one HAstV3 was detected. Four HAstVMLBI

and two HAstVMLB2 were amplified using both RT-PCR protocols described in the study design
(frequency of 3.5%; 6/170). HAstV were detected in feces from children that live in demarcated
indigenous areas®; excluding both HAstVMLB2 samples (27341 and 27373) and the HAstV3 that were
collected from children living in Boa Vista, capital of RR. There were more RV1 vaccinated HAstV
positive children (7 children) than unvaccinated (3 children); otherwise all HAstVMLBI positive children
were RV1 vaccinated. No HAstVMLB3 was detected using the “HAstVMLB1-3 specific” protocol. The
sensitivity of the “HAstVMLB1-3 specific” protocol was evaluated in the context of four concentrations
of total RNA extracted from feces according to a routine method’”, these being of 1jig, 100ng, 10ng and
Ing. All amounts tested were able to provide HAstVMLB2 amplicons. Table 1 summarizes all the results.
The “consensus” protocol produced 405bp amplicons, these having been Sanger sequenced. The
amplicons from HAstVMLBI (samples 26683, 27215 and 27361) positive samples did not render good
enough quality by Sanger nucleotide sequencing to be evaluated. The nucleotide (nt) sequences from the
27097 (HAstVMLBI) and 27373 (HAstVMLB2) samples, were respectively aligned together with the nt
sequences with access numbers AB823731.1 and KJ807479.1. These sequences show percentage identity
with the analyzed samples of 93% (27097) and 97% (27373), using the Basic Local Alignment Search
Tool. Fig.1A shows the aa sequence alignment from the partial RNA-dependent RNA polymerase (RdRp)
of samples 27373 and 27097, analyzed with HAstVMLBI (access number AB823731.1), HAstVMLB2
(access number KJ807479.1), and HAstVMLB3 (access number KJ807514.1) as comparative criteria.
Fig.1B shows the phylogenetic tree constructed based on partial amino acid sequences (121 aa) from the

partial RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) according to what has been used previously 3°, where
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HAstVMLBI (sample 27097), HAstVMLB2 (sample 27373) and all “classic” HAstV samples detected in
this study were included. HAstVS samples 26599 and 26695 showed a common proximity with a patient
from China (access number MF684776.1) and the sample 27093 was divergent; although classified by
ORF1b sequencing as HAstV'S. The HAstV3, HAstVMLBI1 and HAstVMLB2 samples are closely related
to, respectively, HAstV from Bhutan, Asia (AB823731.1) and Gambia, Africa (KJ807479.1). The
“HAstVMLBI-3 specific” protocol produced a 215bp amplicon, which was Sanger sequenced. All the
previous HAstVMLBI (3 samples) and one HAstVMLB2 (sample number 27373) were detected by the
conventional protocol. However, one more HAstVMLB2 sample (sample number 27341) was identified.
HAstVMLBI and HAstVMLB2 show >98% similarity with the reference samples described above. The
similarity between HAstVMLB2 samples 27373 and 27341 was >99.9%, with only one Aa difference in
the RdRp in sample number 27373 (T334A) absent in sample 27341, considering the reference sequence
access number KJ807479.1. The RT-PCR amplification using a set of specific primers targeted the ORF2
region capsid'’, rendering 449bp amplicons from samples 27373 and 27341. After Sanger nucleotide
sequencing and alignment, both samples have shown similarity above 98% with the reference sample
access number MK327365.1 from China. HAstVMLBI1 was reported for the first time in Brazil in year
2015 through a surveillance study involving 2.913 fecal samples collected from children with AGE under
5 years old (coastal regions of northeast, southeast and south) (frequency of 0.07%, 2/2913)°. Later, in a
study involving 483 fecal samples from children with AGE living in the Amazon region (northern
region), no non-classic HAstV was detected!?. In our study using a conventional (“consensus”) RT-PCR
protocol, four HAstVMLBI and one HAstVMLB2 were detected. The HAstVMLB1-3 specific protocol
was more sensitive, as after testing one more HAstVMLB2 was detected. We were not able to confirm
that the “HAstVMLBI1-3 specific” protocol was able to detect HAstVMLB3, due to the unavailability of
HAstVMLBS3 positive control. A quantitative RT-PCR (qPCR) protocol could be used to detect
HAstVMLB3, however, amplicons from HAstVMLB3 positive samples will be required for Sanger
sequencing and fully validating this protocol. In fact, the ORF2 amplicons from samples 27373 and
27341 were hard to obtain and RT-PCR conditions had to be improved (data not shown). The primers
used for “conventional” and “HAstVMLB1-3 specific” protocols were designed based on the nt sequence
for RdRp coding (ORF1b), which is conserved among AstV, as otherwise the sequence for capsid
proteins (ORF2) is highly variable. Indeed, both regions present fundamental characteristics which

impart security to the detection and genotyping of the lineages of AstrV, as well gaining access to the

106



121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

diversity of these viruses. Classic HAstV5 has not been circulating in Brazil since 1999 and here this
genotype was detected in children with AGE from demarked indigenous areas which are very isolated °.
Otherwise, both non-classic AstVMLB2 were detected in children living in Boa Vista, RR state capital.
Although the conventional RT-PCR method does not have high sensitivity, it allowed showing the
diversity of HAstV that circulate in the Amazon region, reinforcing the need of surveillance. Boa Vista is
a gateway for tourists visiting the Amazon rainforest as well and the high circulation could bring new

AstrV species.
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Fig 1A, Multiple sequence alignment o the amino acids based on partial amino acid sequences (136 aa) from the partial RNA-dependent RNA polymerase
(RaRy) of human astrovirus. The AB823731.1, KI807479 and KI807514.1 were accessed from the National Center Biotechnology Information GenBank and
used as reference samples.

Fig. 1B. Phylogenefic analysis of astroviruses based on partial amino acid sequences (121 aa) of the partial RNA-dependent RNA polymerase (RaRy) from
children from Boa Vista, Roraiima, Bracil. Sequences were analyzed using the maxinnm-lkelihood method and bootstrap vaues >70% are shown at the nodes
of the tre¢ as percentages based on 2,000 replicates. The strains reported i this study are indicated by flled black circles and the reference strains of astrovirus

are shown with their respective GenBank access mmbers (legend: HAstV = human astrovirus, BoAstV = bovine astrovins).
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Table 1 Summary of human astrovirus (HAstV) genotypes infecting children from Amazon region

detected by the reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The children from the

municipalities live in demarcated indigenous regions, excluding Boa Vista (capital of Roraima state).

Fecal sample number

26599

26619

26683

26695

27093

27097

27215

27341

27361

27373

HAstV type
detected
HuAstV5
HuAstV3

HuAstVMLB1
HuAstV5
HuAstV5

HuAstVMLBL1

HuAstVMLBL1

HuAstVMLB2

HuAstVMLBL1

HuAstVMLB2

Children municipality

(Roraima state)

Alto Alegre
Boa Vista
Normandia
Uiramuta
Pacairama
Boa Vista
Canta
Boa Vista
Uiramuta

Boa Vista

Age* and Rotarix®

(RV1) vaccine status

(04) unvaccinated
(04) vaccinated
(04) vaccinated

(02) unvaccinated
(04) vaccinated
(04) vaccinated
(04) vaccinated

(02) unvaccinated
(03) vaccinated

(04) vaccinated

Subtitle:* The age each child, being: 1= <3 months old; 2= >3 months <6 months old; 3= >6 months <1

year old; 4= >1 year <2 years old; 5= >2 years <5 years old. For children aged 01 and 05 no HAstV

positivity was detected.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Perfil da cobertura vacinal RV1 em criancas da regido AmazlOnica

atendidas no Hospital da Crianga Santo Antdnio.

Todas as criangas que participaram deste estudo e que foram vacinadas
para RVA, receberam a vacina Rotarix ", monovalente (RV1) G1P[8]. Nenhuma
crianca recebeu a vacina RotaTeq , pentavalente (RV5). A RV1 faz parte do
calendério de vacinacdo do PNI, € uma vacina oral, com 0 seguinte esquema
de vacinacao: duas doses, sendo a primeira dose devendo ser administrada a
partir de 6 semanas de idade da crianca; e a segunda e Ultima dose com um
intervalo de pelo menos 4 semanas entre as doses. O esquema de vacinagao
deve ser administrado preferencialmente antes de 16 semanas, mas pode ser
completada até 24 semanas de idade. As criangas prematuras nascidas pelo
menos com 27 semanas de gestacdo podem receber a vacina. Neste estudo foi
avaliada a cobertura vacinal de acordo com o Método Rapido de Cobertura
(MRC), um método recomendado pela OPAS desde a década de 1980, que
vem sendo adotado em varios paises das Américas como uma acao rotineira.
Caracteriza-se por avaliar a cobertura vacinal a partir da visita em cada
domicilio, utilizando como fonte para avaliacgdo da cobertura vacinal a
verificacdo do comprovante de vacinacdo do individuo. E um método bastante
atii para avaliacdo da situacdo vacinal local. Seus resultados sao
extremamente importantes para subsidiar a tomada de decisdo sobre a
definicdo ou redefinicdo de estratégias adicionais de vacinagdo, visando
melhorar as coberturas vacinais e sua homogeneidade. O MRC apresenta
como principal vantagem mostrar uma cobertura vacinal mais real na area
avaliada, uma vez que utiliza a mesma fonte de dados para compor o indicador
de cobertura vacinal: o individuo participante da entrevista (Brasil, 2012).

A carteira de vacinacdo de cada crianca foi verificada juntamente com
uma entrevista (sempre que possivel) no momento da coleta das amostras. O
percentual de criancas que receberam uma dose da RV1 foi de 21,1%
(155/734) e duas doses foi de 40% (293/734). Sendo assim 31% (286/734) das
criancas deste estudo receberam pelo menos uma dose e somente 40% duas

doses. De acordo com os estudos de fase lll da vacina RV1, que incluiu o
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Brasil, conforme revisado por Linhares e colaboradores (2006), para a protecao
RVA duas doses sao necessérias. O protocolo de célculo monitoramento da
cobertura vacinal (“Monitoring of Vaccination Coverage”, MVC), considera
somente uma dose para o calculo, mas € importante ressaltar a importancia
das duas doses para uma efetiva protecéo contra a infecgéo pelo RVA. Sendo
assim na verdade, a cobertura vacinal detectada foi realmente muito baixa
(61%), sendo um fato preocupante. Mesmo considerando o céalculo MVC,
algumas regides de RR em que vivem as criangcas deste estudo tiveram
cobertura vacinal abaixo de 50%; sendo Amajari, Normandia e Alto Alegre que
séo regides da floresta Amazonica. No estado de Amazonas e na Venezuela as
coberturas foram também muito baixas.

A cobertura vacinal com RV1 foi bem inferior ao recomendado pela meta
de 90% (Brasil, 2012). Essa situacdo € bastante preocupante, em vista do
observado, que as frequéncias para RVA, norovirus e HAdV foram mais altas
para aquelas criangas que nao receberam nenhuma dose da vacina (Olivares
et al.,, 2020a; submetido). A baixa cobertura vacinal de RV1 provavelmente
mantém altas frequéncias de RVA em ambos os grupos analisados neste
estudo (criangcas com DDA e sem DDA-grupo controle), porque as crian¢as néo
vacinadas com DDA e idade <3 meses apresentaram uma frequéncia alta de
infeccéo pelo RVA.

Castelo-Branco e colaboradores (2014) relataram uma baixa cobertura
vacinal contra RV1 no estado do Acre em 2014, oito anos apoés a introducéo da
RV1 via PNI. Pode ser necessario para essas regides estudar estratégias de
imunizacao para criancas de 1 més de idade, pois a maioria das criangas é
trazida da floresta amazoénica para o HCSA com grande dificuldade, o que
representa a dificuldade em chegar nessas regides as doses vacinais no tempo
certo. Interessante ressaltar que as criancas vacinadas foram as mais
infectadas com RVA. Além disso, criancas vacinadas entre 6 meses e 2 anos
de idade também apresentaram altas frequéncias de infeccdo por RVA. Além
da baixa cobertura vacinal, fatores como a diversidade dos RVA e a alta
frequéncia de criancas com um perfil genético do HBGA fraco
secretor/secretor, também podem ter impactado nos resultados e devem ser
investigados. Existe apenas um estudo com criangcas com DDA de RR (Soares

et al., 2014), com 25 amostras fecais avaliadas e uma taxa de deteccdo de
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RVA de 52% (13/25). Estudos semelhantes relataram uma frequéncia geral de
até 20% de RVA nas criancas da Amazonia brasileira, mas também sédo
encontradas frequéncias mais altas, conforme relatado no Acre (46%),
Amazonas (28,5%), Amapa (38%), Para (26,3), Rondbnia (71,4%) e Roraima
(52%) (Orlandi et al., 2006; Neves et al., 2016). As equipes de saude tém
problemas para acessar as regides onde as criangas vivem, dificultando muito
0 processo de vacinacdo. A Amazbnia € uma regido de grandes desafios,
devido a dificuldade de acesso (floresta amazodnica) e o estado de Roraima é o
local onde vive a maioria das criancas deste estudo, composta por regides de

areas indigenas demarcadas com cultura propria.

2. Agentes etiologicos virais causadores de doenca diarreia aguda e/ou
infeccdo respiratéria aguda, detectados em criancas atendidas no

Hospital da Criangca Santo Antdnio.

Seis diferentes virus foram investigados nas amostras de fezes das
criancas que participaram deste estudo, utilizando as seguintes técnicas: 1.
gRT-PCR RVA, norovirus e SaV; 2. gPCR duplex HAdV e HBoV; 3. RT-PCR:
HAstV. Embora tenha havido diferenca de frequéncia para alguns destes virus
detectadas nos dois diferentes grupos (criangcas com DDA ou com IRA), altas
frequéncias foram detectadas em ambos os grupos (Olivares et al., 2020a,
submetido;). O valor de significancia (p value) calculado foi significativo
somente para os norovirus (p <0.01), como ja descrito por (Olivares et al.
2020a, submetido; Leitdo et al. 2020). Com excecdo dos HAdAV e HBoV que
sdo agentes etioldgicos causadores de DDA e também de IRA, todos os outros
virus séo importantes causadores de DDA em criancas de 0 a 5 anos, sendo 0s
RVA e norovirus os principais agentes, causando 400.000 a 500.000 Obitos
anualmente no mundo (Tate et al.,, 2016; Pires et al., 2015). Frequéncias
similares foram detectadas para RVA, HAdV e HBoV para os dois grupos de
criancas. Para norovirus e SaV foram detectadas frequéncias maiores para o
grupo de criancas com DDA. O calculo do valor de p para SaV pode ter sido
nao significante pelo pequeno numero de amostras detectadas. A baixa

cobertura vacinal detectada neste estudo, considerando a regido onde cada
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crianga vive, poderia ser uma causa para explicar porque os RVA estariam
circulando normalmente na populacao infantil, estando esta populagdo na faixa
de idade da vacinacdo pelo RVA. A caracterizacdo genotipica dos virus
identificados aqui, com excec¢do dos HBoV, trara informacfes importantes para
entendermos porque a frequéncia de infeccdo nos dois grupos estudados foi
igual para a os outros virus. Uma maior frequéncia de virus vacinal RV1
(G1P[8]) no grupo de criancas com IRA e da espécie F grupo de criangas com
DDA poderé responder esta questao.

As frequéncias detectadas para norovirus neste estudo foram superiores
a média detectada mundialmente que é de 18% (Ahmed et al., 2014). Neste
estudo as frequéncias foram superiores para o grupo de criancas com DDA
(DDA 38%; 184/485) quando comparado ao grupo de criangas controle (IRA
21,3%; 53/249). Embora no grupo de criancas sem DDA a frequéncia tenha
sido menor, mesmo assim ela foi alta e reflete a necessidade de maior atencao,
com medidas estratégicas que possam diminuir a circulacdo dos norovirus,
para o qual ndo ha vacina ainda disponivel pelo PNI. A circulacdo dos
norovirus na regido Amazoénica € bastante alta, inclusive esta presente nos
ambientes nos quais as criancas estdo frequentemente expostas conforme foi
evidenciado por terem contato com os rios, como foi mostrado por Vieira e
colaboradores (2017), evidenciando que 0s norovirus estdo presentes nos rios
no periodo das chuvas. O perfil de sazonalidade detectado para todos os virus
deste estudo aponta um pico maior de deteccdo para 0s norovirus, justamente
neste periodo “Umido” do més de agosto (Olivares et al.2020a, submetido).
Nossos dados corroboram os dados de Vieira e colaboradores evidenciando
gue a presenca de norovirus nos rios € um potencial ambiente infeccioso que
fez aumentar a infeccéo neste periodo do ano.

As frequéncias detectadas para HAdV foram surpreendentes neste
estudo. A alta frequéncia detectada de HAdV em criancas com IRA (39,5%;
99/249) mostrou que este agente merece atencdo especial, levando-se em
conta que as IRAs sdo a primeira causa de morte em criancas de 0 a 5 anos. A
frequéncia maior detectada dos HAdV no grupo de DDA poderia ser explicada
pela vacinacdo RV1, mesmo sendo a cobertura vacinal detectada baixa. Os
HAdV podem infectar os tratos respiratério e intestinal, estratégia essa que faz

desse virus um especialista em manter-se nas popula¢cdes humanas, com alta
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diversidade genética e de infecgcdo. O mesmo pode ser dito com relacdo aos
HBoV cuja frequéncia é praticamente igual (DDA 14,2%; 69/485; IRA 14,1%;
35/249) nos dois grupos de criancas estudadas.

Como descrito previamente, o HCSA atende criancas de toda regido
Amazébnica. Estruturalmente o hospital € adequado, porém sendo o Unico
hospital especializado em atender criancas de 0 a 5 anos do estado de RR;
frequentemente h4 uma grande demanda de criancas com diferentes quadros
de doencas e infec¢gbes. Portanto a possibilidade dos HAdV e HBoV, os quais
fazem infeccdo por via respiratéria e também fecal-oral estarem circulando
entre as criangas é totalmente plausivel, o que poderia explicar as frequéncias
similares para os dois grupos de criancas (DDA e IRA). Este poderia ser
considerado um quadro de infeccdo hospitalar associado e que néo
necessariamente seria a realidade do que esta acontecendo no ambiente em
gue vivem as criangas que participaram deste estudo. Como para os HBoV foi
possivel, durante este estudo realizar a genotipagem, a descricdo
anteriormente citada pode ter como reflexo o fato de ter sido detectado o
HBoV1 causando DDA e HBoV2 causando IRA; embora normalmente ocorra o
inverso (Leitdo et al., 2020).

Um importante fato a ser considerado com relacdo a frequéncia
detectada para HBoV foi a alta frequéncia detectada em criancas vivendo na
capital Boa Vista, a qual foi de 49% (51/104). O HBoV tem emergido como um
importante causador de DDA conforme revisado por Guido e colaboradores
(2016). Embora ndo tenha havido diferenca entre a frequéncia de HBoV
detectada entre criancas RV1 vacinadas e nao vacinadas (Leitdo et al. 2020),
provavelmente o impacto da vacinacdo para a infeccdo RVA pode estar
relacionada a emergéncia de outros virus causadores de DDA, como

observado para 0s norovirus.
3. Diversidade dos astrovirus humanos detectados em criancas que

vivem na regido Amazbnica, atendidas no Hospital da Crianca Santo

Antonio.
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Cento e setenta amostras negativas para RVA, norovirus, HAdV, HBoV
e SaV, foram selecionadas para verificar-se a presenga dos HAstV “classicos”
e “ndo-classicos”, estes ultimos sendo os gendtipos de HAstV mais divergentes
da familia Astroviridae. A frequéncia dos HAstV foi de 5.9% (10/170), sendo
muito similar ao descrito anteriormente no Brasil e outros paises. Neste estudo,
foram identificadas HAstVMLB1 e HAstVMLB2 - “ndo classicos”; e HAstV3,
HAstV5 - classicos. Esta é a primeira descricdo do HAstVMLB2 no Brasil,
observados em duas amostras de fezes de criangas com DDA, em Boa Vista
(Olivares et al., 2020b, submetido). O HAstVMLBL1 foi relatado pela primeira
vez no Brasil no ano de 2015, através de um estudo de vigilancia envolvendo
2.913 amostras fecais coletadas de criancas <5 anos de idade (regides
costeiras do Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil) (frequéncia de 0,07%, 2/2913)
(Xavier et al., 2015). Posteriormente, em um estudo envolvendo 483 amostras
fecais de criangas com DDA residentes na regido amazonica, nenhum HAstV
nao classico foi detectado (Siqueira et al., 2017a). Nao ha descricdo da
circulacdo do HAstV5 no Brasil desde 1999 e, neste estudo, este gendtipo foi
detectado em bebés apresentando DDA e vivendo em areas indigenas
demarcadas que sdo muito isoladas (Moraes et al., 2019). Neste estudo foi
possivel ser mostrada a diversidade dos HAstV que circulam na regido
amazonica, reforcando a necessidade de ampliacdo das acdes da vigilancia
nessa regido. Boa Vista é uma porta de entrada para turistas que visitam a
floresta amazobnica e a alta circulacdo de pessoas nessa regido pode trazer

novas espécies de AstrV (Olivares et al., 2020b, submetido).

4. Perfil dos antigenos do grupo histo-sanguineo (HBGA) das criancas
gue vivem na regido Amazbnica, atendidas no Hospital da Crianca Santo

Antonio.

4.1. Perfil fenotipico (Secretor e Lewis) e genotipico (gene FUT2) do grupo

histo-sanguineo de criancas atendidas no Hospital da Crianca Santo Anténio.

Noventa e nove por cento (660/734) das criangcas que participaram

deste estudo, das quais foram coletadas saliva e fezes, em paralelo, vivem no
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estado de RR, em diferentes regides, incluindo a capital Boa Vista e também
regides da floresta Amazbnica, principalmente em areas isoladas do Brasil.
Algumas criancas também sdo do estado do Amazonas, da Venezuela e
Guiana. O perfil fenotipico Lewis e secretor do HBGA de todas as 734 criangas
(485 apresentando DDA e 249 apresentando IRA) foi definido através da
fenotipagem (Moraes et al., 2019; Olivares et al.,, 2020a, submetido). As
informacgdes quanto aos antigenos ABO(H), do grupo sanguineo foram obtidas
das fichas de cada crianca.

As primeiras andlises para definicdo dos perfis mostraram que havia
uma caracteristica particular, da populacédo de criancas estudadas, que nao
havia sido descrita anteriormente. O perfil secretor foi prevalente (82,8%,
608/734) e 54,5% das criancas apresentaram o perfil Lewis (atb+) ou fraco
secretor.

O HBGA pode desempenhar um papel direto na infeccéo, servindo
como provaveis receptores e/ou co-receptores de microrganismos, incluindo os
virus. As razles pelas quais as distribuicdes diferenciais de fenétipos HBGA
ocorrem em cada populacédo ndo séo totalmente compreendidas, mas acredita-
se que a pressao seletiva imposta pelas infeccbes e doencas causadas
principalmente por microorganismos contribuam para esse processo (De
Mattos, 2016). O perfil HBGA foi semelhante para ambos 0s grupos de criancas
(com DDA e com IRA). O grupo de criancas com IRA foi incluido como um
grupo controle, porque nao havia evidéncias cientificas precisas
correlacionando o HBGA a um agente viral para IRA. Para DDA os antigenos
Lewis e secretor do HBGA sao fatores que determinam a susceptibilidade do
hospedeiro para a infeccdo por RVA e norovirus, como recentemente revisado
Sharma e colaboradores (2020) e Nordgren & Svensson (2019),
respectivamente. O padrdo de susceptibilidade do HBGA do hospedeiro para
estes virus é de uma maneira genotipico-especifica e neste estudo ndo houve
possibilidade de serem finalizadas as genotipagens das amostras RVA e
norovirus positivas, que pudesse explicar porque ambos os grupos de criancas
apresentaram perfii HBGA semelhante. Por exemplo, a circulagdo de um
gendtipo que preferencialmente fosse secretor-dependente; uma vez que
majoriatoriamente as criancas sao secretoras. A semelhanca no perfil HBGA

detectado entre os grupos, mostram a importancia de definirem-se ndo s6 os
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agentes causadores das DDA e IRA, mas também os gendtipos de cada
agente etiologico (Moraes et al., 2019; Nordgren & Svensson, 2019; Sharma et
al., 2020; Cantelli et al., 2020a, 2020b).

O perfil Le (a+b+), também conhecido como fraco secretor, € principalmente
detectado na populacéo asiatica (Daniels, 2013) e foi um resultado inesperado
a deteccdo desse perfil na populacdo das criangcas que vivem na regiao
Amazébnica. Visando confirmar este perfil o Unico SNP responsavel até o
momento conhecido por modificar a conformacédo do antigeno Lewis, localizado
no gene FUT2, foi verificado para um percentual representativo de amostras de
DNA obtidas a partir da saliva das criancas envolvidas neste estudo (Moraes et
al., 2019). Os SNP rs1047781 (fraco secretor) e rs601338 (n&o secretor) (Kelly
et al., 1995; Ferrer-Admetlla et al., 2009), nédo foram detectados. A deteccao do
SNP rs601338 seria uma evidéncia de que o status fraco secretor das criancas
€ somente transitorio, mas néo foi detectado também este SNP nas criangas Le
(atb+). Talvez o mais importante a ser considerado seja a flutuacdo natural
desse antigeno durante os primeiros meses de vida de uma crianca. Os recém-
nascidos séo fenotipados como Le (a-b-) nos primeiros meses de vida, pois a
producéo da enzima FUT2 é muito baixa. Se estas criancas forem secretoras,
geneticamente, logo depois serdo fenotipadas como Le (a+b-) e depois por
serem secretoras ira converter o seu fenétipo Lewis para um status definitivo
(Lea-b+). A grande questdo € que durante este periodo de transicdo entre Le
(atb-) para Le (a-b+), um perfil Le(a+b+) pode ser detectado (transitoriamente).
Até um ano de idade somente 50% das criancas terdo o fendtipo definitivo e so
aos dois anos de idade € que estas criancas terdo um fendtipo Lewis que
realmente reflete o determinado geneticamente pelos genes FUT2 e FUT3
(Combs, 2009; Oriol, 1995; Lawler, 1961). Outro fato importante a ser
considerado é que nao existem estudos suficientes que possam afirmar que
este seria 0 unico SNP no gene FUT2 causador deste perfil. A enzima FUT2
pode ser regulada de varias formas, incluindo polimorfismos genéticos ainda
nao descritos, que podem explicar por que Lewis a e Lewis b podem estar
presentes ao mesmo tempo (De Mattos, 2016). Por outro lado, o aleitamento
materno também é outro fator a ser considerado na deteccdo do perfil Le
(a+b+), pois os acucares da méae, durante o aleitamento pode ser passado para

seus filhos pelo leite (Tonon et al., 2019).
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A alta frequéncia do perfil fraco secretor detectado nas criangas deste
estudo é o perfil também detectado da maioria das populacfes mundiais, € em
torno de 10 a 20% (Daniels, 2013). O perfil fraco secretor associado a SNPs do
gene FUT2 por Moraes e colaboradores (2019), levou a estabelecer a hipotese
de que existe uma proximidade que é refletida no perfil HBGA, avaliado durante
este estudo, entre a populagdo de criancas da regido Amazoénica (de etnia
indigena) e a populagdo asiatica, o que corroboraria a teoria de povoamento
das Américas via ilhas polinésias pelo povo asiatico até alcancar o Brasil.

4.2. Susceptibilidade genética associada aos antigenos do grupo histo

sanguineo e aos rotavirus A, norovirus e adenovirus humanos.

Neste estudo néo foi observada nenhuma diferenga quanto a frequéncia
de infeccdo para RVA e norovirus que pudesse ser interpretada como um fator
de susceptibilidade do hospedeiro ao HBGA, pois os valores de frequéncia
ficaram igualmente distribuidos entre os diferentes grupos de criangcas com
DDA e IRA, com ou sem infeccao viral (RVA e norovirus) detectada. Tem sido
descrito que a avaliacao do perfil de susceptibilidade deve ser para estes virus
via gendtipo (Nordgren & Svensson, 2019; Sharma et al., 2020). Além disso,
numa populacdo em que o perfil secretor foi prevalente (82,8%, 608/734)
(Olivares et al. 2020a, submetido), torna-se ainda mais dificil diferenciar
individuos susceptiveis de nao-susceptiveis, sendo necessario um numero
amostral maior e muito aquém do que seria possivel hum estudo amostral
simples e sem coorte. Cinquenta e quatro por cento das criancas desse estudo
apresentaram o perfil Lewis (a+b+) ou fraco secretor; e também para este
grupo de criancas, com este fenétipo diferenciado, ndo houve diferenca entre
os grupos (DDA e IRA) para RVA e norovirus. Entretanto, foi observado um
percentual surpreendente de criancas Le (a+b+) (fracos secretores) infectadas
pelos HAdV e apresentando IRA (DDA 16,9%, 82/485; IRA 24,9%, 62/249).
Este resultado é bastante importante, pois foi representativo num percentual
alto de criancas Le (a+b+) (odds rate 0.67, intervalo de confianca 0.50, sendo
representativo < 1). A fenotipagem foi o Gnico critério avaliado neste caso. E

fundamental entender a base genética do perfil Le (a+b+) da populacdo de
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estudo que vive na regido Norte do Brasil, que talvez possa explicar essa
susceptibilidade particular das criancas a IRA por HAdV.

Quanto ao antigeno ABO também somente foi representativo (odds rate
0.88 intervalo de confiangca 0.55, sendo representativo < 1) para os HAdV, ou
seja, criancas com o0 grupo sanguineo 0 foram mais susceptiveis a IRA por
HAdV (DDA 30%, 148/485; IRA 34,5%, 86/249). Os primeiros estudos de
susceptibilidade ABO (H), Lewis e Secretor, surgiram ha mais de 70 anos e
continuam sendo objeto de estudo de diferentes grupos de pesquisa em todo o
mundo, que estudam os fatores/antigenos do hospedeiro que na maioria das
vezes funcionam como receptores e co-receptores para varias infeccoes,
inclusive viral. Shedden & Potter (1964) publicaram um estudo comparativo,
num momento da ciéncia em que a palavra “susceptibilidade” ndo tinha o peso
das recentes descobertas neste campo de estudo e que agora passam a ter
outro valor. Esses autores verificaram que a incidéncia de infeccéo pelo virus
da influenza foi significativamente maior em individuos militares (adultos) do
grupo O do que em individuos do grupo A. Para HAdV, ocorreu o contrario;
mais individuos infectados de grupo A do que O; com base nesses achados, 0s
autores propuseram que a susceptibilidade do grupo analisado poderia ser
resultado de uma falha adquirida de anticorpos na infancia devido a serem
estes individuos mais resistentes.

Neste estudo, foram avaliadas criancas de 0 a 5 anos e, baseado no
conceito de que os HBGA tem um perfil de expressao dinamico (transitério), a
susceptibilidade genética as infeccdes virais deve ser avaliada, levando-se em

consideracao a idade do individuo infectado.

4.3. Diversidade do gene FUT3 das criancas investigadas neste estudo

Verificamos a presenca dos cinco principais SNPs do gene FUT3 em
criancas fenotipadas como Le (a-b-) por sequenciamento nucleotidico de DNA
da saliva. Adjacente aos cinco principais SNPs, 9 novas mutacfes foram
detectadas. Essas novas mutacdes poderiam explicar o fendtipo Le (a-b-),
especialmente a mutacdo 1011C>G, devido a sua alta frequéncia e porque
uma crianca fenotipada como Le (a-b-) apresentou apenas essa mutacao.

Estudos futuros podem confirmar esta hipétese, os quais devem incluir o
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sequenciamento de amostras de controle de outros HBGA fendétipos diferentes
de Le (a-b-). O perfil do gene SNPs de criangas da regido amazonica detectado

foi principalmente o haplétipo le*/°%®

, mostrando alguma proximidade genética
entre individuos nativos da Asia e da Amazénia, conforme identificado neste

estudo (Moraes et al., 2019).

PERSPECTIVAS

As perspectivas deste estudo surgem principalmente de necessidade de
obterem-se os resultados de genotipagem dos virus aqui identificados como
causadores de DDA e IRA, a saber: RVA, norovirus, HAdV e sapovirus.
Relacionar os diferentes gendtipos identificados com o perfil de
susceptibilidade ABO, Lewis e secretor das criancas. Uma analise mais
completa quanto aos SNPs dos genes FUT2 e FUT3 (genotipagem do HBGA)
trard uma gama de informacdes que certamente irdo influenciar em futuras
decisbGes para introducdo de uma vacina para prevenir a infeccdo pelos

norovirus e também monitoramento da vacina RV1 e da infeccéao pelos RVA.

Considerando que sao poucos os dados disponiveis na literatura que
relacionam o perfil HBGA com os diferentes genotipos de SaV, sendo também
grande a importancia tratando-se de um virus emergente causador de DDA e

da mesma familia dos norovirus (Caliciviridae).
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CONCLUSOES

e A frequéncia das infecgbes de RVA, SaV, HBoV e principalmente para
0s norovirus e HAdV em criangas com DDA, demostram a importancia
da etiologia viral nas DDA em criancas de até 5 anos de idade atendidas
no HCSA de Boa Vista, RR no periodo do estudo e podem estar
relacionadas ao fator de susceptibilidade ao HBGA (incluindo a
heterogeneidade genética) e a baixa cobertura de RV1;

e A frequéncia das infec¢bes por DDA detectadas para norovirus foram
elevadas (38%, 184/485) quando comparadas a estudos realizados no
Brasil e outros paises, evidenciando a necessidade de propor
estratégias para controlar a circulagdo dos norovirus na regido

Amazobnica;

e A elevada frequéncia detectada para HAdV (39,7%, 99/249) em criancas
com IRA neste estudo demostra o impacto destes virus nas IRA em

criancas até cinco anos de idade da regido Amazonica;

¢ Neste estudo foram detectadas frequéncias similares para HAdV (DDA
33,6%, 163/485; IRA 39,7%, 99/249) e HBoV (DDA 14,2%, 69/485; IRA
14,1%, 35/249), ambos virus relacionados a etiologia das DDA e IRA e
nos leva a propor a hipétese de que existam problemas de manejo de
pacientes e de estrutura fisica no HCSA, permitindo a infec¢do cruzada

de agentes etioldgicos destas duas sindromes;

e O HBoV genotipo 1 foi o Unico detectado causando DDA em criangas ha
regido Amazobnica; inversamente o HBoV gendtipo 2 do HBoV foi
associado a IRA; diferindo de estudos de outras regifes brasileiras e de
outros paises e pode estar ligada a um fator de susceptibilidade

existente nas crian¢as da regido Amazonica;

e Os astrovirus classicos e nao classicos foram detectados como agentes

etiologicos de DDA em criangcas em Boa Vista e de areas indigenas,
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evidenciando a necessidade de uma vigilancia ativa de DDA na regiéo,
por ser esta a porta de entrada de turistas e garimpeiros na Amazonia;

As criangcas da Amazbnia apresentaram neste estudo um perfil
fenotipico secretor e Lewis HBGA e SNPs do gene FUT2 e FUTS3,
semelhantes aos descritos na populacdo asiatica, principalmente de
tribos indigenas ndo havendo diferenca para o perfil encontrado em
criangcas com DDA e IRA;

Neste estudo foi demonstrado que o alto percentual de criancas fraca-
secretoras quanto ao HBGA é um fator importante para ter sido
detectadas altas frequéncia de HAdV;

Neste estudo n&o foi verificado nenhuma diferenga quanto a frequéncia
de infeccdo para RVA e norovirus e perfil fenotipico (secretor e Lewis)
gue pudesse ser identificada como um fator de susceptibilidade do
hospedeiro ao HBGA,;

A semelhanca no perfil HBGA detectado entre os grupos com DDA e
IRA, mostram a importancia de definirem-se ndo sO 0s agentes
causadores das DDA e IRA, mas também os gendétipos de cada agente

etioldgico.
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Anexo |. Publicacdo obtida durante o
doutoramento em colaboracéo diretamente
relacionada aos objetivos da tese.
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The Histo-blood group antigens (HBGA) are host genetic factors associated with susceptibility to rotavirus (RV)
and human norovirus (HuNoV), the major etiological agents of viral acute gastroenteritis (AGE) worldwide. The
FUT2 gene expressing the alpha-1, 2-L- fucosyltransferase enzyme is important for gut HBGA expression, and
also provides a composition of the phenotypic profile achieved through mutations occurring in populations with
different evolutionary histories; as such, it can be considered a genetic population marker. In this study, Lewis
and secretor HBGA phenotyping was performed using 352 saliva samples collected from children between three
months and five years old born in the Amazon (Brazil, Venezuela and English Guyana) presenting AGE or acute
respiratory infection (ARI), the latter considered as control samples. The total of children phenotyped as se-
cretors was 323, corresponding to 91.80%. From these, 207 (58.80%) had a Le (a + b+) profile. The HBGA
profiles were equally found in children with AGE as well as with ARL The rs1047781 of the FUT2 gene was not
detected in DNA from saliva cells with a Le (a+b+) profile. However, mutations not yet described in the FUT2
gene were observed: missense 325A > T, 501C > T, 585C > T, 855A > T and missense substitutions 327C > T
[S (Ser) > C (Cys)], 446 T > C [L(Leu) > P(Pro)], 723C > A [N(Asn) > K(Lys)], 724A > T [I(Ile) > F(Phe)],
736C > A [H(His) > N(Asn)]. The SNP distribution in the FUT2 gene of the analyzed samples was very similar to
that described in Asian populations, including indigenous tribes.

1. Introduction

According to the World Health Organization (WHO), acute gastro-
enteritis (AGE) is the second leading cause of death in children under
five years, provoking around 525,000 deaths each year (WHO, 2017).
Pathogens including parasites and bacteria are responsible for AGE, but
viruses such as rotavirus A (RVA) and human norovirus (HuNoV), are
also important etiological agents (Monedero et al., 2018; Munnink and
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E-mail address: baroni@ioc.fiocruz.br (M.T.B. de Moraes).

https://doi.org/10.1016/j.meegid.2019.02.011

van der Hoek, 2016). The Histo-blood group antigens (HBGA) com-
prising ABO, Hh, secretor and Lewis systems are important factors in
host susceptibility to enteropathogenic infections (Cooling, 2015;
Almand et al, 2017; Ramani et al., 2016). The HBGAs are not only
expressed in red blood cells (RBC), but are also present in many tissues,
such as the intestine, and bodily secretions such as saliva (Daniels,
2013). The presence of H antigens (secretion) in saliva is governed by
the FUT2 gene encoding an alpha-1, 2-L- fucosyltransferase enzyme.
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Individuals who secrete A or B antigens also secrete H antigens. Non-
secretors have a non-functional FUT enzyme, and so do not secrete
those antigens even though they are expressed in their RBC.

The Lewis system consists of two major antigens, and three common
phenotypes: Le(a — b—), Le(a + b—), and Le(a — b+). The Lewis de-
terminants are oligosaccharides which are synthesized by the sequen-
tial addition of sugar units to oligosaccharide chains by fucosyl-
transferases previously described and encoded by FUTI and FUT2
genes; and by alpha-(1,3/1,4)-fucosyltransferases encoded by the FUT3
(Lewis) gene. The type 2 oligosaccharide chains are expressed mainly in
erythrocytes and in vascular endothelial cells, while the type 1 oligo-
saccharide chains are expressed in the digestive and respiratory tracts
and in secretions (Koda et al., 2001). The FUT2 gene has significant
polymorphism with ethnic specificity and several single nucleotide
polymorphisms (SNPs) have been reported (Ferrer-Admetlla et al,
2009). The main rs601338 was described by Kelly et al. (1995) con-
ferring a non-secretory phenotype for the individuals carrying the
nonsense mutation. The rs1047781SNP corresponds to a missense
mutation commonly found in Asian populations (Cooling, 2015) and
homozygous carriers of this mutation are considered weak secretors,
leading to low levels of alpha-1, 2-L- fucosyltransferase enzymes and
the Le(a + b+) phenotype. A multiplicity of research approaches in-
cluding genetic analyses have been used to study the ancient settlement
of individuals in the American continent (Ruiz-Linares, 2015). The
major question is the route of entry of the initial settlers. This central
question has been approached with variable degrees of success using
various types of genetic markers examined in native populations. The
first studies used information from blood groups and proteins (Cavalli-
Sforza et al,, 1994), after Chang et al. (2002) proposed that the muta-
tions or polymorphisms of the FUT2 gene would be important markers
and could be useful for investigating population genetics. There are few
studies in Brazil which highlight the FUT2 gene as a genetic marker,
despite being a country of great proportions and with a high ethnical
diversity; one of these few was presented by Vicentini et al., 2013. This
study involved a black population from Southeastern Brazil, descen-
dants of former African slaves, who were infected with HuNoV; living in
semi-isolated communities called “Quilombola Communities”.

The aim of this study was to characterize the Lewis and secretor
HBGA from saliva obtained from young children with AGE and ARI
(control population) living in the Amazon. We also want to elucidate
the hypothesis that the population of indigenous ethnicity presents
genetic HBGA markers related with the Asian population by comparing
our data from FUT2 gene SNPs found in the saliva of these young
children from the Amazon with those already detected in Asian popu-
lations.

2. Material and methods
2.1. Ethics statement and study population

This study was approved by the Federal University of Roraima
Ethical Research Committee (CEP N°: 1.333.480 from November 23,
2015), whose main objective is to identify enteropathogens causing
gastroenteritis in children living in the Amazon. The Amazon is com-
prised of the International Amazon (Brazil, Bolivia, Peru, Ecuador,
Colombia, Venezuela, English Guyana, French Guyana and Suriname),
the Northern region and the Brazilian Legal Amazon or Brazilian
Amazon (Fig. 1). All children included here received emergency med-
ical assistance when attended at Santo Antonio Hospital in the city of
Roraima. The Santo Antonio Hospital exclusively attended children up
to 12years of age from the city of Boa Vista (RR state) or from de-
marcated indigenous areas, including the Amazon rainforest. Different
ethnic groups live in the demarcated indigenous areas, but the ethnic
group in which the children from this study live, declared by their
parents, does not necessarily represent their pure ethnicity. However,
there is a real ancestrality denoted by physical and cultural aspects. The
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clinical samples were collected after an informed consent form was
signed by the parents or guardians of the children attended. Two groups
of children up to five years old presenting acute gastroenteritis (AGE) or
acute respiratory infection (ARI) were included in this study, the latter
as a control population.

2.2. Collection and processing of saliva samples

From January 2016 to April 2017, saliva samples and epithelial cells
were collected from each child using a CHEMBIO® saliva oral swab
device, reference number 25-1616 (Medford, NY, USA). The tubes
containing collected saliva samples were kept at —20 °C until the mo-
ment of processing. For processing, 1.2 mL of phosphate buffered saline
(PBS), pH 7.2, were added to each tube containing the collected saliva,
followed by a vigorous vortex, and the total volume (about 1 mL) was
then transferred to a new tube. The tubes containing the 1:5 diluted
saliva were maintained at -20 °C and used in Enzyme Immunoassay
tests (EIA) and total genomic DNA extraction.

2.3. Enzyme immunoassay test to detect A, B, Le" and Le® antigens

This EIA was performed as previously described by Nordgren et al.
(2014) with adjustments. Each saliva sample previously processed was
diluted 1:100 in 100pL of 0.1 M pH9,6 carbonate bicarbonate buffer
and used to coat each well of a NUNC plate 96F (Maxisorp®; Thermo
Fisher Scientific, Roskilde, Denmark). The plate was initially incubated
for 2h at 37°C, followed by overnight incubation at 4°C, and the next
day the plate was washed 4 times with PBST (PBS containing 0.05% of
tween 20). For each group of four wells coated with the same saliva
sample, 100 pL of one of the four mAb were applied, a different one in
each well, those being: 1) -anti-A (ABO1 clone 9113D10); 2) -anti-B
(ABO2 clone 9621A8), both from Diagast®, Loos Cedex, France; 3) -anti-
Le" (LE1 clone LEA2, Seraclone); 4) -anti-Le” (LE2 clone LM129/181,
DiaClon), both from Bio-Rad Laboratories®, Hercules, CA. The anti-A,
anti-Le" and anti-Le’ mAbs were diluted 1:5000 and the anti-B mAb
were diluted 1:1000 in PBST containing 5% of fetal bovine serum (FBS).
The plate was incubated for 1h and 30 min at 37 °C, washed as de-
scribed previously, then a 1:3000 dilution of horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-mouse 1gG (heavy plus light chain) (Promega
Corporation®, Madison, USA) was added, and the plate was incubated
for another 1h and 30 min at 37 °C. With the plate washed again four
times, the reaction was developed using 3,3,5,5"-Tetramethylbenzidine
(TMB) Substrate Systems (Sigma-Aldrich®, St.Louis, USA) and stopped
by addition of 2 M H,S0,. For each plate containing saliva samples, the
following control saliva samples were included: profile 1 = Le (a-b-)
profile 2 = Le (a-b+) and profile 3 = Le (a + b-). These control saliva
samples were obtained from adult donors born in the state of Rio de
Janeiro, Brazil (The Oswaldo Cruz Foundation Ethical Research Com-
mittee - CEP/Fiocruz number 311/2006). All the saliva samples were
evaluated in duplicate and the plate was read at 450 nm in a spectro-
photometer. The cutoff value was twice the mean level of blank control
(PBST containing 5% of FBS) and conjugate control (horseradish per-
oxidase-conjugated goat anti-mouse IgG diluted in PBST containing 5%
of FBS).

2.4. Enzyme immunoassay to detect Fucal-2Gal-R

Le (a-b-) saliva samples (did not react to either mAb anti-Le® or Le")
were tested for detection of Fucal-2Gal-R, using a lectin based EIA,
according to Nordgren et al. (2014) and using saliva samples diluted
1:500. All the saliva samples were evaluated in duplicate, using control
saliva samples and cut-off values as described.

2.5. Titration of Le Seraclone antibody

A titration of LE1 Le" mAb was performed using 1:500, 1:1000,
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North Region

- Brazilian Legal Amazon
- International Amazon

1:2000, 1:3000, 1:4000, 1:5000 and 1:10000 dilutions. The Le®, Le®,
and control saliva samples as described were used, as well as six sam-
ples from children from the Amazon. All the saliva samples were
evaluated in duplicate and the plate was read at 450 nm in a spectro-
photometer (BioTek, Vermont, USA). The cutoff value was twice the
mean level of the blank and conjugate control samples.

2.6. Total genomic DNA extraction from saliva

Total genomic DNA was extracted from a volume of 200 pL from
each saliva sample collected from children phenotyped as Le(a + b+)
and control saliva samples as described in item 2.3. The original Boom
etal. (1990) method was used with minor modifications (da Silva et al.,
2015). Five microliters of the total genomic DNA eluted with 50 L of
TE buffer (10mM tris, 1mM EDTA, pH8.0) were used in the touch-
down PCR (TD-PCR).

2.7. Touchdown PCR and nucleotide sequencing

The PCR amplicons were obtained by TD-PCR from DNA extracted
from children phenotyped as Le(a + b+) and control saliva samples,
using primers as described by Bucardo et al. (2009) for the coding and
3’ untranslated regions of the FUT2 gene. The Platinum Taq DNA
Polymerase High Fidelity enzyme was used for amplification according
to the manufacturer's recommendations (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, MA, USA). TD-PCR was carried out according to the touch-
down parameters: 65 °C -55°C (annealing), 26 + 19 (cycles) and 68 °C
(elongation). The primers were also used to detect the 385A > T SNP
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Fig. 1. Map of the Amazon obtained from http://
pportalparamazonia.blogspot.com/2016/01/
amazonia-legal-e-internacionalhtml with  minor
modifications. -Surrounded by a yellow line:
Northern region; -Light green: Brazilian Legal
Amazon or Brazilian Amazon including the Brazilian
states of Mato Grosso (MT), Tocantins (TO) and half
of Maranhao (MA); —Dark green: International
Amazon, including Brazil (60% of this area), Bolivia,
Peru, Ecuador, Colombia, Venezuela, English
Guyana, French Guyana and Suriname. (For inter-
pretation of the references to color in this figure le-
gend, the reader is referred to the web version of this
article.)

and other SNPs by nucleotide sequencing. After the TD-PCR, the am-
plicons were purified using Wizard PCR Prep Columns® according to
the manufacturer's recommendations (Promega®, Madison, WA, USA)
and sequenced using an ABI Prism BigDye Terminator 3.1 Cycle Se-
quencing Ready Reaction Kit® and ABI Prism 3730 Genetic Analyser®
(Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). The chromatograms and
FUT2 gene encoding nucleotide sequences were analyzed using the free
tracer viewer Chromas 2.4® (Technelysium Pty Ltd.®, South Brisbane,
QLD, AUS). Nucleotide and amino acid multiple alignments were done
using the Mega -Molecular Evolutionary Genetic Analysis version 7.0
software (Kumar et al., 2016) on results from saliva samples, control
samples and the U17894.1 reference sequence described by Kelly et al.
(1995), obtained from the GenBank database of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI). The FUT2 gene SNPs identified so
far were accessed through the NCBI database of SNPs (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/snp).

2.8. Statistical analysis of data

We considered the 2010 census of the population of infants aged up
to five years in the state of Roraima performed by the Brazilian Institute
of Geography and Statistics (IBGE), which corresponded to 47,603
children under the age of five. The sample estimate for this population
size, with a margin of error (ME) of 5.2%, was approximately 353
children, from which 352 saliva samples were analyzed in this study. A
95% confidence level was assumed. Bioestat software version 5.3
(www.mamiraua.org.br) was used for statistical analysis.
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Table 1

Data from the study population and number of saliva samples collected: 1.
Municipality name is the region of origin of each child attended; 2. N = Total
number of saliva samples collected; (%) = per cent of the total number of total
saliva samples collected; 3. Ethnic group corresponds to the group of in-
dividuals that lives in that particular region to which the children belong to.

Municipality name’ N (%) Ethnic group

Alto Alegre 40(11.36) Macuxi, Wapixana and Yanomami
Amajari 20(5.68) Macuxi, Wapixana and Yanomami
Amazonas (AM) 7(1.99) Yanomami

Boa Vista 179(50.85) Macuxi, Wapixana and Taurepangue
Bonfim 10(2.84) Macuxi and Wapixana

Canta 10(2.84) Wapixana

Caracaraf 4(1.14) Yanomami

Caroebe 1(0.28) Wai-Wai

English Guyana 4(1.14) Macuxi and Wapixana

Iracema 4(1.14) Yanomami

Mucajai 8(2.27) Yanomami

Normandia 7(1.99) Macuxi,Wapixana and Ingarincé
Pacaraima 8(2.27) Macuxi,Wapixana and Taurepangue
RorainGpolis 6(1.70) Waimirim and Afroari

Sao Luiz do Anaud 1(0.28) Wai-Wai

Uiramuta 29(8.23) Macuxi,Wapixana and Ingarincé
Venezuela 14(4.00) Taurepangue (Pemon”) and Macuxi
Total 352(100.00)

# All the municipalities are located in the state of Roraima(RR), except
Amazonas that corresponds to the state of Amazonas (AM) and the countries
English Guyana and Venezuela.

" The Taurepang self-designate Pemon, a term that means “people”.

3. Results

Saliva samples were collected from 352 children (one sample/child)
aged between three months and five years old, these being 192 boys
and 160 girls. Two hundred and thirty-two children (66%) presented
AGE and 120 (34%) presented ARI. Table 1 shows the region of origin
of each child attended, number of samples collected and their ethnic

group.

3.1. HBGA phenotype detected in saliva samples from young Amazonian
children

A quality verification step of the mAb used to determine the HBGA
phenotype was performed with a small number of saliva samples
(n = 60), evaluated by EIA to detect A, B, Le* and Le" antigens exactly
as described by Nordgren et al. (2014), including the dilution of mADb as
defined by those authors. The positivity profile for the A, B, AB or 0
antigens in the saliva from the children in this study was as follows:
0 =221 (63%); A = 65 (18%); B = 15 (4%) and AB = 51 (15%). Most
of the 207 samples phenotyped as Le (a + b+) were phenotyped as
“0”. > 50% of the saliva samples presented high absorbance values for
anti-Le" and anti-Le” mAbs simultaneously. To check for the possibility
of cross reactivity between the anti-Le" and anti-Le” mAb, a titration of
the anti-Le" mAb was performed (Seraclone®). Saliva controls (profile 1,
2 and 3) and anti-Le” mAb were included in the titration. The endpoint
titer was 1:5000 (Fig. 2).

Three hundred fifty-two saliva samples were evaluated to define the
Lewis and secretor HBGA profile as shown in Table 2. Remarkably, 207
saliva samples (58.80%) were phenotyped as Le(a + b+). Seventy-
three saliva samples (20.60%) were phenotyped as Le(a-b+) and
eighteen (5.0%) as Le(a + b-). The saliva samples collected from fifty-
five (15.60%) children did not react with anti-Le® or Le” (a-b-) mAb and
were considered undetermined concerning the secretor phenotype and
Lewis negative.

To define the total of children with a secretor profile, we performed
the EIA test to detect Fucal-2Gal-R with the fifty-five undetermined
saliva samples (Table 2. Eleven saliva samples presented absorbance
value below cutoff values (negative samples) and 26 samples above
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Fig. 2. Graphic of the anti-Le mAb titration(a): The graphic demonstrates the
titration result of the LE1 anti- Le(a) mAb from Seraclone (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA.). The “y” axis corresponds to absorbance values for
each sample evaluated with a different dilution of anti-Le(a) mAb and anti-Le
(b) mAb (the anti-Le(a) mAb was included as a control antibody). Positive
samples are presenting absorbance values above 0,190, according to the cutoff
test.

Table 2

Final result of the HBGA phenotyping: Secretor phenotype results defined by
detection of the Fucal-2Gal-R in the 352 saliva samples collected from children
from the Amazon. This Table also shows the secretor and Lewis HBGA phe-
notypes for each group of saliva samples collected from children with AGE or
ARL A, B or 0 antigens were detected by EIA in saliva.

Secretor and non- N total (%) samples collected from N total (%)
secretor profile children with profile

AGE ARI
Le(a+b+) secretor 135(58.10) 72(60.00) 207 (58.80)
Le(a-b +) secretor 49(21.10) 23 (19,20) 72 (20.50)
Le(a-b-) secretor 31(13.30) 13(10,80) 44(12.50)
Le(a+b-) non-secretor ~ 9(4.00) 9(7,50) 18(5.10)
Le(a-b) non-secretor 8 (3.50) 3(2,50) 11(3.10)
Total nnnnn(100.00) 120 (100.00)  352(100.00)

(positive samples). Samples with absorbance values considered bor-
derline (10% below or above cut off values) were re-tested. At the end,
a total of 323 (91.80%) secretor children (including samples pheno-
typed as Se") from the Amazon and 29 (8.2%) non-secretors were
found.

3.2. FUT2 SNPs detected in young Amazonian children

From the 207 saliva samples collected from children phenotyped as
Le(a + b+), 166 continuous sequences (contigs) of the coding region
and the 3’ untranslated regions of the FUT2 gene were obtained by TD-
PCR (80.20%). Table 3 shows all the SNPs detected including some not
yet described for the FUT2 gene (written in bold). The SNPs were
classified by frequency of detected SNPs in low, medium and high;
according, respectively, to the occurrence of the SNPs in =1 to <10%,
=11to =60%and = 61 to <93% of DNA sequences from Le (a + b +)
children. This criterion shows that the rs281377 was detected in DNA
from all children phenotyped as Le (a + b+), except in children from
the Iracema Municipality. The Le (a + b+) phenotype and FUT2 gene
SNPs were distributed amongst the municipalities together with other
Lewis and secretor HBGA phenotypes, except for Iracema, from which
all four saliva samples analyzed were phenotyped as Le (a +b+)
(Table 1). Two SNPs in the 3’ untranslated region of the FUT2 gene
were detected with high frequency in the DNA sequences analyzed but
not in the rs485073 and rs603985 control samples. However, the Ir-
acema municipality did not present the rs485073 (Table 3). The
151047781 SNP was not detected in any of the DNA sequences analyzed
from children phenotyped as Le (a + b+).

131



M.T.B. de Moraes, et al

Table 3
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SNPs detected in the DNA sequences from children phenotyped as Le(a+b+): The municipality of the children is indicated, as well as the substitution of the
nucleotide (SNP), amino acid (AA) or no AA (None) for the indicated position. Letters in bold highlight the SNPs not yet described (new) in the FUT2 gene. The table
presents the Blood group antigen Gene MUTation (BGMUT) database (www.nchinlm.nih.gov/gv/mhc/xslcgi.cgi?cmd = bgmut) and NCBI-SNP (within parentheses)
nomenclatures for the SNP position. The substitutions are indicated using the NCBI-SNP nomenclature.

Position and substitution

Frequency detected in DNA sequences from Le(a + b +) secretor children from different municipalities (high, medium and low)

SNP AA
40 A > G (rs1800021) I(Ile) > V(Val) (Low) Boa Vista
113 C > T (rs114018037)  A(Ala) > V(Val) (Low) Boa Vista

216 C > T (rs681343) None (High) Boa Vista, Iracema

325 A>T (new) None

327 C> T (new) S(Ser) > C(Cys)

357 C > T (rs281377) None

446 T > C (new) L(Leu) > P(Pro) (Low) Boa Vista, Normandia
480 C > T (rs1800027) None (Low) Boa Vista

501 C > T (new) None (Low) Normandia

519 C > A (rs748593261)  None (Low) Boa Vista

585 C > T (new) None (Low) Boa Vista

685 G > T (rs375360260)  V(Val) > L(Leu) (High) Boa Vista

723 C > A (new) N(Asn) > K(Lys)  (High) Iracema and Boa Vista
724 A>T (new) 1(Ile) > F(Phe) (High) Iracema and Boa Vista
736 C > A (new) H(His) > N(Asn)  (Low) Alto Alegre

739 G > A (rs602662) G(Gly) > S(Ser) (Low) Iracema

(High) Boa Vista Iracema, English Guyana and Venezuela
(High) Boa Vista Iracema, English Guyana and Venezuela
(High) All municipalities, Venezuela and English Guyana, except from Iracema

855 A > T (new) None (Medium) Venezuela

960 A > G (rs485186) None (Medium) Boa Vista, Normandia

1009 A > G (rs485073) None (High) All municipalities except from Iracema
1011 T > C (rs603985) None (High) All municipalities

3.3. FUT2 gene SNPs from the saliva of young Amazonian children as
population markers

Comparing Quilombola descendants with the children studied, only
the rs281377 was common to both groups. On the other hand, the
1s281377, rs1800027, rs375360260 and rs602662 located in the coding
region and the rs485073 and rs603985 located in the 3’ untranslated
region of the FUT2 gene, were both common to Asian individuals and
children from the Amazon.

4. Discussion

HBGA can play a direct role in infection by serving as receptors and/
or coreceptors for microorganisms, parasites, and viruses. Therefore, it
is important to study the HBGA profiles in populations (Monedero et al.,
2018; Cooling, 2015). The reasons why the differential distributions of
HBGA phenotypes occurs at a populational level are not fully under-
stood but it is believed that selective pressure imposed by disease-
causing microorganisms contributed to this process (De Mattos, 2016).
Children from the Amazon presenting AGE between 3 months and
5 years old were enrolled in this phenotyping and children presenting
ARI were considered as control. The HBGA profile detected was similar
in both groups. AGE is caused by a variety of pathogens including
parasites, bacteria, and enteric viruses. Lewis and secretor HBGA anti-
gens are host susceptibility factors for infection by HuNoVs and RVA
since these antigens serve as a viral attachment factor in the gastro-
intestinal tract. The association of HBGA with ARI is restricted to some
initial reports as reviewed by Cooling (2015). So far, there have been no
reports strongly correlating HBGA to a viral agent for ARI. However, it
is important to consider the high percentage of young children pre-
senting an ARI diagnosis and a Le (a + b+) profile. The similarity in
the HBGA profile detected between the groups show the importance of
defining the specific pathogen agents responsible for each one of the
infectious diseases (Thorne et al., 2018).

The Le(a + b+) HBGA profile was prevalent in younger children
from the Amazon. The Le(a) mAb reaction was very strong, similarly as
seen with the Asian population (Cutbush et al., 1956; Fung et al., 2014).
We considered that the LE1 Le(a) mAb have detected the Le(a) antigen
in 207 saliva samples, which corresponds to 58.80% of the total

65

samples, and thus phenotyped them as Le(a + b+). The confidence on
this was based on the results of LE1 Le(a) mAb titration which clearly
shows that using the 1:5000 dilution indicated by Nordgren et al.
(2014), presented no cross-reactivity using the control saliva samples.
As described in Fig. 2, the control samples identified here as 26,580 and
26,576 were easily phenotyped as Le (a + b-) and Le (a-b+) respec-
tively, whereas samples 26,606, 26,574 and mainly 26,568 showed
reactivity for both Le(a) and Le(b) mAb. Both absorbance values for
positivity to Le(a) and Le(b) were well above the cutoff values: three
and ten times the value of the calculated cutoff, respectively (data not
shown). As to explain and/or verify the Le(a + b+) phenotyping, the
coding and the 3’ untranslated regions of the FUT2 gene were amplified
by PCR (Korbie and Mattick, 2008). The amplicons were sequenced to
detect the known 151047781 weak secretor genotype. The rs1047781
SNP was not detected in any of the samples, nor the principal SNP re-
sponsible for the non-secretor phenotype (rs601338) that has been
observed in different populations (Kelly et al., 1995; Ferrer-Admetlla
et al,, 2009). Not all H-type 1 precursors are converted to H-type 1
antigens, depending on the efficacy of the FUT2 enzyme, which may be
regulated in several ways, including as of yet undescribed genetic
polymorphisms, which can explain why both Lewis a and Lewis b can
be present at the same time (De Mattos, 2016).

In different populations the non-secretor phenotype ranges from 10
to 20% (Ferrer-Admetlla et al., 2009). In the Brazilian population, the
occurrence of this phenotype is also low (Vicentini et al., 2013;
Bernando et al., 2016), despite very few studies having been presented.
The 8.2% of non-secretors found in children in the Amazon were thus
consistent with previous results. The correlation between the SNPs
detected in children from a Quilombola community of slave descen-
dants, who live in Espirito Santo, Southeastern Brazil (Vicentini et al.,
2013) with the SNPs detected in this study was low. Only the rs281377
was common between these two groups. Instead, younger children from
the Amazon also have the rs1800027, rs375360260, rs602662,
1s485073 and rs603985 in common with Asian populations including
indigenous tribes phenotyped as Le (a + b+). These common SNPs
were identified in Chinese and Thai populations (Chang et al., 1999; Yu
et al., 1995), Taiwanese indigenous groups and Taiwanese populations
(Yuetal, 1996, 1999, 2001), Native Chinese, Nepalese and Indonesian
populations (Pang et al.,, 2001), and Taiwan aborigines (Chang et al.,
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2002). We investigated the hypothesis that the population of in-
digenous ethnicity presents genetic HBGA markers related with the
Asian population, by comparing the SNPs found in the FUT2 gene from
the saliva of these young children from the Amazon with SNPs already
detected in the Asian population. One hundred and seventy-nine
(50.85%) saliva samples were collected from the Boa Vista Munici-
pality. This number is representative enough to consider some genetic
proximity between native Asian and Amazonian individuals.

5. Conclusion

The population of young children in this study of the Amazonian
region presented a phenotypic profile of the secretor and Lewis HBGA,
and of FUT2 gene SNPs, similar to those described in the Asian popu-
lation, mainly of indigenous tribes. There was no difference to the
profile found in children with AGE and ARIL
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