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RESUMO
A meningite asséptica é uma sindrome infecto-contagiosa, estabelecida apds inflamagdo das
meninges. A etiologia mais comum desta sindrome € a viral, e 0s enterovirus sao responsaveis
por mais de 80% dos casos em que o agente etiolégico € identificado. Outros agentes
etiolégicos virais envolvidos sdo Arbovirus (West Nile virus, Virus da Encefalite Japonesa e
Virus da Encefalite de Saint Louis), virus da caxumba, herpersvirus e adenovirus, entre
outros. A primeira etapa deste estudo teve como objetivo o aprimoramento do diagnéstico dos
casos de meningite asséptica e meningoencefalite com a tentativa de deteccao molecular de
enterovirus em 267 amostras de LCR recebidas entre 2008 e 2009, negativas para o
isolamento viral em culturas de células. A extracdo direta do LCR seguida de sintese de
cDNA e PCR foi capaz de detectar enterovirus em 59 amostras de LCR (22,1%). Estes
resultados foram confirmados por sequenciamento nucleotidico parcial e demonstram que a
pesquisa do genoma viral diretamente dos LCRs é apropriada para um aumento na
possibilidade de detecc@o de enterovirus neste tipo de amostra clinica. O objetivo da segunda
etapa deste estudo foi analisar o potencial papel etioldgico dos flavivirus em casos de
meningite asséptica e meningoencefalite. As 208 amostras negativas na etapa anterior foram
utilizadas nesta etapa. Para tanto, foram desenvolvidas duas abordagens moleculares para
deteccao de flavivirus: semi-Nested-PCR e PCR convencional. Iniciadores foram desenhados
para as duas técnicas. O uso desses iniciadores possibilitou a amplificagdo do genoma de
flavivirus utilizados como controle, mostrando serem ferramentas uteis para a detec¢ao desses
virus. Apesar disso, nenhuma amostra de LCR foi positiva para flavivirus. Diante destes
resultados, da possibilidade da circulagdo silenciosa de WNV ou de sua entrada iminente no
pais, € evidenciada a necessidade de estudos adicionais sobre este virus e outros flavivirus
nestes casos. Na terceira etapa deste estudo, foi realizada a andlise da variabilidade genética
de echovirus 30 envolvidos em surtos e casos esporadicos de meningite asséptica entre 1998 e
2008, através da andlise filogenética do gene completo (876 nt) da VP1 de 48 E30 isolados.
Além da comparagdo das amostras entre si, foram feitas comparagdes destas com a VP1 da
cepa protétipo Bastianni e também com outras cepas isoladas em diversos paises. Durante o
periodo do estudo, E30 foi o principal enterovirus envolvido nos casos de meningite asséptica
e meningoencefalite no Brasil (58,6% dos 302 enterovirus isolados), tendo sido o agente
etiolégico de seis surtos. As sequéncias de VP1 de E30 segregaram em trés Grupos distintos e
sete subgrupos, cujos agrupamentos estavam fortemente associados ao ano de isolamento. A
divergéncia de sequéncias nucleotidicas entre os E30 isolados variou de 0,2-13,8%. Nao foi

definido um ancestral comum direto para este conjunto de isolados de E30. O isolado 39-SC-



BA-07 estava geneticamente relacionado com cepas de E30 isoladas no Pard (3,2-4,6% de
divergéncia) e pode ser origindrio de uma destas cepas. Os isolados do Grupo I estavam
geneticamente relacionados com uma sequéncia de E30 isolada em 1997 nos Estados Unidos
(2,4-5,7%), sendo provéavel que eles possuam um ancestral comum. Dois E30 isolados na
Argentina em 2007 mostraram estreita relacdo com os isolados do Grupo II (5,8-6,0%),

podendo ter sido originados a partir de um dos isolados deste Grupo III.

Palavras-Chave: Meningite asséptica. Enterovirus. Flavivirus. Andlise Filogenética.



ABSTRACT

Aseptic meningitis is an infectious disease, established after infection of the meninges. The
most common etiology of this syndrome is viral, and enteroviruses are responsible for more
than 80% of cases in which the etiologic agent is identified. Other viral etiologic agents
involved are Arboviruses such as West Nile Virus, Japanese Encephalitis Virus and St. Louis
Encephalitis Virus. The first step of this study aimed at expanding the possibility of
diagnosing cases of aseptic meningitis and meningoencephalitis in an attempt to molecular
detection of enteroviruses in 267 CSF samples received between 2008 and 2009, negative for
virus isolation in cell cultures. The direct extraction of CSF followed by cDNA synthesis and
PCR was able to detect enteroviruses in 59 CSF samples (22.1%). These results were
confirmed by partial nucleotide sequencing and shows that searching of the viral genome
directly from CSF is appropriate for an increase in the chance of enterovirus detection in CSF
samples. The goal of the second stage of this study was to analyze the potential etiologic role
of flavivirus in cases of aseptic meningitis and meningoencephalitis. The 208 negative
samples in the previous step were used in this part. To this end, two approaches have been
developed for molecular detection of flaviviruses: semi-nested-PCR and conventional PCR.
Primers were designed for both techniques. The use of these primers allowed the
amplification of the genome of flaviviruses tested, shown to be useful tools for the detection
of these viruses. Nevertheless, no CSF sample was positive for flavivirus. Given these results,
the possibility of silent circulation of WNV or its iminent entry in the country, it is evident the
need of additional studies on this virus and other flaviviruses in these cases. In the third stage
of the study, was conducted the analysis of the genetic variability of echovirus 30 involved in
outbreaks and sporadic cases of aseptic meningitis between 1998 and 2008, through
phylogenetic analysis of the complete gene (876 nt) of the VP1 of 48 E30 isolates. Besides the
comparison of samples among themselves, comparisons were made with them and the VP1 of
prototype strain Bastianni and also with other strains isolated in various countries. During the
study period, E30 was the main enterovirus involved in aseptic meningitis and
meningoencephalitis cases in Brazil (58.6% of 302 isolated enteroviruses), being the
etiological agent of six outbreaks. The VP1 sequences of E30 segregated into three distinct
groups and seven subgroups, whose grouping was strongly associated with year of isolation.
The divergence between the nucleotide sequences of E30 isolates ranged from 0.2 to 13.8%. It
was not defined a common ancestor directly to this set of isolated E30. The isolate 39-SC-

BA-07 was genetically related with strains of E30 isolated in Para (3.2 to 4.6% of divergence)



and might be originated from one of these strains. Group I isolates were genetically related to
a sequence of E30 isolated in the United States in 1997 (2.4 to 5.7%), and they likely have a
common ancestor. Two E30 isolated in Argentina in 2007 showed a close relationship with
the isolates of Group III (5.8 to 6.0%) and may have been originated from one of the Group

III isolates.

Keywords: Aseptic Meningitis. Enteroviruses. Flavivirus. Phylogenetic Analysis.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS DA MENINGITE ASSEPTICA

Meningite Asséptica é o nome utilizado para identificar um conjunto de manifestacdes
clinicas estabelecidas apds inflamacdo das meninges. Esta denominagdo € comumente
utilizada devido as caracteristicas do liquido cefalorraquidiano (LCR), ou liquor, nessa
sindrome. Ao contrdrio das meningites purulentas ou bacterianas, onde o LCR apresenta-se
geralmente turvo, nas meningites assépticas este permanece limpido, dando a falsa impressao
de que esté estéril, como num individuo sadio (KUMAR, 2005).

A celularidade (contagem de células) encontrada no LCR de um individuo sadio deve
ser baixa, de até 4 células / mm’ (MOURA et al, 2002). Em meningites assépticas a
celularidade é inferior a 500 células / mm’, enquanto que nas meningites purulentas esse
nimero normalmente é maior que 1000 células / mm® (CONNOLY; HAMMER, 1990;
NEGRINI; KELLEHER; WALD, 2000; NIGROVIC; MALLEY; KUPPERMANN, 2009).

Algumas caracteristicas do LCR em individuos sadios e em pacientes com meningite
purulenta e meningite asséptica estdo descritas na TABELA 01.

Quando a infec¢@o se propaga das meninges para as células do parénquima cerebral,
ocorre a meningoencefalite. Emprega-se o termo encefalomielite quando héd envolvimento da
medula espinhal e do cérebro (PROBER, 2000).

A meningite asséptica é uma sindrome infecto-contagiosa e os modos de transmissao
dependem do agente etioldgico envolvido. A contaminagdo fecal-oral € uma das principais
formas de transmiss@o, mas evidéncias mostram que aerossois de secrecdes respiratorias de
individuos infectados podem também ser fontes de transmissdo dessa sindrome
(PALLANSCH; ROOS, 2001).

O modo de transmissdao para os Arbovirus envolvidos em quadros de meningite
asséptica € através da picada de fémeas de mosquitos hemat6fagos infectadas por estes virus
(IWAMOTO et al, 2003; NAVARRO et al, 2004). Os principais vetores do West Nile virus
(WNV), também chamado virus do Nilo Ocidental, s@o culicideos das espécies Culex pipiens,

C. restuans e C. salinarius, principalmente (NASCI et al, 2001).
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TABELA 01 - Caracteristicas do LCR em Individuos Sadios e em Casos de Meningite

Purulenta e Asséptica.

Parametros de Andlise | ICR Normal Meningite Purulenta Meningite Asséptica
Aspecto Limpido Turvo Limpido
Cor Incolor Branca-Leitosa ou Incolor
Xantocrémica
Coagulo Ausente Presente ou Ausente Ausente
Cloretos (mg%) 680 a 750%* Reduzidos 680 a 750%
Glicose (mg%) 50 a 80* Reduzida 50 a 80*
Proteinas Totais (mg%) 13 a 25% Elevadas Levemente Elevadas
Gamaglobulinas (mg %) 2a5 Elevadas Elevadas ou Normais
Leucécitos 0a4/mm’ 500 a Milhares / mm’ 5a 500/ mm’
Microscopia Optica B Vlsuajlhzagao (ou Nao) de Nenhuma Visualizagao
Células Bacterianas
Crescimento em Cultura . Presenga em meios de Presenca em cultura
cultivo bacterianos celular (etiologia viral)

*- Para Recém-Nascidos: Cloretos - 702 a 749; Glicose — 42 a 78; Proteinas - 33 a 119; Leucécitos - 0 a 15
Fonte : MOURA et al, 2002 ; NEGRINI; KELLEHER; WALD, 2000.

1.2 ETIOLOGIA DA MENINGITE ASSEPTICA

A etiologia mais comum da meningite asséptica € a viral, onde os enterovirus siao
predominantes em diversos paises. Eles sdo responsdveis por mais de 80% dos casos de
meningite viral em que o agente etioldgico € identificado (PALLANSCH; ROOS, 2001). Tem
sido observada uma continua circulagdo de diversos sorotipos de enterovirus envolvidos em
surtos e casos esporddicos de meningite viral no mundo, tais como echovirus 4, 6, 13, 18 e 30
(CHOI et al, 2010; GRENON et al, 2008; HAYASHI et al, 2009; JULIA et al, 2009;
KMETZSCH et al, 2006; MIRAND et al, 2008; PAPA et al, 2009; PINTO JUNIOR et al,
2009) e coxsackievirus B5 (SILVA et al, 2002; TAVAKOLI et al, 2008; THOELEN et al,
2003).

Entre eles, echovirus 30 (E30) € um dos agentes predominantes em muitos paises

(BAILLY et al, 2002; CABRERIZO et al, 2008; CASTRO et al, 2009; DOS SANTOS et al,
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2006; HAYASHI et al, 2009; OBERSTE et al, 1999; SAVOLAINEN; HOVI; MULDERS,
2001; TRALLERO et al, 2000).

Alguns arbovirus sdo descritos como agentes etioldgicos de meningite asséptica e
meningoencefalite, como WNV, Virus da Encefalite Japonesa (JEV) e Virus da Encefalite de
St. Louis (SLEV) (BARZON et al 2009; BURKE; MONATH 2001; CHADWICK, 2005;
GOULD; SOLOMON, 2008; GYURE 2009; KOPEL et al, 2011).

Nas américas sao descritos diversos casos e epidemias por SLEV (JONES et al, 2002;
SPINSANTI et al, 2008) e WNV (JULIAN et al, 2003; KRAMER; LI; SHI, 2007; NASH et
al, 2001). No Brasil, Romano-Lieber e Iversson (2000) demonstraram a presenca de
anticorpos neutralizantes para SLEV, e Rocco e colaboradores (2005), isolaram SLEV de um
caso clinico semelhante a um caso de dengue. Surtos de meningoencefalite por SLEV também
jéa foram descritos no Brasil (MORAES BRONZONI et al, 2005)

Outros virus também envolvidos em casos de meningite asséptica e meningoencefalite
sdao: Herpes Simplex virus (HSV-1 e 2), Varicella-Zoster virus, Virus da Caxumba,
Adenovirus e Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (BRASIL et al, 2005; FRANZEN-
ROHL et al, 2008; HABIB et al, 2009; IHEKWABA; KUDESIA; MCKENDRICK, 2008;
LANDRY; GREENWOLD; VIKRAM, 2009; LEE; DAVIES, 2007; NAVARRO et al, 2004;
NOWAK; BOEHMER; FUCHS, 2003).

As meningites e meningoencefalites assépticas causadas por herpesvirus e por alguns
flavivirus sdo as mais importantes em termos de gravidade e mortalidade (CHADWICK,
2005).

A meningite asséptica pode ainda, ser de etiologia bacteriana como consequéncia de
um tratamento realizado parcialmente e Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae €
Haemophilus influenzae tipo b estdio comumente envolvidos (HARRISON, 2006;
LEIMKUGEL et al, 2005). O LCR, nestes casos, permanece limpido, levando a uma confusao
no diagnoéstico inicial (BRASIL, 2009). Na meningite tuberculosa, na causada por Leptospira
spp € nas riquetsioses, o LCR também fica limpido (SILVA et al, 2002; NEGRINI;
KELLEHER; WALD, 2000).

Sao descritas também causas pds-infecciosas como meningite apds rubéola, apos
caxumba, apds vacinagdo contra a raiva, influenza e febre amarela. Além destas, é possivel,
ainda, existirem causas ndo infecciosas, como o uso de alguns medicamentos, como
alopurinol e carbamazepina; doencas sist€émicas, como lipus eritematoso sist€émico e artrite
reumatodide; leucemias, tumores cerebrais e inflamacdes de estruturas adjacentes, como o

abscesso epidural ou cerebral (KUMAR, 2005; LEE; DAVIES, 2007).
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A etiologia da meningite deve ser especificada porque exige monitoramentos e

tratamentos diferenciados, dependendo do agente envolvido (KUMAR, 2005).

1.3 ENTEROVIRUS

1.3.1 Classificacdo Taxondmica dos Enterovirus

Os enterovirus pertencem a familia Picornaviridae (pico = pequeno; rna = &cido
ribonucléico). Esses virus foram inicialmente identificados e classificados com base nas suas
caracteristicas morfoldgicas e antigenicidade verificada em testes de neutralizagdo com
antisoros especificos para esses virus. Segundo a classificacdo taxondmica atual dos virus,
oficializada pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), atualmente sdo
conhecidos 12 géneros (ou grupos) desta familia: Enterovirus (102 sorotipos), que agora
inclui o antigo género Rhinovirus (103 sorotipos), Cardiovirus (3 sorotipos), Aphthovirus (8
sorotipos), Hepatovirus (2 sorotipos), ParEchovirus (2 sorotipos), Teschovirus (10 sorotipos),
Kobuvirus (1 sorotipo), Erbovirus (1 sorotipo) e também os novos géneros descritos:
Sapelovirus (5 sorotipos), Senecavirus (1 sorotipo), Tremovirus (1 sorotipo) e Avihepatovirus
(1 sorotipo) (KNOWLES et al, 2011).

Os enterovirus humanos sdo representados por diversos sorotipos, sendo eles:
poliovirus (apresentando 3 sorotipos), coxsackievirus A (23 sorotipos), coxsackievirus B (6
sorotipos), echovirus (28 sorotipos), rhinovirus (103 sorotipos) e enterovirus sorotipos 68-116
(KNOWLES et al, 2011; OBERSTE et al, 2001, 2004, 2005; PALLANSCH; ROOS, 2001).

Outra classificacao para os enterovirus, com base em dados biol6gicos e em resultados
de anélises moleculares do genoma completo viral, agrupa os enterovirus humanos (HEV) em
sete espécies, como pode ser observado na TABELA 02 (BROWN et al, 2003; OBERSTE et
al, 2001, 2004, 2005; PALLANSCH; ROOS, 2001).
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TABELA 02 - Classificacdo dos Enterovirus Humanos Baseada na Anéalise do Genoma

Viral.

Espécies dos Enterovirus

Enterovirus | Enterovirus | Enterovirus | Enterovirus | Rhinovirus | Rhinovirus | Rhinovirus
humanos A humanos B humanos C humanos D | humanos A | humanos B | humanos C
(HEV-A) (HEV-B) (HEV-O) (HEV-D) (HRV-A) (HRV-B) (HRV-C)
CVA2-AS8 CVBI1-B6 PV1 EV68 HRV1-2 HRV3-6 HRVA2 OU
CVAIO0 CVA9 PV2 EV70 HRV7-13 HRV14 HRVC

CVAI12 El1-7 PV3 EV94 HRV15-16 HRV17
CVAl4 E9 CVAl EV1l11 HRV18-25 HRV26-27
CVALl6 El11-21 CVALll HRV28-34 HRV35
EV71 E24-27 CVAl3 HRV36 HRV37
EV76 E29-33 CVAlS5 HRV38-41 HRV42
EV89 EV69 CVA17-22 HRV43-47 HRV438
EV90 EV73 CVA24 HRV49-51 HRV52
EV9l EV74 EV95-96 HRV53-68 HRV69-70
EV114 EV75 EV99 HRV71 HRV72

EV77 EV102 HRV73-78 HRV79
EV78-88 EV104 HRV8&0-82 HRV&3-84
EV93 EV105 HRV 85 HRV8&6
EV97-98 EV109 HRV88-90 HRV91-93
EV100-101 EV113 HRV9496 HRV97
EV106-107 EV116 HRV98 HRV99
EV110 HRV100

Legenda: CVA — coxsackievirus A; CVB — coxsackievirus B; E — echovirus; EV — enterovirus;
PV — poliovirus; HRV - rhinovirus.
Fonte: Adaptado de KNOWLES et al, 2011.

1.3.2 Composigao e caracteristicas fisico-quimicas dos enterovirus

Os enterovirus sdo virus esféricos, ndao envelopados, medindo cerca de 27 nm de

diametro. Sua estrutura gendmica consiste em um RNA de fita simples de polaridade positiva,

com aproximadamente 7,5 Kb, e peso molecular de cerca de 2,6 x 10° Da. Sao poliadenilados

na extremidade 3° (de 40 a 100 nucleotideos), e apresentam uma proteina, a VPg (Virion

Protein genome), ligada covalentemente a extremidade 5° do RNA viral. Esta regido terminal

(5"NC) ndo € codificante e é altamente conservada, sendo ttil nas identificagdes moleculares

do género enterovirus (RACANIELLO, 2001).

O RNA desses virus contém uma tnica fase de leitura codificando uma poliproteina,

que € clivada na traducdo do genoma viral. As clivagens sdo realizadas por proteinas
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codificadas pelo préprio virus, gerando diversos produtos protéicos com diferentes funcoes,
como as proteinas do capsideo, proteinases € RNA polimerase. Seu capsideo tem simetria
icosaédrica, é composto de 60 subunidades idénticas, os protdmeros. Estes sdo constituidos de
quatro polipeptideos ou proteinas, denominadas VP1, VP2, VP3 e VP4, que sdo produtos de
reacOes proteoliticas do segmento P1. As proteinas VP1, VP2 e VP3 estdo expostas na
superficie do virion, enquanto que VP4 fica internalizada e associada ao RNA viral. Dessa
forma, os epitopos responsaveis pela inducido de anticorpos neutralizantes estdo localizados,
principalmente, em VPI1, que € a proteina mais exposta, e também em VP2 e VP3
(RACANIELLO, 2001).

A proteina VP1 € a principal proteina do capsideo, sendo a mais estudada. Ela
apresenta altas taxas de variabilidade genética e recombinacdo (BAILLY et al, 2009;
MCWILLIAM LEITCH et al, 2009) e tem sido amplamente utilizada para a identificacao de
enterovirus pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas variantes em casos de
meningite asséptica (DOS SANTOS et al, 2006; LEITCH et al, 2009; OBERSTE et al, 1999;
PAPA et al, 2009; RAHIMI et al, 2009).

O hospedeiro apresenta uma resposta imunoldgica sorotipo-especifica contra infecgdes
pelos enterovirus, de modo que um individuo pode adquirir vérias infec¢des por diferentes
sorotipos (PALLANSCH; ROQOS, 2001).

A FIGURA 01 ilustra o capsideo viral de um enterovirus e a localizagdo de suas
proteinas estruturais. A FIGURA 02 mostra a organizacdo do genoma dos enterovirus e a
distribuicao dos genes que sdo traduzidos nas proteinas supracitadas.

Os enterovirus sdo resistentes a enzimas proteoliticas, dlcool e éter. Eles sdo estdveis,
em culturas celulares, por muitos anos a baixas temperaturas (-70°C), por semanas a 4°C e por
dias a temperatura ambiente. Por outro lado, podem ser inativados pela luz ultravioleta,
formaldeido a 0,3%, cloro residual livre (0,3 a 0,5 ppm), HCI (0,1N) e pelo calor (50°C / 30
minutos) (PALLANSCH; ROOS, 2001).
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FIGURA 01 - Esquemas do Capsideo de um Enterovirus com as Proteinas VP1, VP2,
VP3 e VP4.
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FIGURA 02 - Organizacao do Genoma dos Enterovirus.
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1.3.3 Ciclo replicativo dos enterovirus

O ciclo replicativo viral se inicia no momento em que ocorre a interagao virus-célula
hospedeira, com a adsor¢dao do virion a receptores celulares especificos presentes na
membrana plasmatica (RACANIELLO, 2001).

Ap6s a adsorcdo, o virus € entdo internalizado e tem seu capsideo fragmentado. A
internalizacdo se da por endocitose, em alguns pontos da superficie celular revestidos
internamente por clatrinas, onde os receptores estdo concentrados, ocorrendo a invaginagao e
a posterior formacdo de vesiculas. A acidificacdo no interior das vesiculas, devido a atuacdo
da bomba de prétons, provoca mudangas na estrutura do virion, resultando na liberagdo de
VP4 e no aparecimento de sitios hidrofébicos presentes na regido amino-terminal da proteina
do capsideo VPI1, ambos escondidos anteriormente na regido interna do capsideo viral. A
fusdo da membrana lipidica com os sitios hidrofobicos de VP1 permite a formacdo de um
poro e a consequente transferéncia do RNA do virion para o citosol, onde ocorre a sua
replicacdo. A proteina VPg € entdo removida do RNA viral por enzimas celulares.

O RNA, agindo como RNA mensageiro (RNAm), é automaticamente traduzido, sem
interrup¢cdo, em uma Unica poliproteina que, ainda no processo de formacdo, é clivada
autocataliticamente nos intermedidrios P1, P2 e P3 (RACANIELLO, 2001). O processamento
da poliproteina precursora € realizado cotransducionalmente por rea¢des intramoleculares (in
cis), as quais sao chamadas de clivagens primadrias, seguidas pelo processamento secundario
in cis ou in trans (intermolecular). O evento inicial na sequéncia de clivagens € a libera¢do do
precursor P1 da poliproteina nascente pela protease 2A. A 2AP™ é liberada da poliproteina por
clivagem cotransducional na sua termina¢cdo amino. Esta clivagem é um pré-requisito para o
processamento proteolitico da regido precursora do capsideo. Jd a 3C™™ € responsdvel pela
clivagem priméria entre 2C e 3A, separando os segmentos P2 e P3, e pela maioria das
clivagens secundérias ocorridas nos intermedidrios P1, P2 e P3. A forma precursora 3CD"*
parece catalisar eficientemente algumas clivagens ocorridas no segmento P1. O precursor P1 é
clivado para produzir, inicialmente, VPO, VP1 e VP3 e, finalmente, as quatro proteinas
estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4. Os segmentos P2 e P3 sdo processados para darem origem
as proteinas nio estruturais envolvidas no processamento protéico (2A°, 3CP°, 3CD"™) e na
replicagdo do genoma (2B, 2C, 3AB, 3B""¢, 3DP) (RACANIELLO, 2001).

Estudos sobre o processo de tradu¢do dos virus da familia Picornaviridae

demonstraram a presenca, na regiao 5’ NC do genoma viral, de uma sequéncia correspondente

a um sitio interno de entrada de ribossomos, responsavel por direcionar a tradugdo, o IRES
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(internal ribosome entry site), que consiste em um elemento regulatério de 450 - 600 nt. A
subunidade 40S ribossomal liga-se a0 RNAm através do IRES e “desliza” até o cdédon de
iniciagdo AUG (RACANIELLO, 2001).

A sintese do genoma viral € obtida por uma sequéncia de eventos onde participam as
moléculas de RNA viral, atuando como molde, e as RNA polimerases codificadas pelos virus,
além de outras proteinas virais e celulares. Todo esse processo ocorre no interior do

citoplasma, fortemente associado ao reticulo endoplasmatico liso.

O primeiro passo na replicagdo do RNA viral é copiar o RNA genomico para formar
uma fita complementar de polaridade negativa, a qual servird de molde para a sintese de
novas fitas de polaridade positiva. A sintese da fita complementar € iniciada na extremidade
3> NC do genoma viral e utiliza a proteina VPg como um iniciador (primer). A partir de uma
fita complementar de polaridade negativa, varias fitas nascentes de RNA com polaridade
positiva sdo transcritas simultaneamente pela RNA polimerase viral, formando o chamado
intermedidrio replicativo (RACANIELLO, 2001).

Durante o inicio da replicacdo, parte do RNA positivo retorna ao citoplasma para a
tradu¢do de mais proteinas, enquanto outra parte permanece no reticulo endoplasmatico liso
para a formacdo de mais centros de replicacdo de fita positiva. Posteriormente, as fitas
positivas de RNA sdo acumuladas até serem empacotadas nos capsideos. As particulas
completas sdo liberadas pela desintegracdo da célula hospedeira. A FIGURA 03 esquematiza
todo o ciclo replicativo viral.

A duracdo de um ciclo de replicacao completo, desde a infec¢do até a completa
montagem do virus, varia, geralmente, de 5 a 10 horas, dependendo de alguns fatores, como:
pH, temperatura, sorotipo do virus, célula hospedeira, estado nutricional da célula hospedeira
e o numero de particulas que a infectaram. Em condicdes 6timas, pode ocorrer a biossintese
de 25.000 a 100.000 particulas virais por célula, mas somente 0,1% a 10% destas s@o

infecciosas (RACANIELLO, 2001).



28

FIGURA 03 - Ciclo Replicativo dos Enterovirus.
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Fonte: Costa, 1999.

1.3.4 Variabilidade genética de echovirus 30

Devido a auséncia de revisdo pela RNA polimerase RNA-dependente viral, os
enterovirus apresentam um alto grau de variagdo genética entre os diversos sorotipos e dentro
de um mesmo sorotipo (LINDBERG et al, 2003).

Além disso, alguns estudos que avaliaram a dinamica de recombinagdo de E30,
baseada nas redes de transmissdo e circula¢do destes virus. Estes estudo analisaram, ainda, a
taxa de recombinacdo entre E30 e os diferentes sorotipos constituintes da espécie B, a qual
E30 pertence, e descrevem a ocorréncia destes eventos como mais frequente do que
anteriormente previsto. A recombinacdo genética € considerada atualmente como um dos
principais determinantes da constante variagdo do genoma de enterovirus circulantes
(BOUSLAMA et al, 2007; LINDBERG et al, 2003; LUKASHEYV et al, 2003; MCWILLIAM
LEITCH et al, 2009; MIRAND et al, 2007; SIMMONDS, 2006).

Apesar da alta variabilidade genética, a evolucao molecular do gene que codifica para

a proteina VP1 de E30 mostra que uma constante pressdo seletiva € exercida contra

substituicdes ndo-sindnimas na sequéncia nucleotidica desta proteina. A manutencdo de
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polimorfismos de aminoécidos ocorre somente em algumas poucas posi¢oes dispersas na VP1
(BAILLY et al, 2009).

Em anos recentes tem sido observada uma continuada circulacio de E30 no Brasil
(CASTRO et al, 2009; DOS SANTOS et al, 2006; PINTO JUNIOR et al, 2009). Este ¢ um
dos sorotipos de enterovirus mais prevalentes, estando frequentemente envolvido em casos
esporddicos e surtos de meningite asséptica em diversos paises, 0 que contribui para sua
circulacao ativa na populacdo em geral (BAILLY et al, 2002; CASTRO et al, 2009; CHOI et
al, 2010; DOS SANTOS et al, 2006; HAYASHI et al, 2009; JULIA et al, 2009; PINTO
JUNIOR et al, 2009; SAVOLAINEN; HOVI; MULDERS, 2001; TRALLERO et al, 2000).

A andlise filogenética permite a reconstrucdo da histdria evolutiva dos virus a partir de
arvores filogenéticas obtidas com base em informagdes contidas nas sequéncias de
nucleotideos do genoma viral, genes completos ou sequéncias parciais desses genes. Com este
método de andlise, € possivel realizar estudos de diversidade intragendétipo, com a subdivisao
dos gendtipos em linhagens e sublinhagens, diferenciadas geneticamente. Esses métodos
contribuem para um melhor entendimento dos mecanismos de evolucado e adaptagdo dos virus
ao longo do tempo (PAGE; HOLMES, 1998).

Diversos estudos reportaram a variabilidade genética de E30 isolados em diversos
paises utilizando principalmente o gene da proteina VP1 (BAILLY et al, 2002, 2009;
CABRERIZO et al, 2008; KE et al, 2011; LEITCH et al, 2009; LEVEQUE et al, 2010;
OBERSTE et al, 1999; PALACIOS et al, 2002; SAVOLAINEN; HOVI; MULDERS, 2001).

1.4 FLAVIVIRUS

1.4.1 Classificagcao taxondmica dos flavivirus

A familia Flaviviridae (do latim flavus - amarelo) inclui os géneros Flavivirus,
Hepacivirus e Pestivirus. O género Flavivirus possui cerca de 70 virus descritos, dos quais 40
estdo associados com doenca em humanos (BURKE; MONATH, 2001). Destes, 11 ja foram
identificados no Brasil: Bussuquara Virus (BUSV), Cacipacoré Virus (CPCV), Dengue Virus
1 a 4 (DENV), Iguape Virus (IGUV), Ilhéus Virus (ILHV), Rocio Virus (ROCV), Virus da
Encefalite de Saint Louis (SLEV) e Virus da Febre Amarela (YFV) (CHAVEZ;
FIGUEIREDO, 2006; FIGUEIREDO, 2000; GOULD; SOLOMON, 2008). A TABELA 03
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apresenta algumas caracteristicas epidemioldgicas dos flavivirus que ja foram identificados no
Brasil.

Os flavivirus sdo classificados como arbovirus (arthropod-borne virus), termo
aplicavel a todos os virus que se mantém na natureza através de um ciclo que envolve sua
transmissdo ao hospedeiro vertebrado pela picada de um artrépode hematdfago susceptivel
infectado. As infecgdes causadas por arbovirus em humanos sdo incidentais (GOULD;
SOLOMON, 2008).

Com base em caracteristicas imunoldgicas, os flavivirus estdo divididos em nove
grupos antigénicos, dos quais seis sdo de importincia médica. Sdo eles: Dengue virus
(DENV), virus da febre amarela (YFV), complexo da encefalite japonesa (JEC), complexo
dos virus da encefalite transmitida por carrapato (TBEC), Modoc virus e Rio Bravo virus. A
maioria destes virus € responsdvel por alta morbidade e mortalidade em todo o mundo
(BURKE; MONATH, 2001; DAVIS et al, 2006; GOULD; SOLOMON, 2008; ROCCO et al,
2005).

O complexo da encefalite japonesa (JEC) inclui flavivirus conhecidos por causarem
doencas que atingem o sistema nervoso central (SNC) como encefalites, meningoencefalites e
meningites. Desse complexo fazem parte JEV, WNV e SLEV, entre outros (BURKE;
MONATH, 2001; CHADWICK, 2005; ROCCO et al, 2005).
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TABELA 03 - Caracteristicas Epidemiologicas dos Flavivirus ja Identificados no Brasil.

. A.no (}0 Local de Fonte de | Distribuicdo | Principal Principal Doenca em
Virus Primeiro . .
Isolamento | Isolamento | Geografica Vetor Hospedeiro Humanos
Isolamento
Bussuquara 1956 Brasil Primata Brasil Culex spp ? Doenca Febril
Cacipacoré 1977 Brasil Ave Ameg;‘ia do ? Aves ?
Dengue 1 1944 Havai
Regides
Dengue 2 1944 Nova Tropicais e Dengue, Doenga
Guiné Homem Sub- A. aegypti Homem Febril,
Dengue 3 1957 Filipinas Tropicais Vasculopatias
Dengue 4 1957 Filipinas
Encefalite Estados Américas Encefalite,
de Saint 1933 . Homem Central e do Culex spp Aves Meningite,
. Unidos . .
Louis Sul Meningoencefalite
Iguape 1979 Brasil Roedor Brasil ? Aves? ?
Pool de Américas
Ilhéus 1944 Brasil . Centrale do | Culex spp? Aves Doenca Febril
Mosquitos Sul
Rocio 1975 Brasil Homem Brasil Culex spp? Aves Encefalite
Febre iizrcizs; Z- Aedes spp /
1927 Gana Homem L. Haemagogus Primatas Febre Amarela
Amarela América do Spp
Sul

Fonte: BURKE; MONATH, 2001; GOULD; SOLOMON, 2008.

1.4.2 Composi¢ao e caracteristicas fisico-quimicas dos flavivirus

Os flavivirus sdo virus esféricos, com diametro entre 40 a 60 nm. Eles possuem

genoma RNA fita simples polaridade positiva nao segmentado. O nucleocapsideo apresenta

simetria icosaédrica e € composto pelo RNA viral associado ao capsideo, que é composto por

um unico tipo de proteina (C). Este nucleocapsideo € envolto por um envelope lipoprotéico

origindrio da célula hospedeira, com glicoproteinas ancoradas, formando projecdes na

superficie da particula viral (BURKE; MONATH, 2001; GOULD; SOLOMON, 2008).

O genoma completo possui aproximadamente 11 Kb e peso molecular de cerca de 4 x

10° Da. Ele é composto por uma regido 5' ndo codificante de aproximadamente 120

nucleotideos, uma regido codificante com uma unica fase de leitura aberta e uma regido

terminal 3' ndo codificante, com cerca de 500 nucleotideos. A extremidade 5' apresenta a
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estrutura cap 5' (7- Metil Guanosina) e, diferente de outros virus RNA fita simples, ndo
apresenta cauda poli-A na extremidade 3'.

As regides nao codificantes do genoma sdo importantes para a expressao de proteinas
virais. A regido codificante contém aproximadamente 10 Kb e codifica uma poliproteina que
€ clivada em trés proteinas estruturais e sete proteinas ndo-estruturais. As proteinas estruturais
sdo: proteina do capsideo (C), pré-membrana (PrM), que é precursora da proteina M, e
proteina do envelope (E). As proteinas ndo-estruturais sdo: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 (BURKE; MONATH, 2001; GOULD; SOLOMON, 2008).

A proteina C € a primeira a ser formada, no processo de clivagem da poliproteina, e
compde o capsideo viral. Ela possui cerca de 10 kDa e o fato de ela ser carregada
positivamente possibilita sua associacdo com o genoma viral, para a formacdo do
nucleocapsideo.

A proteina PrM possui aproximadamente 22 kDa e origina a proteina M do virion ao
sofrer uma clivagem proteolitica. A proteina M tem peso molecular de oito kDa, sendo
importante para a infecciosidade viral e para a organizacao da estrutura viral.

A glicoproteina E € a principal e a maior proteina estrutural da superficie dos
flavivirus (51-60 kDa). Ela apresenta projecoes glicoprotéicas de 5-10 nm formando espiculas
no envelope viral e auxilia no processo de automontagem do virus, interagdo com receptores
especificos existentes nas células-alvo e fusdo de membranas. Além disso, ela desempenha
atividade hemaglutinante. Essa proteina estrutural é o principal alvo para anticorpos
neutralizantes e inibidores de hemaglutinacio (BURKE; MONATH, 2001; GOULD;
SOLOMON, 2008).

A proteina NS1 apresenta peso molecular de 42-50 kDa, existindo sob duas formas
diferentes: uma quando o virus encontra-se na superficie da célula e outra encontrada em
suspensdo nas culturas de células infectadas com flavivirus. Ela é uma subunidade do
complexo de replicacdo viral, juntamente com a NS4A, e age no processo de maturacao viral.

A proteina NS2A € uma proteina transmembrana de aproximadamente 20 kDa e ao se
associar com outras duas proteinas nao estruturais, NS4A e NS4B, colabora na replica¢do do
RNA viral. Ela também participa da liberagcao dos virions.

A NS3 possui 68-70 kDa, € bastante conservada e acumula funcdes de
Helicase/NTPase, serina protease e RNA trifosfatase. A NS2B se complexa com a NS3,
agindo como um cofator para a funcao proteolitica da NS3.

A NS5 € a maior proteina nao estrutural dos flavivirus, com 103-104 kDa, é altamente

conservada, o que a torna muito util para estudos de identificacio molecular de flavivirus
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(GOULD; SOLOMON, 2008; MOUREAU et al, 2007; SCARAMOZZINO et al, 2001). Ela
apresenta funcoes de RNA polimerase e metil-transferase, estando envolvida com a metilagao
da estrutura cap 5' (BURKE; MONATH, 2001; GOULD; SOLOMON, 2008).

A FIGURA 04 ilustra a particula viral completa (virion) de um flavivirus, com suas

proteinas estruturais e a organizagdo do seu genoma.

FIGURA 04 - Esquema do virion e do genoma dos Flavivirus.
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Fonte: Adaptado da Expasy Home Page (acesso em 10/11/10).

Os flavivirus apresentam em sua composi¢do 6% de RNA, 66% de proteina, 9% de
carboidratos e 17% de lipidios. Sua densidade € de 1,19 a 1,23 g/ mL em gradiente de cloreto
de césio e o coeficiente de sedimentagdo esta entre 170 e 210S. Pelo fato de possuirem um
envelope lipoprotéico, os flavivirus sdo facilmente inativados por solventes organicos e
detergentes i0nicos e ndo id6nicos. Também sdo sensiveis aos raios ultravioleta e a digestdao

proteolitica (BURKE; MONATH, 2001).
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1.4.3 Ciclo replicativo dos flavivirus

O ciclo replicativo dos flavivirus inicia-se com a entrada das particulas virais na célula
por endocitose clatrina-dependente, mediada por receptores celulares especificos, como
algumas lectinas e glicosaminoglicanos (KAUFMANN; ROSSMANN, 2011). A medida que
a vesicula endocitica se acidifica, ocorre uma mudan¢a conformacional na proteina E do
envelope, que leva a fus@o do envelope viral a membrana da vesicula endocitica, a liberagao
do nucleocapsideo e desnudamento no citoplasma celular (BURKE; MONATH, 2001;
GOULD; SOLOMON, 2008).

Como o &cido nucléico viral consiste em RNA fita simples polaridade positiva, age
como RNA mensageiro, sendo logo traduzido em uma poliproteina com aproximadamente
3300 residuos de aminodacidos, que € clivada co- e pds- traducionalmente em dez proteinas
por proteases virais e celulares. As trés proteinas estruturais estdo localizadas na por¢do
amino-terminal.

A tradugdo ocorre associada ao reticulo endoplasmatico rugoso. A replicacdo do acido
nucléico se inicia com a sintese de uma fita negativa complementar ao RNA viral, que €
utilizada como molde para as fitas de RNA gendmico de polaridade positiva. O
empacotamento da nova particula também ocorre no reticulo endoplasmético, onde proteinas
do capsideo se complexam ao genoma viral, formando o nucleocapsideo. Este brota do
reticulo, sendo neste momento revestido com as proteinas do envelope. Ele se associa as
proteinas PrM e E para formar as particulas imaturas e a proteina prM € clivada por uma
protease celular tipo furina na rede trans-Golgi.

A ultima clivagem da proteina PrM em M, catalisada por furinas, e a dissociacdo do
peptideo Pr da particula induz a reorganizacdo e maturacdo da particula viral (virion). As
particulas virais nascentes sdo liberadas por exocitose. A FIGURA 05 esquematiza o ciclo
replicativo dos flavivirus (BURKE; MONATH, 2001; GOULD; SOLOMON, 2008,
LEYSSEN; DE CLERCQ; NEYTS, 2000).
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FIGURA 05 - Ciclo Replicativo dos Flavivirus.
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Fonte: Wen Jiang Home Page (acesso em 01/11/10).

1.5 CARACTERISTICAS CLINICAS DA MENINGITE ASSEPTICA

As manifestacdes clinicas da meningite asséptica podem variar de acordo com a idade
do paciente, fatores associados a infec¢do, como presenga de outras doengas concomitantes e
imunossupressao e, principalmente, dependendo do agente etioldgico envolvido. A maioria
dos individuos infectados permanece assintomdtica (DAVIS et al, 2006; KUMAR, 2005).
Tais manifestacOes sdo em geral mais leves que os graves sintomas € sinais presentes na
meningite purulenta, que surgem de forma repentina e progridem rapidamente, podendo levar
0 paciente a 6bito em questdo de horas ou deixar severas sequelas neuroldgicas (BRASIL,
2005).

Os sintomas relatados mais importantes e frequentes nas meningites assépticas e

meningoencefalite incluem febre, cefaléia intensa, fotossensibilidade, nduseas, vOmitos,
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sonoléncia, confusdo mental e rigidez na nuca, sendo esta a caracteristica clinica mais
importante. Ela é ocasionada pela irritacdo das leptomeninges nas raizes raquianas cervicais e
tordcicas superiores. Outros sinais conhecidos também podem ocorrer, como os de Kernig e
de Brudzinski. Em recém-nascidos, os sinais sao identificados com dificuldade. Os sintomas
desaparecem naturalmente em 7-10 dias e o paciente, na maioria dos casos, evolui de forma
benigna, recuperando-se completamente (KUMAR, 2005; PALLANSCH; ROOS, 2001).

Entre os individuos infectados por WNV, além das manifestacdes clinicas cléssicas,
pode ocorrer, ainda, mialgia, calafrios e tremores. Aproximadamente 80% sao assintomaticos
e 1% desenvolve doenca neuroinvasiva, que ¢ a forma mais grave da infec¢@o por este agente,
em que ocorre meningite e/ou encefalite. A forma mais branda de doenca causada por WNV ¢é
conhecida como Febre do Nilo Ocidental, com sintomas inespecificos e auséncia de
acometimento neurolégico (DAVIS et al, 2006; JULIAN et al, 2003; KRAMER; LI; SHI,
2007; MOSTASHARI et al, 2001; NASH et al, 2001).

Em regides tropicais, as infeccdes neuroinvasivas severas e fatais causadas por
flavivirus em geral sdo raras, principalmente pela conhecida existéncia de reacdo cruzada dos
anticorpos para os diferentes flavivirus (BURKE; MONATH, 2001; CHAVEZ;
FIGUEIREDO, 2006).

As manifestacdes clinicas das infec¢des por SLEV comumente sdo febre aguda e

sintomas de encefalite, podendo também causar meningite (SPINSANTI et al, 2008).

1.6 DIAGNOSTICO DA MENINGITE ASSEPTICA

O diagnéstico da meningite asséptica pode ser feito por vdrias técnicas associadas ao
diagnéstico clinico e depende do agente etioldgico envolvido. Dentre elas, podemos citar o
isolamento do agente etiolégico a partir de amostras clinicas em cultura de células, onde pode
ser observado o efeito citopatico viral. Este método ainda é considerado o método-padrao de
diagnostico de enterovirus (WHO, 2004). Os enterovirus podem ser isolados a partir de
materiais clinicos como fezes, liquido cefalorraquidiano (LCR), soro, secre¢do nasofaringea
ou material histopatolégico. Varias linhagens celulares podem ser utilizadas: RD (célula de
linhagem continua proveniente de rabdomiosarcoma humano), HEp2 (célula de carcinoma
epiderméide de laringe humana), HelLa e Vero, entre outras (LEE; DAVIES, 2007;
PALLANSCH; ROOS, 2001).
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Para o isolamento de Flavivirus, podem ser utilizados soro, LCR ou material
histopatoldgico e culturas celulares como C6-36, AP-61, VERO, BHK-21 e LLC-MK2 ou
através de inoculacdo intracerebral em camundongos recém-nascidos (BURKE; MONATH,
2001; DAVIS et al, 2006; GOULD; SOLOMON, 2008).

Esta metodologia, porém, requer um tempo relativamente longo (até 14 dias) para uma
identificacdo positiva (BURKE; MONATH, 2001; LEE; DAVIES, 2007; PALLANSCH;
ROOS, 2001). O isolamento viral pode ser mal-sucedido devido a baixos titulos virais em
algumas amostras clinicas, puncao tardia do LCR e também devido ao fato de alguns agentes
virais, como Coxsackievirus A, ndo se replicarem em cultivos celulares de uso rotineiro
(ISHIKO et al, 2002; JAQUES et al, 2003; LANDRY; GARNER; FERGUSON, 2003;
SANTOS et al, 2002).

Ensaios de neutralizacdo de infecciosidade viral, com o uso de soros hiperimunes
especificos também sdo utilizados na identificacdo viral. Para os flavivirus, a técnica de
imunofluorescéncia, o ensaio imunoenzimdtico (ELISA) e o teste de neutralizacdo por
reducdo em placa (PRNT) sao recomendados (BURKE; MONATH, 2001; GOULD;
SOLOMON, 2008). O diagnéstico soroldgico desses virus pode ser dificultado pela existéncia
de reacdo cruzada entre alguns flavivirus (BURKE; MONATH, 2001; BUXBAUM et al,
2001; GOULD; SOLOMON, 2008; KUMAR, 2005). A confirma¢do de um caso suspeito de
WNV em testes soroldgicos pode ser realizada pela PRNT de soro ou LCR ou pela detec¢ao
de antigeno ou genoma viral em soro, LCR ou material histopatolégico (BRASIL 2009;
DAVIS et al, 2006).

Nas ultimas décadas o desenvolvimento de novas técnicas laboratoriais vem
permitindo a identificagcdo de numerosos agentes etioldgicos, proporcionando a ampliacdo do
conhecimento da etiologia e epidemiologia desta doenca, e contribuindo muito para sua
vigilancia. As técnicas convencionais supracitadas, utilizadas para deteccdo e identificacdo
dos agentes no LCR, vém sendo complementadas atualmente com técnicas moleculares, como
a PCR e suas variantes, como RT-PCR, Nested PCR, PCR em tempo real, Multiplex PCR, e
sequenciamento nucleotidico (ARCHIMBAUD et al, 2004; BRITTO et al, 2005; BROWN et
al, 2003; HEIM; SCHUMANN, 2002; JACQUES et al, 2003; LEE et al, 2002; LEITCH et al,
2009; MORAES BRONZONI et al, 2005; NIX; OBERSTE; PALLANSCH, 2006; OBERSTE
et al, 1999, 2000, 2001, 2006; PAPA et al, 2009; RAHIMI et al, 2009; RE et al, 2008;
VERSTREPEN; BRUYNSEELS; MERTENS, 2002), que sdo mais sensiveis, em compara¢ao
com os cultivos celulares, permitindo a detec¢io de um ndmero reduzido de coépias do

genoma viral na amostra clinica, além de apresentar elevada especificidade e rapidez
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(BENSCHORP et al, 2010; BRITTO et al, 2005; BUCK; WIESEMANN; STEWART, 2002;
DEBIASI; TYLER, 2004; DOS SANTOS et al, 2006; JAQUES et al, 2003; MORAES
BRONZONI et al, 2005; OBERSTE et al, 1999; OOl et al, 2010; RAMERS et al, 2000). Tais
caracteristicas permitem que estes ensaios diagndsticos colaborem com o controle
epidemiolégico deste importante agravo em sauide publica (BRASIL, 2009; BURKE;
MONATH, 2001; NIGROVIC; CHIANG, 2000; OBERSTE et al, 1999).

E comum haver confusdo no diagndstico entre a meningite de etiologia viral e a de
etiologia bacteriana parcialmente tratada, pois em ambas o LCR permanece com o aspecto
limpido (BRASIL, 2005). Para diferenciar precocemente a meningite viral da bacteriana,
alguns marcadores citoquimicos como o lactato e a procalcitonina podem ser utilizados
(VIALLON et al, 2011). Também € importante a realiza¢do de diagnéstico diferencial entre as
meningites e meningoencefalites e a doenca de Lyme, que apresentam sinais clinicos muito

semelhantes entre si (BRASIL, 2005, 2009; NEGRINI; KELLEHER; WALD, 2000).

1.7 TRATAMENTO E PREVENCAO DA MENINGITE ASSEPTICA

Nao hé tratamento especifico para a meningite asséptica, uma vez que € necessirio o
conhecimento da etiologia da sindrome. A maioria dos pacientes recupera-se naturalmente,
havendo, normalmente, apenas um tratamento sintomadtico, com recomendacdo de repouso,
ingestdo de bastante liquido e prescri¢do de analgésicos e antitérmicos (KUMAR, 2005).

Nas infec¢des por herpesvirus, Aciclovir via endovenosa ou Valaciclovir via oral sido
recomendados (TAVARES, 2001). Para os casos com envolvimento de enterovirus, pode ser
recomendada a administracdo de Pleconaril ou Ribavirina (RHOADES et al, 2011). Para
WNV, ndo hda vacina para uso em seres humanos e estd sendo avaliado o uso de
imunoglobulina humana para casos mais severos (ZEINAD; NOVARETTI; CHAMONE,
2004).

Em termos de prevencdo, é necessdrio levar em consideragdo os possiveis modos de
transmissdo da meningite asséptica e da meningoencefalite.

Para os casos em que enterovirus estdo associados, a contaminacdo fecal-oral € a
principal forma de transmissao. Por isso, um dos hédbitos de higiene mais comuns, a lavagem
das maos, é o método mais eficaz de prevengcdo da doenca. Além disso, a desinfeccdo
adequada de superficies e objetos contaminados e a limpeza frequente de reservatérios de

dgua e piscinas, também colaboram efetivamente para evitar ou controlar a propagagdo destes
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agentes virais, levando, inclusive, a reducdo do risco de ocorréncia de surtos (PALLANSCH;
ROOS, 2001).

A dindmica de transmissao dos arbovirus, como um todo, depende de muitos fatores e
condi¢des ambientais, como: densidade populacional alta somada a um elevado percentual de
individuos susceptiveis ao agente viral circulante, deficiéncia na coleta e destinacdo de
residuos soélidos, temperatura e umidade adequadas para o desenvolvimento do mosquito
vetor, levando a existéncia deste em altos indices (DAVIS et al, 2006; GOULD; SOLOMON,
2008).

Iniciativas individuais, principalmente, coletivas e governamentais de prevencdo de
alguns destes fatores podem colaborar com a minimizacdo da infestacdo dos vetores e da
consequente transmissdo de doengas a eles associadas. Algumas medidas profildticas sdo a
reducdo da exposicao a picada dos mosquitos, uso de repelentes e o controle da populagdo de
mosquitos, com a eliminacao de reservatdrios de dgua limpa e parada, aplicagcdo de larvicidas
e uso de pesticidas, entre outros (BRASIL, 2009; DAVIS et al, 2006; GOULD; SOLOMON,
2008).

1.8 PATOGENIA DA MENINGITE ASSEPTICA

O trato gastrointestinal e o trato respiratério sao as principais portas de entrada para os
enterovirus e outros agentes da meningite (PALLANSCH; ROQOS, 2001).

Apesar de a patogenia dos arbovirus normalmente se iniciar com a picada de
mosquitos infectados, WNV pode ter como porta de entrada a via oral. Mais raramente, pode
ser transmitido ao individuo por transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos contaminados e,
ainda, pela amamentacdo e transmissao intra-uterina (IWAMOTO et al, 2003; KOMAR;
CLARK, 2006; PAISLEY et al, 2006).

No caso dos enterovirus, apés a entrada no hospedeiro, hd uma replicacdo viral em
alguns sitios de implantagdo, como amigdalas, linfonodos da orofaringe e dos intestinos. Dai
pode ocorrer uma viremia transitéria ou haver disseminacdo sistémica, com replica¢do viral
em localizacdes secundérias. Dependendo do sorotipo, os virus podem migrar para o Sistema
Nervoso Central (SNC) ou Periférico (SNP), por via neural, olfativa ou hematogénica,
causando meningite, encefalite ou meningoencefalite, ou ir para outros tecidos-alvo, como a

pele e o miocardio, causando casos de doengas exantemadticas ou miocardite, por exemplo. O
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periodo de incubagdo desses virus pode levar de 12 horas a 35 dias (LASSMAN; ZIMPRICH;
ROSSLER, 1991; PALLANSCH; ROOS, 2001).

Os flavivirus penetram na pele do individuo pela picada do mosquito e se replicam
localmente, preferencialmente em mondcitos, macréfagos e células dendriticas de
Langerhans. Apds a amplificagdo periférica, os virus migram para os linfonodos e para a
circulagdo sistémica (viremia primdria), podendo avancar pelo sistema reticuloendotelial,
aumentando a viremia (viremia secunddria). Eles alcangcam a barreira hematoencefdlica e
penetram no SNC por mecanismos desconhecidos. Além de se replicarem nos neurdnios,
também induzem apoptose nessas células. O periodo de incubacdo do WNV € de 3 a 14 dias

(BURKE; MONATH, 2001; DAVIS et al, 2006; PASTORINO et al, 2010).

1.9 EPIDEMIOLOGIA DA MENINGITE ASSEPTICA

A meningite de etiologia viral € o tipo mais comum de meningite asséptica,
representando uma significante causa de morbidade. Ela apresenta cariter cosmopolita e,
dependendo do agente etioldégico envolvido, pode atingir principalmente criangas
(enterovirus) ou adultos e idosos (WNV), sem predilecdo por sexo, de forma epidémica ou em
casos esporadicos (DAVIS et al, 2006; GOULD; SOLOMON, 2008; KUMAR, 2005;
PALLANSCH; ROOS, 2001).

Nas tltimas décadas houve uma mudanca no quadro epidemiolégico das meningites
assépticas devida a introducdo de vacinas anti-virais (poliomielite, sarampo e caxumba) pelo
Programa Nacional de Imunizagdes (PNI) do Ministério da Saide (MS), e ao surgimento de
metodologias de diagndstico mais sensiveis e especificas, que tém aumentado a possibilidade
de identificacdo dos agentes etiolégicos (OBERSTE et al, 1999; PALLANSCH; ROOS,
2001).

A populag@o em geral estd exposta aos agentes da meningite asséptica. Entretanto, a
maioria dos individuos infectados ndo apresenta sinais caracteristicos de doenca. Esta baixa
morbidade pode ser encarada positivamente, pois poucos adoecem, dentre os individuos
infectados. Por outro lado, numa visdo epidemioldgica, isto € preocupante, uma vez que
muitos individuos apresentam infec¢do inaparente e podem transmitir o agente etioldgico a
outras pessoas. Dessa forma, torna-se muitas vezes dificil, por parte das autoridades de saudde,

a avaliacdo da fonte de infeccao (PALLANSCH; ROOS, 2001).
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Os enterovirus estdo amplamente disseminados na natureza e t€ém maior incidéncia no
verdo e outono, nas regides temperadas, € ndo ha um padrdo sazonal evidente em regides
tropicais (KUMAR, 2005).

Algumas espécies de mosquitos sobrevivem ao inverno, permitindo manter a
transmissdo de arbovirus mesmo em baixas temperaturas em paises de clima temperado. Em
paises tropicais, devido as condi¢Oes climdticas favordveis, pode haver transmissdo durante o
ano inteiro (BRASIL, 2009; DAVIS et al, 2006).

A introducdo de WNV no continente americano ocorreu em 1999, causando um
grande surto de doenca febril e encefalite em Nova York (NASH et al, 2001). Até meados da
década de 1990 ele era restrito 4 Asia ocidental, Oriente Médio, Europa e Africa (BARZON et
al 2009; BRASIL, 2009; DAVIS et al, 2006). Desde entdo, ele € considerado endémico na
América do Norte e tem se deslocado em direcao ao hemisfério sul americano, provavelmente
através do movimento migratério de aves, que sdo seu principal reservatério e amplificador

(CHAVEZ; FIGUEIREDO, 2006; DAVIS et al, 2006; FIGUEIREDO, 2007).

1.10 ACOES DE VIGILANCIA EM SAUDE

As primeiras agdes para o controle das doencas e epidemias, como a quarentena € o
isolamento, sdo praticas muito antigas. A partir da segunda metade do século XIX, com o
desenvolvimento da microbiologia, € com investigagdes de campo voltadas para a
identificacdo dos elos da cadeia de transmissdo das doengas infecciosas, surgiu a idéia de
vigilancia, no sentido da observacdo sistemdtica dos contatos dos doentes (PALMEIRA,
2000).

No inicio do século XX, com a aceleragao do desenvolvimento industrial e urbano, a
saude comecou a ser vista como uma questdo social pela possibilidade real de ocorréncia de
doencas de massa e, por conseguinte, pela necessidade de controlar doengas que poderiam
atrapalhar o desenvolvimento das atividades econdmicas, dependentes de mao de obra
(COSTA; ROZENFELD, 2000). E, para a determinacio de medidas de controle das infec¢des
em geral tornou-se necessdrio conhecer e detectar os agentes etiologicos envolvidos nos
Ccasos.

Com as campanhas de erradicacdo de diversas doencas infecciosas, iniciadas apds a
segunda guerra mundial, a vigilancia deixou de ser feita sobre as pessoas (doentes e contatos)

e passou a ter como objeto a doenga. Consolidou-se, assim, a idéia de vigilancia
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epidemiolégica como observacgdo ativa e sistematica da distribuicdo da ocorréncia de agravos,
a avaliacdo da situacdo epidemioldgica com base na andlise das informacdes obtidas, e a
definicdo das medidas de prevencdo e controle adequadas. O conjunto de atividades de
vigilancia epidemioldgica €, em geral, voltado para agravos especificos, e tem como objetivo
final a prevencdo, sendo indispensdvel a elabora¢do, ao acompanhamento e a avaliacdo de
programas de saude (PALMEIRA, 2000).

Além da ampliacdo do objeto dos “programas de controle”, que tendem a ultrapassar o
limite estreito das doencas infecciosas e parasitdrias, e dirigem-se a grupos populacionais
expostos a riscos diferenciados de adoecer e falecer, como os programas de saide materno-
infantil, do trabalhador e do idoso, t€ém sido formuladas e implementadas propostas dirigidas a
montagem de “sistemas de vigilancia epidemioldgica”, cuja traducdo operacional seria uma
ampla rede de unidades geradoras de dados que permitam a adocdo de decisdes, a execucdo
de acdes de investigacdo e de controle e a visualizagdo do impacto das doencas e de seus
agentes sobre a satide da populagio (TEIXEIRA; PAIM; VILLASBOAS, 2000).

A identificacdo dos fatores de risco e o conhecimento acerca da distribuicdo dos
agentes etioldgicos envolvidos no estabelecimento das doengas infecto-contagiosas, entre
outras, vém colaborando com a implementacdo desse processo de vigilancia em saide e
demandando a elaboracdo de estratégias de acdo nos campos da Satude Publica e no seu ramo
mais complexo, a Vigilancia Sanitdria, cujas ac¢des visam desde a protecdo, promoc¢do e
recuperacao até a reabilitacdo da sadde, através da eliminagdo, redugdo e prevengao de riscos
a satide (TEIXEIRA; PAIM; VILLASBOAS, 2000).

Abaixo segue transcrito o artigo e respectivo pardgrafo em que a Lei Orgénica da
Satdde, n® 8.080, de 19 de Setembro de 1990 (BRASIL, 1990) se remete ao direito do ser

humano a sadde e ao dever do Estado de garanti-la.

“Art. 2 - A saiide é um direito fundamental do ser humano, devendo o Estado prover as

condigées indispensdveis ao seu pleno exercicio.

§ I - O dever do Estado de garantir a saiide consiste na formulagdo e execugdo de politicas
econdmicas e sociais que visem a reducdo de riscos de doengas e de outros agravos e no
estabelecimento de condigcdes que assegurem acesso universal e igualitdrio as agdes e aos

servicos para a sua promogdo, protecdo e recuperacdo’.

As dareas que constituem objeto de atencdo da vigilancia em sadde representam

incontestavelmente, ou deveriam representar, uma grande preocupacdo das autoridades
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governamentais. Estas, por sua vez, devem estar imbuidas de uma constante motivacdo em
estabelecer de fato uma vigilancia em satide no Brasil, que fomente um avanco verdadeiro no
processo de desenvolvimento do pafs.

Segundo o Guia de Vigilancia Epidemiolégica (BRASIL, 2009), sdo imprescindiveis o
planejamento e a execu¢do do Programa de Investigagdes Epidemioldgicas de Casos e
Epidemias, que tem como objetivos: a) identificar a fonte e modos de transmissdo; b)
identificar grupos expostos a maior risco; c) verificar os fatores determinantes; d) confirmar o
diagnéstico; e) determinar as principais caracteristicas epidemioldgicas, orientando medidas
de controle para impedir a ocorréncia de novos casos.

Dentre as medidas adotadas frente a um caso ou epidemia de alguma doenca, inclusive
a meningite asséptica, estdo a assisténcia médica ao(s) paciente(s), protecdo do restante da
populacdo, e a execucdo de um roteiro de investigacdo de casos, que inclui etapas de
confirmacdo do diagndstico da doenca e confirmacio da epidemia, pela identificagcdo de um
agente etiolégico comum aos casos. Este roteiro inclui ainda a coleta de dados sobre o(s)
caso(s), busca de evidéncias sobre fontes de contagio, periodo de duracdo da epidemia, modos
de transmissdo, distribuicdo geogréafica da epidemia, atributos dos grupos envolvidos, como
faixa etdria, sexo e grupo social, e verificacdo de fatores de risco. Outras etapas sdo a busca
ativa de casos e o processamento e andlise dos dados para elaboracdo de um relatério da
investigacao.

O processo citado anteriormente de confirmagdo da existéncia de um surto ou
epidemia envolve o estabelecimento das condi¢des do estado epidémico, que diz respeito a
uma situacdo dinamica de epidemia ou surto e a caracterizacdo desse evento. O conceito de
epidemia é uma elevacido do nimero de casos de uma doenca ou agravo, em um determinado
lugar e periodo de tempo, caracterizando de forma clara, um excesso em relacdo a frequéncia
esperada da doenga. Um surto consiste num tipo de epidemia em que 0s casos se restringem a
uma drea geografica pequena e bem delimitada, ou a uma populagdo institucionalizada, como
creches, quartéis, etc.. Para a confirmacdo de um desses eventos, é importante que o nivel
endémico desses casos em determinada localidade seja conhecido, para que seja feita uma
comparacdo entre os dados de incidéncia da doenca no momento de ocorréncia do evento

investigado e o nivel endémico usualmente verificado na mesma populacdao (BRASIL, 2009).
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1.11 RELEVANCIA DA VIGILANCIA DA MENINGITE ASSEPTICA

A Coordenagdo de Vigilancia de Doengas de Transmissdao Respiratéria e
Imunopreveniveis, da Secretaria de Vigilancia em Saide do Ministério da Saide (SVS/MS)
tem por objetivo implementar efetivamente a vigildncia de meningites assépticas. Esta
Coordenacdo divulgou recentemente a ocorréncia de um surto extenso de meningite asséptica
no estado da Bahia sem etiologia definida (BRASIL, 2007).

No Brasil, ha poucos estudos sistematicos sobre os agentes etiologicos envolvidos
nestes casos (DOS SANTOS et al, 2006, 2011; CASTRO et al, 2009; KMETZSCH et al,
2006; PACHECO, 1999; PINTO JUNIOR et al, 2009; SILVA et al, 2002; SOARES et al,
2010).

Apesar de a meningite ser uma sindrome de notificacdo compulséria em todos os
estados brasileiros (BRASIL, 2006), ha um indice maior de casos notificados nas regides sul e
sudeste evidenciando a possibilidade de uma sub-notificacdo de casos nas outras regides
(norte, nordeste e centro-oeste). Sendo assim, o aumento da capacidade de diagndstico
laboratorial e a melhoria da vigilancia epidemioldgica em todas as regides do Pais sdo
importantes sob o ponto de vista da vigilancia em satide como um todo, por levar a obtengao
de dados reais sobre a incidéncia da meningite asséptica e de seus agentes etioldgicos. Isto
possibilita um acompanhamento médico mais adequado e a elaboracdo de estratégias de
monitoramento e reducdo da transmissdo do agente etioldgico, colaborando com a
recuperacdo e promocgao da saide da populacdo susceptivel.

Nos dltimos anos, o Laboratério de Enterovirus (LEV) realizou alguns estudos de
incidéncia e circulacdo dos diferentes agentes etioldgicos no Brasil (DOS SANTOS et al,
2006, 2011; KMETZSCH et al, 2006), que colaboram com o entendimento da epidemiologia
da meningite asséptica.

Mesmo com o uso de metodologias moleculares de diagndstico, o que propiciou um
aumento significativo na identificacdo de muitos agentes envolvidos nas meningites
assépticas, o percentual de casos com etiologia indeterminada é ainda consideravel (DOS
SANTOS et al, 2006; KING et al, 2007; PACHECO, 1999). Além disso, é possivel que, em
se tratando de uma sindrome com multiplas possiveis etiologias, existam outros agentes virais
nessas amostras que nao foram pesquisados.

Alguns flavivirus como WNV e SLEV podem ser agentes etiol6gicos de meningite
asséptica e meningoencefalites. No Brasil ja ha a descri¢ao de casos de meningoencefalite por

SLEV (MORAES BRONZONI et al, 2005). No entanto, o pequeno niimero de pesquisas
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direcionadas a estes agentes virais € a semelhanca entre os sintomas da infec¢do por SLEV e
os da dengue levam a subestimacdo dos dados a respeito destes casos (BURKE; MONATH,
2001; CHADWICK, 2005; JONES et al, 2002).

Na Coldmbia, em 2005, testes soroldgicos apresentaram positividade para WNV em
equinos (MATTAR et al, 2005). Na Argentina, WNV foi isolado de equinos sintométicos
(MORALES et al, 2006) e anticorpos anti-WNYV foram detectados em aves (ADRIAN DIAZ
et al 2008). Na Venezuela também ja houve identificacdo de soropositividade para WNV em
aves e equinos (BOSCH et al, 2007).

No Brasil, ainda ndo hd nenhum relato da circulagdo de WNV em humanos. Porém,
essa possibilidade existe, devido a sua rapida dispersdo no continente americano, as condi¢des
ambientais favordveis e a existéncia de rotas de aves migratdrias entre o Brasil e paises onde
ja ha descricio de WNV (CHAVEZ; FIGUEIREDO, 2006; FIGUEIREDO, 2007).
Recentemente foi reportada a deteccao de anticorpos neutralizantes para este virus em soros
de equinos do pantanal brasileiro, o que seria uma evidéncia soroldgica de sua presenca em
territério nacional (PAUVOLID-CORREA et al, 2011).

O desenvolvimento de ferramentas de biologia molecular que detectem de modo
rapido e simples o genoma de flavivirus é de extrema utilidade para o estabelecimento de uma
vigilancia ativa de casos, principalmente quando se trata da possibilidade de entrada e
circulacdo de um novo virus no pais.

Em algumas localidades dos Estados Unidos, atualmente, a orientagdo é a pesquisa
sorolégica para WNV em todos os casos de meningite asséptica com manifestacdes clinicas
inespecificas, para a manutencdo da vigilancia da circulagdo desse virus (JULIAN et al,
2003).

Em paises em que se desconhece a circulacdo em humanos de WNV, como o Brasil,
deve-se programar sistemas de vigilancia capazes de detectar o mais rdpido possivel a
circulacdo viral em determinada érea, caso ela ocorra (BRASIL, 2009).

A motivagdo e justificativa para o desenvolvimento deste estudo inserem-se
exatamente neste contexto, onde ha ddvidas em relagdo a negatividade das amostras e a
possibilidade de presenca de outros agentes etiolgicos, como os flavivirus. Com a tentativa
de deteccdo de diversos agentes potenciais numa mesma amostra, serd possivel ampliar o
diagndstico da meningite asséptica.

Nao hd, na literatura, relatos de deteccdo e identificagcdo que contemplem diferentes
agentes etioldgicos potenciais em amostras de LCRs provenientes de casos clinicos de

meningite asséptica nas quais ndo houve isolamento viral em culturas celulares.
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Além de visar a determinacdo da etiologia de casos de meningite asséptica e
meningoencefalite através de um diagndstico mais amplo e mais rdpido, o presente estudo
analisou a variabilidade genética de E30 envolvidos em surtos e casos esporddicos dessas
doencas. E30 é descrito, no Brasil, como o principal agente etiolégico de casos de meningite
asséptica de etiologia viral (DOS SANTOS et al, 2006).

Alguns estudos reportaram a andlise filogenética do gene que codifica para a proteina
VP1 de E30 (CABRERIZO et al, 2008; KE et al, 2011; LEITCH et al, 2009; LEVEQUE et al,
2010). A aplicagao dessa técnica permite o rastreamento de relagdes genéticas entre as cepas
virais circulantes (ISHIKO et al, 2002; PAGE; HOLMES, 1998). Considerando o potencial
epidémico de E30, fica evidenciada a importancia do conhecimento, no ambito do Brasil, da
diversidade genética deste virus.

Os objetivos deste estudo convergem com os desafios citados pela Secretaria de
Vigilancia em Satde para a Vigilancia das Meningites Assépticas, como implantar
efetivamente essa vigilancia, atuar oportunamente no controle das situagdes de surto e

identificar os agentes etioldgicos responsaveis pelos surtos no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral o aprimoramento do diagndstico
laboratorial dos casos de meningite asséptica e meningoencefalite ocorridos no Brasil, com
€nfase para os enterovirus e flavivirus, e a andlise da variabilidade genética do principal
agente viral envolvido nestes casos, E30, por andlise filogenética do gene completo da

proteina VP1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Detectar o genoma de enterovirus por PCR, apds extracdo de RNA e sintese do cDNA, em
LCRs recebidos pelo Laboratério de Enterovirus entre 2008 e 2009, provenientes de casos
clinicos de meningite asséptica e meningoencefalite, nos quais ndo houve isolamento viral em
cultura de células RD e HEp2;

- Confirmar, por sequenciamento nucleotidico, as amostras que tiveram enterovirus
detectados;

- Detectar o genoma de flavivirus por Semi-Nested-PCR e por PCR convencional, nas
amostras de LCR acima descritas, negativas quanto a presenca de enterovirus;

- Confirmar, por sequenciamento nucleotidico, as amostras suspeitas de serem flavivirus;

- Analisar as caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes, tais como estado de origem, faixa

etdria e sexo, a partir das fichas que chegaram junto com as amostras clinicas;

- Analisar a incidéncia de E30 envolvidos em surtos e casos esporadicos de meningite

asséptica ocorridos no Brasil entre dezembro de 1998 e dezembro de 2008;

- Caracterizar os E30 isolados por sequenciamento nucleotidico do gene completo que

codifica para a proteina VP1; e

- Estudar, por andlise filogenética, a variabilidade genética dos E30 isolados em surtos e em
casos esporadicos, evidenciando suas possiveis relagdes e/ou diferencas e realizando

comparacdes com sequéncias disponiveis no GenBank.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DETECCAO DE AGENTES ETIOLOGICOS VIRAIS

3.1.1 Amostras clinicas

As 267 amostras clinicas utilizadas neste estudo sao LCRs provenientes de pacientes
de vdrias localidades do Brasil com diagndstico clinico de meningite ou meningoencefalite
com suspeita de etiologia viral, entre os anos de 2008 e 2009. Esses LCRs foram previamente
testados no LEV quanto a presenga de enterovirus por isolamento viral em cultura de células
RD e HEp2, apresentando resultados negativos. A FIGURA 06 esquematiza a metodologia
envolvida.

As amostras clinicas foram manipuladas em conformidade com as Boas Praticas de
Laboratdrio e os experimentos foram realizados de acordo com a Norma ABNT NBR NM
ISO 15189:2008, que regula os requisitos de qualidade e competéncia aplicaveis ao servico

que o LEV realiza, por ser Centro Nacional de Referéncia para Enteroviroses.

3.1.1.1 Critérios para inclusdo e exclusdo das amostras de LCR

Alguns critérios para inclusdo e exclusao das amostras foram utilizados:

- As amostras de LCR devem conter um volume apropriado (volume minimo
estipulado de 1 ml) e ter sido coletadas durante a fase aguda da doengca. Amostras recebidas
em volume insuficiente para a realizacdo dos experimentos necessarios (volume < 1 ml) ndo
foram utilizadas no estudo, uma vez que nao seria possivel a estocagem de material clinico
remanescente para repeticao posterior;

- Os LCRs utilizados neste estudo devem ter caracteristicas compativeis com
meningite asséptica (>5 e < 500 células / mm’);

- As amostras devem vir acompanhadas de ficha contendo dados clinicos dos pacientes
e informagdes quanto as andlises laboratoriais previamente realizadas; e

- As amostras devem ter sido recebidas no Laboratério em tubos apropriados e em
condi¢des adequadas de refrigeracdo (em gelo seco ou reciclavel) ou congeladas.

Inicialmente haviam sido selecionadas para o estudo todas as amostras de LCR

negativas para o isolamento de enterovirus em cultura de células recebidas entre 2008 e 2009.
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Esse total correspondia a 455 amostras. Apds serem submetidas aos critérios de exclusdo,
principalmente pelo volume limitante de amostra que restou apds a tentativa de isolamento, o

ndmero de amostras analisadas ficou em 267.

3.1.2 Extracao de RNA viral

Os virus RNA, como enterovirus e flavivirus, potencialmente presentes nas amostras
de LCR tiveram seu RNA extraido com o uso do Kit QIlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN), apropriado para purificacio de RNA de fluidos corporais, de acordo com o

protocolo fornecido pelo fabricante.

3.1.3 Sintese do cDNA

O cDNA (DNA complementar) foi sintetizado utilizando o Kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), a partir de 10 pl do RNA extraido, em

termociclador GeneAmp PCR System 9700, seguindo o protocolo do fabricante.
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FIGURA 06 - Fluxograma Simplificado da Metodologia Envolvida na Deteccao de

Agentes Etiologicos Virais.

Recebimento das
Amostras Clinicas (LCR)

|

Isolamento em Cultura Celular (RD e HEp2)
ECP caracteristico de enterovirus

Negativo Positivo

Critérios de inclusdo e exclusio

Analise do Perfil dos Pacientes Extracao de RNA viral

Sintese do

v

Deteccao Molecular de Enterovirus

N

Negativo Positivo

N\

Confirmacao por Sequenciamento

Deteccao Molecular de Flavivirus

Semi-Nested-PCR PCR Convencional
Desenho dos Iniciadores Desenho dos Iniciadores
Otimizacao da Técnica Otimizacao da Técnica
Negativo Positivo Positivo Negativo

N/

Confirmacao por Sequenciamento

Reamplificacao Reamplificagcé&o



51

3.1.4 Deteccdo molecular de enterovirus

Para detectar os enterovirus potencialmente presentes nas amostras de LCR foi
utilizada a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), apds extracdo de RNA viral e
sintese do cDNA.

Os iniciadores utilizados (EVR e EVF) flanqueiam a regido terminal 5° ndo
codificante (5°NC), que € uma regido conservada e comum ao genoma de todos os enterovirus
humanos conhecidos. O tamanho do fragmento amplificado esperado € de 153 pb (FIGURA
07).

A sequéncia do iniciador EVR (R - Reverse) é: 5°- ATT GTC ACC ATA AGC AGC
C -3". Ja a sequéncia do iniciador EVF (F - Forward) é: 5°- CTC CGG CCC CTG AAT GCG
GCT A -3". Este par de iniciadores ¢é utilizado na rotina de diagnéstico do Laboratério de

Enterovirus.

FIGURA 07 - Local de Hibridiza¢ao dos Iniciadores EVR e EVF no Genoma dos

Enterovirus.

<+ PROTEINAS DO CAPSIDEO »++«—— PROTEINAS NAO ESTRUTURAIS—»

"&_veo_ [ves WP 24 psfiiize babsfac NSO ] A )

5°’NC 3’NC

EVF EVR

Fonte: Adaptado de Costa, 1999.

Para a PCR, 4 pl do cDNA foram aliquotados em um tubo apropriado contendo 50 uM
do iniciador EVR, 50 uM do iniciador EVF, 12,5 ul de GoTaq Green Master Mix (Promega),
que contém Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl,, solu¢do tampao e o Loading buffer, e dgua
deionizada autoclavada para um volume final de reacdo de 25 pl. A reacdo de PCR foi
realizada com uma etapa prévia de desnaturagéo de 3 min / 95°C e 35 ciclos de 45 seg / 95°C,
45 seg / 55°C e 45 seg / 70°C com uma extensdo final de 7 min / 70°C em termociclador

GeneAmp PCR System 9700.
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As reacdes de PCR foram acompanhadas por um controle positivo € um controle
negativo. Para isso, foram utilizados 0os mesmos reagentes e enzimas para as amostras e para
os controles. Amostras de cDNA conhecidamente positivos para enterovirus foram usados
como controles positivos das reagdes e dgua estéril foi usada como controle negativo. Este
acompanhamento com os Controles foi feito para verificar tanto a eficiéncia da reagdo, ou
seja, se todos os reagentes estavam em condi¢des de uso (Controle Positivo), quanto para
verificar se houve contaminacdo na manipulacdo das amostras ou dos reagentes (Controle
Negativo).

A manipulacdo das amostras e o preparo das misturas de reagentes utilizados na PCR
foram realizados em ambientes distintos, a fim de evitar contaminacao.

A visualizacdo dos produtos amplificados na PCR foi feita por eletroforese em gel de
acrilamida 10%. Como referéncia de tamanho molecular foi utilizado o marcador 50 bp
(Invitrogen). A eletroforese foi procedida a 130 Volts em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA)
0,5X por 50-60 minutos e em seguida o gel foi corado em solu¢do de brometo de etidio 0,5
mg/ml. Os produtos amplificados foram visualizados e digitalizados em um sistema de foto-

documentagao com luz UV Universal Hood II (BioRad).

3.1.4.1 Confirmagdo da detecgdo de enterovirus por sequenciamento nucleotidico

As amostras positivas na pesquisa de enterovirus por PCR foram submetidas ao
sequenciamento nucleotidico parcial da regido 5'NC para confirmacdo da presenca de
enterovirus.

Para tanto, foram utilizados os cDNAs previamente obtidos (item 3.1.3). A PCR com
o par de iniciadores EVR e EVF foi realizada como descrito no item 3.1.4 Os produtos
amplificados (153 pb) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%. A eluicdo
desses produtos e a quantificacdo da concentracdo de DNA foram realizadas como descrito
nos itens 3.2.3.4 ¢ 3.2.3.5.

As reacdes de cycle-sequencing (item 3.2.3.6) foram realizadas utilizando os
iniciadores EVR e EVF separadamente. A andlise das sequéncias nucleotidicas para
confirmacao da identidade viral foi através da compara¢do com o banco de dados contido no

GenBank através do programa BLASTn (ALTSCHUL et al, 1990).
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3.1.5 Detec¢do molecular de flavivirus

As técnicas de Semi-Nested-PCR e PCR convencional foram desenvolvidas e
utilizadas para detectar os flavivirus potencialmente presentes nas 208 amostras de LCR

negativas quanto a presenca de enterovirus.

3.1.5.1 Desenho dos iniciadores e otimizacdo da Semi-Nested-PCR para deteccdo de

flavivirus

As sequéncias dos iniciadores F1, F2 e R1 foram definidas a partir da andlise do
alinhamento multiplo de sequéncias do gene NS5 de alguns flavivirus, como WNYV, JEV,
SLEV, YFV e DENVI1 a 4, através do programa Bio-Edit 7.0.9 (HALL, 1999). Este gene
codifica para a proteina NS5 e € altamente conservado entre os flavivirus.

As sequéncias dos iniciadores, bem como suas orientacdes, tamanhos dos fragmentos
por eles amplificados e posi¢des de hibridizagao no genoma viral encontram-se na TABELA

04.

TABELA 04 - Iniciadores Usados na Semi-Nested-PCR e na PCR Convencional para

Deteccao de Flavivirus.

Tamanho do

Iniciadores Orientacio Sequéncias (5°— 3°)° Am(lr))lti);om Posicao %ttili?zt:(glga
F1 Senso ACA TGA TGG GRA AAM GWG AGA 558 9142-9162°  Semi-Nested
R1 Antisenso TCC CAICCG GCK GTG TCATC 9400-9381"  Semi-Nested
R1 Antisenso TCC CAICCG GCK GTG TCATC 199 9400-9381"  Semi-Nested
F2 Senso GCC ATW TGG TWC ATG TGG 9200-9217"  Semi-Nested
FlaPCRF Senso ATG ACI GACACTIACICC 56 8833-8849°  Convencional
FlaPCRR Antisenso GTRTCM ACY TTY TCY TT 8888-8872°  Convencional

* - R= A/G; M=A/C; W=A/T; I=A/C/G/T; K=G/T; Y=C/T (Cédigo TUPAC de bases degeneradas)
® - Numeragdo referente ao genoma de WNV
¢ - Numeragio referente ao genoma de JEV
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A otimizacdo desta técnica envolveu tentativas de amplificacdo em diferentes
condigdes, sendo testados gradientes de temperaturas de anelamento dos iniciadores (52°C a
56°C), nimero de ciclos (30 a 35) e diferentes concentra¢des dos iniciadores (15 a 150 uM).
Nestes testes foram utilizadas amostras de flavivirus DENV-1, DENV-2, YFV, gentilmente
cedidas pela Dra. Rita Nogueira, do Laboratério de Flavivirus (I0OC / FIOCRUZ) e cDNA de
WNV, cedido pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Elas foram utilizadas

como controles positivos das rea¢des de amplificacao.

3.1.5.2 Semi-Nested-PCR para deteccdo de flavivirus

Os iniciadores utilizados na primeira reacdo (externos) foram FI1 e RI1. Eles
flanqueiam um fragmento de 258 pb. Na segunda reagdo (Semi-Nested-PCR) foram utilizados
os iniciadores F2 (interno) e R1. O tamanho do fragmento amplificado esperado com o uso

desse par de iniciadores é de 199 pb (FIGURA 08).

FIGURA 08 - Local de Hibridiza¢ao dos Iniciadores F1, F2 e R1 no Genoma dos

Flavivirus.
C || M e |Ns1|nsaa|nsas| Ns3 [NEH| [WS48] NSs
4
F1 F2 R1

Fonte: Adaptado de Expasy Home Page (acesso em 10/11/10).

Na primeira reacdo de amplificagdo (1° Round) adicionou-se 3 pl do cDNA obtido
apos extragcdo do RNA viral do LCR (itens 3.1.2 e 3.1.3) em um volume final de 25ul
contendo: 15 uM do iniciador F1, 15 puM do iniciador R1, 12,5 pl de GoTaq Green Master
Mix (Promega) e dgua destilada e livre de DNAses (Gibco). A reacdo de PCR foi realizada
com uma etapa prévia de 3 min / 95°C e 35 ciclos de 30 seg / 95°C, 45 seg / 52°C e 1 min /

70°C com uma extensio final de 7 min / 70°C em termociclador GeneAmp PCR System 9700.
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Apds a primeira reacdo de amplificacdo, 2ul do produto amplificado foram
adicionados a uma mistura contendo 15 pM do iniciador F2, 15 puM do iniciador R1, 12,5 pl
de GoTaq Green Master Mix (Promega) e dgua para um volume final de 25 pl. Nesta Semi-
Nested-PCR foi utilizado o mesmo ciclo descrito para a primeira amplificacdo. As reagdes
foram acompanhadas por controles positivo e negativo.

Para evitar contaminacdo, o preparo das misturas de reagentes utilizados nas reacdes
de amplificacdo e a manipulacdo das amostras e do controle positivo foram feitos em
ambientes distintos.

Para visualizacdo dos produtos amplificados na Semi-Nested-PCR, foi procedida
eletroforese em gel de acrilamida 10%, utilizando o marcador de tamanho molecular 50 bp
(Invitrogen) como referéncia. Apds a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio 0,5
mg/ml. Os produtos amplificados foram visualizados e digitalizados em um sistema de foto-
documentacdo com luz UV Universal Hood II (BioRad).

As amostras foram submetidas a tentativas de reamplificacdo, utilizando 1ul dos
produtos amplificados no segundo round, em novas reagdes de PCR, com o uso dos mesmos

iniciadores (F2 e R1) e nas mesmas condicdes das primeiras reagdes.

3.1.5.3 Desenho dos iniciadores e otimiza¢do da PCR convencional para detecg¢do de

flavivirus

As sequéncias dos iniciadores FlaPCRF e FlaPCRR foram definidas a partir da andlise
do alinhamento multiplo de sequéncias do gene NS5 de alguns flavivirus, como WNV, JEV,
SLEV, DENVI1 a 4, YFV, ILHV, ROCV e BUSV, através do programa Bio-Edit 7.0.9
(HALL, 1999). As sequéncias e outras informacdes sobre os iniciadores encontram-se na
TABELA 04.

A otimizacdo desta técnica envolveu tentativas de amplificacdo em diferentes
condig¢des, sendo testados gradientes de temperaturas de anelamento dos iniciadores (42°C a
56°C), nimero de ciclos (30 a 35) e diferentes concentra¢des dos iniciadores (15 a 150 uM).
Nestes testes foram utilizadas amostras de flavivirus. Elas foram utilizadas como controles

positivos das reacdes de amplificacao.
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3.1.5.4 PCR convencional para detecgdo de flavivirus

Os iniciadores utilizados para a PCR convencional foram FlaPCRF e FlaPCRR
(TABELA 04 ¢ FIGURA 09), que flanqueiam um fragmento de 56 pb.

Para a reacdo de amplificacdo adicionou-se 3 pl do cDNA obtido apds extracdo do
RNA viral do LCR (itens 3.1.2 e 3.1.3) em um volume final de 25ul contendo: 25 uM do
iniciador FlaPCRF, 25 puM do iniciador FlaPCRR, 12,5 ul de GoTaq Green Master Mix
(Promega) e dgua destilada e livre de DNAses (Gibco). A rea¢do de PCR foi realizada com
uma etapa prévia de 3 min / 95°C e 34 ciclos de 30 seg / 95°C, 45 seg / 42°C e 55’ seg / 70°C
com uma extensdo final de 7 min / 70°C em termociclador GeneAmp PCR System 9700. As

reacOes foram acompanhadas por controles positivo e negativo.

FIGURA 09 - Local de Hibridizacao dos Iniciadores FlaPCRF e FlaPCRR no Genoma

dos Flavivirus.

C || PMT e |Nsnsaa|nsas| Ns3 [NGHH| [WS4B|  NSs

FlaPCRF FlaPCRR
Fonte: Adaptado de Expasy Home Page (acesso em 10/11/10).

Para visualizacdo dos produtos amplificados na PCR convencional, foi procedida
Eletroforese em gel de acrilamida, conforme descrito no item 3.1.5.2.

As amostras foram submetidas a tentativas de reamplificagcdo, utilizando 1ul dos
produtos amplificados, em novas reacdes de PCR, com o uso dos mesmos iniciadores

(FlaPCRR e FlaPCRF) e nas mesmas condi¢des das primeiras reagoes.
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3.1.5.5 Confirmagdo da detecgdo de flavivirus por sequenciamento nucleotidico

As amostras positivas na pesquisa de flavivirus por Semi-Nested-PCR e por PCR
convencional foram submetidas ao sequenciamento nucleotidico parcial do gene NS5 para
confirmacdo da presenga de flavivirus.

Para tanto, foram utilizados os cDNAs previamente obtidos (item 3.1.3). A Semi-
Nested-PCR e a PCR convencional foram realizadas como descrito nos itens 3.1.5.2 e 3.1.5.4.
Os produtos amplificados no segundo round da Semi-Nested-PCR (199 pb) e os produtos
amplificados na PCR convencional (56 pb) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2%. A eluicdo desses produtos e a quantificagdo da concentracdo de DNA foram realizadas
como descrito nos itens 3.2.3.4 e 3.2.3.5.

As reacdes de cycle-sequencing (item 3.2.3.6) foram realizadas utilizando os
iniciadores F2 e R1, da Semi-Nested-PCR, e os iniciadores FlaPCRF e FlaPCRR, da PCR
convencional, separadamente. A andlise das sequéncias nucleotidicas para confirmacdo da
identidade viral foi através da comparacao com o banco de dados contido no GenBank através

do programa BLASTn (ALTSCHUL et al, 1990).

3.1.6 Andlise do perfil dos pacientes

Alguns aspectos de relevancia epidemioldgica dos pacientes como Estado de origem,
faixa etdria e sexo, foram analisados a partir das fichas que chegaram ao Laboratério de
Enterovirus, recebidas com as amostras clinicas entre os anos de 2008 e 2009. Foram
estabelecidas as seguintes faixas etdrias: < 1 ano, 1 - 6 anos, 7 - 12 anos, 13 - 17 anos, 18 - 30

anos, 31-45 anos e > 46 anos.

3.2 ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA DE ECHOVIRUS 30

3.2.1 Amostras clinicas

As 48 amostras clinicas utilizadas nesse estudo sdo LCRs provenientes de pacientes
apresentando quadros de meningite asséptica e meningoencefalite ocorridos entre dezembro

de 1998 e dezembro de 2008. Entre essas amostras, 33 eram representativas dos surtos de E30
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e 15 eram de casos esporadicos de E30 distribuidos ao longo do periodo. A TABELA 06
detalha informacdes destas amostras selecionadas. A FIGURA 10 esquematiza a metodologia

envolvida.

3.2.2 Incidéncia de E30

A avaliacdo da incidéncia de E30 nas amostras de LCRs provenientes de casos de
meningite asséptica e meningoencefalite, recebidas pelo LEV durante o periodo do estudo foi
realizada baseada no quantitativo de amostras que cumpriam os seguintes critérios:

- Presenca de efeito citopdtico caracteristico de enterovirus em cultura de células RD
e/ou HEp2;

- Resultado positivo na pesquisa de enterovirus por RT-PCR; e

- Identificacao de E30 por sequenciamento nucleotidico parcial.



FIGURA 10 - Fluxograma Simplificado da Metodologia Envolvida no Estudo da

Variabilidade Genética de Echovirus 30.
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3.2.3 Sequenciamento nucleotidico do gene completo da VP1 de E30

Para analisar a variabilidade genética e as possiveis relagdes entre os E30 isolados, foi
realizado o sequenciamento nucleotidico e andlise filogenética do gene que codifica para a

proteina VP1 (876 nt) destas amostras virais.

3.2.3.1 Extracdo de RNA viral

As amostras virais positivas para o género Enterovirus, com o uso dos iniciadores
grupo-especificos (EVR e EVF), foram submetidas a extragdo de RNA com o uso do reagente

Trizol LS (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante.

3.2.3.2 Sintese do cDNA

A sintese da fita de cDNA a partir do RNA extraido foi realizada utilizando o Kit

SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante.

3.2.3.3 PCR para E30

A reagdo de PCR foi realizada conforme descrito por OBERSTE e colaboradores
(1999): adiciona-se 3 pul de cDNA a uma mistura composta de 50 uM de cada iniciador - 011
e 008 (R e F, respectivamente), 25 ul de GoTaq Green Master Mix (Promega) e 4gua
deionizada autoclavada para um volume final de 50 ul. A rea¢do de PCR foi realizada com
uma etapa prévia de 2 min / 95°C e 32 ciclos de 45 seg / 95°C, 45 seg / 47°C e 2 min / 70°C
com uma extensdo final de 7 min / 70°C em termociclador GeneAmp PCR System 9700.

A sequéncia do iniciador 011 (R) € 5°- GCI CCI GAY TGI TGI CCR AA -3". A
posicdo em que ele se complementa ao genoma, na regido do gene que codifica para a
proteina 2A, € entre os nucleotideos 3408 - 3389 (numeragdo baseada na cepa padrdo de
Poliovirus 1 Mahoney). E a sequéncia do iniciador 008 (F) é 5°- GCR TGC AAT GAY TTC
TCW GT -37 (nt 2411 — 2430, na regido de VP3). Eles amplificam um fragmento de 960 pb,
incluindo todo o gene que codifica para a VP1 (FIGURA 11).
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FIGURA 11 - Local de Hibridizaciao dos Iniciadores 011 (R) e 008 (F) no Genoma dos

Enterovirus.

VP <« PROTEINAS DO CAPSIDEO » «——— PROTEINAS NAO ESTRUTURAIS ——»
& —{"Vro " [ues NP 2a ool 26 abolC (LSBT A )
5’NC

3’NC

008 011
Fonte: Adaptado de Costa, 1999.

As reacdes de PCR foram acompanhadas por um controle positivo e um controle
negativo. Para evitar contaminacdo, a manipulagdo das amostras e o preparo dos reagentes
utilizados na PCR foram realizados em ambientes distintos.

Para visualizacdao dos produtos da PCR, as amostras (50 pl), foram acrescidas de 8,2
ul de Loading buffer 6X e aplicadas em gel de agarose 1%, em tampao TAE (Tris-Acetato-
EDTA) 1X, contendo brometo de etidio 0,5 mg/ml, utilizando marcador de tamanho
molecular 50 bp (Invitrogen) como referéncia. A eletroforese foi procedida a 130 Volts em
tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X por 50-60 minutos. Os produtos amplificados foram
visualizados e digitalizados em um sistema de foto-documentacdo com luz UV Universal
Hood II (BioRad) e as bandas presentes na altura esperada foram cortadas e retiradas do gel

de agarose para eluicao do DNA.

3.2.3.4 Elui¢cdo do DNA

Os produtos da PCR compativeis com o tamanho esperado (960 pb) foram eluidos do
gel de agarose e purificados com o uso do Kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), de

acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

3.2.3.5 Quantificagcdo da concentra¢cdo de DNA

Os produtos de PCR eluidos do gel foram quantificados através da comparacio, em
gel de agarose 1%, com um marcador de massa molecular Low DNA Mass Ladder

(Invitrogen). Foram utilizados para essa quantificacdo 4 pl do DNA adicionados de 2 ul de
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Loading buffer 6X e 6 ul de dgua deionizada autoclavada. As amostras foram aplicadas no gel
contendo brometo de etidio 0,1 pg/ml e os produtos foram visualizados e digitalizados em um

sistema de foto-documentacdo com luz UV Universal Hood II (BioRad).

3.2.3.6 Reagoes ciclicas de sequenciamento (cycle-sequencing)

As concentracdes de DNA utilizadas nas reacdes de cycle-sequencing foram de 100
ng/ul de DNA, que normalmente sao suficientes para produzir eletroferogramas com leituras
confidveis das sequéncias. Foi utilizado o kit ABI BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction v3.1 (Applied Biosystems), de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante. O fundamento do método de sequenciamento do kit utilizado é baseado na
marcacao com fluorescéncia dos dideoxinucleotideos (ddNTPs) incorporados as cadeias de
DNA com tamanhos varidveis formadas durante a reacdo. As reagdes de cycle-sequencing
continham os seguintes componentes: 5 WM de um dos iniciadores da PCR (011 e 008, em
tubos separados), 2,0 pul do tampao de sequenciamento fornecido pelo kit, 4,0 ul do Big Dye
Terminator, € o DNA, na concentracdo aproximada de 100 ng/ul. Estas reagdes foram
realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700, com 25 ciclos de 15 seg / 95°C, 30
seg / 42°C e 3 min / 60°C.

As reacOes de cycle-sequencing foram realizadas utilizando os dois iniciadores
separados em tubos diferentes para a posterior geracdo de contigs (sequéncias-consenso
formadas pela sobreposicao das sequéncias obtidas por cada um dos iniciadores para uma

mesma amostra) do gene VP1 completo (876 pb) de cada amostra viral.

3.2.3.7 Purifica¢do dos produtos de cycle-sequencing

Os produtos das reacdes de cycle-sequencing foram purificados por precipitagdo com
alcool isopropilico. Em tubos tipo eppendorf de 1,5 ml, foram adicionados o produto da
reacdo (20 pl) e 80 ul de alcool isopropilico 75%. O contetido do tubo foi brevemente agitado
(em vortex) e deixado em repouso por 15 minutos para a precipitacio do produto. Em
seguida, foi centrifugado, por 20 minutos a 15.700g. O sobrenadante foi desprezado e foram
adicionados 250 pl de dalcool isopropilico 75%; a mistura foi rapidamente agitada e
centrifugada novamente, por 5 minutos a 15.700g. O sobrenadante foi desprezado e o material

foi seco a vacuo, em concentrador SVC100 Speed-Vac (Savant).
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3.2.3.8 Andlise das sequéncias (confirmagdo da identidade viral)

As amostras purificadas foram ressuspensas em 20 pl de tampao TSR (Template
Supression Reagent) (Applied Biosystems) e aquecidas a 95°C em termobloco por 3 minutos
para desnaturacdo e evitar a formacdo de estruturas secundérias. As amostras foram
imediatamente colocadas em banho de gelo até serem analisadas.

As sequéncias nucleotidicas obtidas nas reag¢des de cycle-sequencing foram analisadas
em sequenciador automético PE 310 Genetic Analyser e editadas, quando necessario, no
programa Bio-Edit 7.0.9 (HALL, 1999). Para confirmagdo da identidade viral elas foram
comparadas com o banco de dados contido no GenBank através do programa BLASTn

(ALTSCHUL et al, 1990).

3.2.4 Anélise filogenética da VP1 de E30

A obtencgdo de contigs, contendo a sequéncia completa do gene VP1, e a edi¢do destes
foi implementada pelo programa SeqMan Pro, incluido no Pacote DNAStar (BURLAND,
2000).

As 48 sequéncias determinadas neste estudo foram depositadas no GenBank e os
respectivos nimeros de acesso encontram-se na TABELA 06.

O alinhamento destas sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas (deduzidas a partir das
nucleotidicas) foi feito através do programa Clustal X (THOMPSON et al, 1997) e a edi¢ao
desses alinhamentos, pelo programa Bio-Edit 7.0.9 (HALL, 1999).

A reconstrucdo filogenética das amostras de E30 isolados no Brasil entre 1998 e 2008
foi implementada com o uso do programa MEGA 4.0 (KUMAR et al, 2001) através do
método Neighbor-Joining de reconstrucdao (SAITOU; NEI, 1987). O célculo da matriz de
distancias genéticas entre as sequéncias nucleotidicas das amostras virais foi realizado
utilizando o modelo Kimura two-parameter (KIMURA, 1980). A robustez das ramificacdes
da arvore filogenética foi avaliada pela andlise estatistica de Bootstrap utilizando 1000
réplicas (FELSENSTEIN, 1985). Os métodos de inferéncia filogenética, os modelos de
calculo de matriz de distancia genética e a andlise de Bootstrap utilizada sdo parametros do
proprio programa MEGA 4.0.

Além da comparagao das amostras entre si, foi feita a comparagdo destas com a VP1

da cepa protétipo de Echovirus 30 (cepa Bastianni), com as cepas Frater e Giles e também
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com outras 5 cepas isoladas no Brasil, provenientes do Estado do Para. Estas eram as tnicas
sequéncias brasileiras do gene da VP1 de E30 disponiveis no GenBank. As amostras também
foram comparadas com 54 sequéncias isoladas em diversos paises. Seus nimeros de acesso
no GenBank encontram-se nas arvores filogenéticas. Para a América do Sul, somente oito
sequéncias parciais do gene da VP1 de E30 foram encontradas no GenBank, todas da
Argentina.

Para avaliar a similaridade do gene da VP1 dos E30 isolados entre si e em relagdo a
cepa protétipo Bastianni foi realizada andlise das matrizes de distancias das sequéncias de
nucleotideos e aminoécidos.

As 48 sequéncias foram identificadas nas arvores filogenéticas pelo numero, pela
inscricdo “Outbreak™ ou “SC” para isolados de um dos surtos (1 a 6) ou casos esporadicos,
respectivamente, pela sigla do Estado de origem e pelos dois dltimos nimeros do ano de
isolamento. As sequéncias das cepas-protétipo e demais sequéncias utilizadas para
comparacdo foram identificadas pelo numero de acesso no GenBank, pelo codigo

internacional do pais de origem e pelos dois tltimos nimeros do ano de isolamento.

3.3 Aspectos éticos

Em cumprimento a legislacdo em vigor, visando a integridade e dignidade dos sujeitos
da pesquisa, o projeto de pesquisa que originou este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa (CEP) do IPEC / FIOCRUZ. O Parecer de Aprovacao é o 19/2009 (ANEXO A).
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4 RESULTADOS

4.1 DETECCAO DE AGENTES ETIOLOGICOS VIRAIS

4.1.1 Deteccao molecular de enterovirus

Para a deteccao de enterovirus em LCRs negativos para o isolamento viral em cultura
de células RD e HEp2, foram procedidas extracdes de RNA viral e sintese do cDNA, seguidas
de reacdes de PCR utilizando o par de iniciadores EVR e EVF, que flanqueia um fragmento
de 153 pb, da regido 5’NC do genoma viral.

A extracdo de RNA direta do LCR seguida de sintese de cDNA e PCR foi capaz de
detectar o genoma de enterovirus em 59 amostras, dos 267 LCRs analisados (22,1%). Os
controles positivo e negativo utilizados nas reacOes apresentaram-se como esperado. Na
FIGURA 12 pode ser observado o perfil eletroforético dos produtos amplificados de algumas

amostras analisadas.

FIGURA 12 - Perfil Eletroforético dos Produtos Amplificados, por PCR, para a

Deteccao Molecular de Enterovirus.
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15 — Controle Negativo
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4.1.1.1 Confirmacdo da detec¢do de enterovirus por sequenciamento nucleotidico

Todas as amostras com enterovirus detectados tiveram seus resultados confirmados
pelo sequenciamento nucleotidico. As sequéncias obtidas foram comparadas com outras
depositadas no GenBank, sendo identificadas como sequéncias parciais da regiao 5’NC de

enterovirus.

4.1.2 Deteccao molecular de flavivirus

4.1.2.1 Semi-Nested-PCR

A otimizagdo da técnica de Semi-Nested-PCR foi realizada variando-se parametros
como temperaturas de anelamento dos iniciadores, nimero de ciclos e concentracdes dos
iniciadores. As condigdes em que houve a melhor amplificagio foram: 52°C para a
temperatura de anelamento dos iniciadores F1, R1 e F2, 35 ciclos e o uso da concentragdo de
15 uM dos iniciadores. A FIGURA 13 ilustra o primeiro e o segundo rounds com a
temperatura de 52°C para anelamento dos iniciadores e um gradiente de concentragdes dos
iniciadores. Os produtos amplificados esperados nas duas reacdes sdo, respectivamente, 258
pb e 199 pb.

Na deteccdo de flavivirus por Semi-Nested-PCR nas 208 amostras, 199 foram
negativas e nove apresentaram resultado indeterminado. Nesses casos, houve dividas em
relac@o a presenca e/ou a altura das bandas.

Os controles positivo e negativo utilizados nas reacdes apresentaram-se cOmo
esperado. O controle positivo foi amplificado consistentemente, sendo facilmente observado
na eletroforese em gel de acrilamida, demonstrando que a Semi-Nested-PCR com os
iniciadores F1, R1 e F2 € apropriada para a detec¢cdo do genoma de flavivirus.

Nao houve alteragcdo nos resultados com as tentativas de reamplificagao.

Na FIGURA 14 pode ser observado o perfil eletroforético dos produtos amplificados

de algumas amostras analisadas.



FIGURA 13- Perfil Eletroforético dos Produtos Amplificados na Otimiza¢ao da
Deteccio Molecular de Flavivirus por Semi-Nested-PCR.

Iniciadores Utilizados na 1* Reag¢do — F1 e R1 (258 pb)
Iniciadores Utilizados na 2° Reagdo — F2 e R1 (199 pb)
1 — Marcador de Tamanho Molecular 50 bp ladder

2 e3-1%e2* Reagdes — 52°C e 15 pM dos iniciadores
4 e5-1%e2*Reagdes — 52°C e 25 uM dos iniciadores
6e7-1%e 2" Reagdes — 52°C e 40 uM

8e9 - 1%e2* Reagdes — 52°C e 75 uM

10e 11 - 1* e 2* Reagdes — 52°C e 100 uM

12 e 13 - 1* e 2* Reagdes — 52°C e 150 uM

FIGURA 14 - Perfil Eletroforético dos Produtos Amplificados na Semi-Nested-PCR.

Iniciadores Utilizados (2* Reagdo) — F2 e R1 (199 pb)
1 — Marcador de Tamanho Molecular 50 bp ladder
2 a 10 — Amostras Analisadas

11 — Controle Positivo

12 — Controle Negativo
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4.1.2.2 PCR convencional

A otimizacdo da técnica de PCR convencional foi realizada modificando-se
parametros como temperaturas de anelamento dos iniciadores, numero de ciclos e
concentracdes dos iniciadores. As condi¢cdes em que houve a melhor amplificacdo foram:
42°C para a temperatura de anelamento dos iniciadores FlaPCRF e FIaPCRR, 34 ciclos e o
uso da concentragao de 25 uM dos iniciadores.

Na deteccdo de flavivirus por PCR convencional nas 208 amostras, 204 foram
negativas e quatro apresentaram resultado indeterminado. Os controles positivo e negativo
utilizados nas reagdes apresentaram-se como esperado. O controle positivo foi amplificado
consistentemente, sendo facilmente observado na eletroforese em gel de acrilamida,
demonstrando que a PCR convencional com os iniciadores FlaPCRF e FlaPCRR ¢ apropriada
para a detecc@o do genoma de flavivirus.

N3ao houve alteracdo nos resultados com as tentativas de reamplificacdo.

Na FIGURA 15 pode ser observado o perfil eletroforético dos produtos amplificados

de algumas amostras analisadas.

FIGURA 15 - Perfil Eletroforético dos Produtos Amplificados na PCR Convencional.

[18)3.9/ (10 111213 14 15

50 pb >R

Iniciadores Utilizados — FlaPCRF e FlaPCRR (56 pb)
1 — Marcador de Tamanho Molecular 50 bp ladder

2 a 13 — Amostras Analisadas

14 — Controle Positivo

15 — Controle Negativo
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4.1.2.3 Confirmacdo da detec¢do de flavivirus por sequenciamento nucleotidico

Nenhuma das 13 amostras com resultado indeterminado na Semi-Nested-PCR e na
PCR convencional tiveram sequéncias compativeis com flavivirus, nas comparagdes com o
GenBank. As sequéncias obtidas ou ndo apresentaram homologia com nenhuma outra
sequéncia ou foram identificadas como sequéncias parciais de alguns genes humanos, tendo

sido consideradas negativas.

4.1.3 Andlise do perfil dos pacientes

Entre os pacientes incluidos neste estudo (n=267), 121 (45,3 %) eram do sexo
feminino e 146 (54,7 %) do sexo masculino. A distribui¢ido dos casos por Estado, pelas faixas
etdrias e pelo sexo encontra-se na TABELA 05.

Na andlise das faixas etdrias, quase 10% dos pacientes ainda nao haviam completado
um ano de idade e 24,3% tinham entre um e seis anos. Além disso, 21 pacientes (7,9%)
tinham idade superior a 46 anos. A idade dos pacientes foi, em média, de 36 anos, variando de
quatro dias de vida até 72 anos. A idade de 52 pacientes (19,4%) ndo estava informada nas
fichas.

Em relagcdo a distribuicdo, por Estado, dos casos de meningite e meningoencefalite
incluidos neste estudo, 35,2% dos pacientes eram provenientes da Bahia, 21% eram do Rio de

Janeiro e 11,6% eram do Parana.



TABELA 05 - Aspectos Epidemiologicos dos Pacientes Incluidos no Estudo.

Aspectos Analisados

Total (267)

N* (%)

Sexo

Faixa etaria

Estado

Feminino
Masculino

<1 ano

1 - 6 anos

7 - 12 anos

13 - 17 anos

18 - 30 anos

31 - 45 anos

> 46 anos

Nao Informada

Bahia

Distrito Federal
Minas Gerais
Parana

Piaui

Rio de Janeiro
Santa Catarina

121 (45,3%)
146 (54,7%)

26 (9,7 %)
65 (24,3 %)
37 (13,9 %)
10 (3,7 %)
36 (13,5 %)
20 (7,5 %)
21 (7,9 %)
52 (19,4 %)

94 (35,2%)
23 (8,6%)
27 (10%)

31 (11,6%)

29 (10,8%)
56 (21%)
07 (2,6%)

4.2 ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA DE ECHOVIRUS 30
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Este estudo foi publicado no periddico Journal of Medical Virology, 83:2164-71

(2011) (ANEXO B).

4.2.1 Incidéncia de E30

Entre dezembro de 1998 e dezembro de 2008 o Laboratério de Enterovirus recebeu

3186 amostras de LCR de casos clinicos de meningite asséptica e de meningoencefalite de

varias localidades do Brasil e 302 (9,4%) destas foram identificadas como enterovirus Nao-

Pélio por RT-PCR. Entre estas, 177 foram identificadas por sequenciamento nucleotidico

parcial como E30 (58,6% de 302) e eram provenientes de seis surtos ocorridos no Brasil

durante o periodo do estudo, e de 51 casos esporadicos. A TABELA 06 detalha informagdes
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dos isolados de E30 selecionados para andlise filogenética. Dados detalhados sobre regidao

geogréfica, periodo de duracdo dos surtos e as taxas de isolamento encontram-se na TABELA

07.
TABELA 06 - Informacoes dos Isolados de Echovirus 30 Analisados.
% de % de
Regido Origem Similaridade Similaridade de Numero de
Ano Geo %éficaa Enpi dem%ol(’) ica Nucleotidica com | Aminoacidos com Acesso no
g P g Cepa Bastianni Cepa Bastianni GenBank
(876 nt) (292 aa)

01 | 1998 PR Surto 1 83,5 92,4 HQ152879
02 | 1998 PR Surto 1 83,5 92,8 HQ152880
03 | 1998 PR Surto 1 83,0 91,4 HQ152881
04 | 1998 PR Surto 1 83,5 92,8 HQ152882
05 | 1998 PR Surto 1 83,1 91,1 HQ152883
06 | 1999 PR Caso Esporadico 82,6 91,1 HQ152884
07 | 2001 PR Surto 2 82,8 91,1 HQ152885
08 | 2001 PR Surto 2 83,2 91,4 HQ152886
09 | 2001 PR Surto 2 83,8 92,1 HQ152887
10 | 2001 PR Surto 2 83,9 91,8 HQ152888
11 | 2001 PR Caso Esporddico 83,5 91,4 HQ152889
12 | 2001 PR Surto 3 83,3 91,4 HQ152890
13 | 2001 PR Surto 3 82,9 91,1 HQ152891
14 | 2001 PR Surto 3 82,8 92,1 HQ152892
15 | 2001 PR Surto 3 83,5 90,7 HQ152893
16 | 2002 RJ Caso Esporédico 82,7 92,4 HQ152894
17 | 2002 RJ Caso Esporédico 83,4 92,8 HQ152895
18 | 2002 RJ Caso Esporadico 83,0 92,1 HQ152896
19 | 2002 PE Surto 4 82,6 91,4 HQ152897
20 | 2002 PE Surto 4 82,8 91,8 HQ152898
21 | 2002 PE Surto 4 82,6 91,8 HQ152899
22 | 2002 PE Surto 4 83,0 92,1 HQ152900
23 | 2002 PE Surto 4 82,7 91,8 HQ152901
24 | 2002 PE Surto 4 82,8 92,1 HQ152902
25 | 2003 PR Caso Esporadico 83,0 91,8 HQ152903
26 | 2005 RJ Surto 5 82,6 91,8 HQ152904
27 | 2005 RJ Surto 5 82,2 91,1 HQ152905
28 | 2005 RJ Surto 5 82,4 91,8 HQ152906




29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

2005
2005
2005
2005
2005
2005
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008

RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
PR
RS
RS
RS
DF
BA
BA
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ

Surto 5
Surto 5
Surto 5
Surto 5
Surto 5
Caso Esporadico
Caso Esporadico
Caso Esporadico
Caso Esporadico
Caso Esporadico
Caso Esporadico
Caso Esporadico
Caso Esporadico
Caso Esporadico
Surto 6
Surto 6
Surto 6
Surto 6
Surto 6
Surto 6

82,5
82,6
82,6
82,0
82,4
82,1
80,8
81,3
81,8
82,0
80,8
82,5
81,2
81,0
80,5
80,7
81,9
81,7
81,7
81,2

91,4
92,5
92,1
91,4
91,8
91,1
89,7
90,7
91,8
90,4
90,8
92,1
91,4
90,4
91,1
90,8
91,4
91,1
91,1
91,4

HQ152907
HQ152908
HQ152909
HQ152910
HQ152911
HQ152912
HQ152913
HQ152914
HQ152915
HQ152916
HQ152917
HQ152918
HQ152919
HQ152920
HQ152921
HQ152922
HQ152923
HQ152924
HQ152925
HQ152926
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a- Estados: BA - Bahia; DF — Distrito Federal; PE - Pernambuco; PR - Parana; RJ — Rio de Janeiro; RS — Rio Grande do Sul.



73

TABELA 07 - Caracteristicas Epidemiolégicas e Genéticas dos seis surtos de meningite

por Echovirus 30 ocorridos no Brasil - 1998 a 2008.

Surto 1 Surto 2 Surto 3 Surto 4 Surto 5 Surto 6
Estado Parana Parana Parand Pernambuco Rio .de Rio .de
Janeiro Janeiro
Periodo Provavel | Dezembro 1998 | Dezembro 2000 I(\I) utubrg a Abril 2002 a Marco a Outubro 2008
de Ocorréncia a Fevereiro 1999 | a Janeiro 2001 ozg(r)nl ro Junho 2002 Abril 2005 utu
Total de
Amostras 101 48 56 70 116 18
Analisadas (LCR)
Amostras
Submeitlldas a 5 4 4 6 g 6
Analise
Filogenética
Amostras com
Isolamento de
E30 (Taxa de 35 (34,6%) 15 (31,2%) 21 (37,5%) 26 (37,1%) 22 (18,9%) 7 (38,8%)
Isolamento)
Similaridade
Nucleotidica 97,3 -99,3% 98,0 - 99,0% 96,9 -98,6% 98,6-99,8% 95,0-99,3% 94,5-99,4%
entre os Isolados
Similaridade de
Aminoacidos 95,5 -99,6% 97,9 - 99,6% 96,9 - 98,2% 97,6 —99,6% | 96,2 -100% | 96,9 —99,3%

entre os Isolados

Foram identificados seis surtos de meningite asséptica por E30 no Brasil, durante o

periodo do estudo. Trés surtos ocorreram no Estado do Parand, o primeiro entre o fim de 1998

e o inicio de 1999, o segundo entre 2000-2001 e o terceiro no final do ano de 2001. A taxa de

isolamento de E30 nestes surtos foi de 34,4%, em média. Desses trés surtos, foram

selecionados para andlise filogenética cinco, quatro e quatro representantes, respectivamente.

O quarto surto ocorreu no Estado de Pernambuco, em 2002, com 37,1% de isolamento

de E30. Para andlise filogenética, foram selecionados seis representantes deste surto.

No Rio de Janeiro ocorreram dois surtos, em 2005 e 2008. E30 foi isolado em 18,9% e

38,8% das amostras analisadas, respectivamente. Oito representantes do surto de 2005 e seis

do surto de 2008 foram selecionados para andlise filogenética.



74

4.2.2 Sequenciamento nucleotidico do gene completo da VP1 de E30

O sequenciamento nucleotidico do gene que codifica para a proteina VP1 de E30 das
48 amostras virais foi procedido como descrito na metodologia. A FIGURA 16 ilustra o perfil
eletroforético dos produtos amplificados de algumas amostras na PCR para E30.

Esses produtos foram submetidos a eletroforese, eluidos do gel de agarose e tiveram
sua concentragdo de DNA quantificada (FIGURA 17).

As sequéncias obtidas nas reacdes de cycle-sequencing com o inciador 011 foram
sobrepostas as obtidas com o iniciador 008, formando as sequéncias-consenso (contigs) da

VP1 de E30. Estas foram utilizadas na andlise filogenética.

FIGURA 16 - Perfil Eletroforético dos Produtos Amplificados na PCR para E30.

Iniciadores Utilizados — 011 e 008 (960 pb)
1 — Marcador de Tamanho Molecular 700 bp ladder
2 a 6 — Amostras de E30 Analisadas

FIGURA 17 - Perfil Eletroforético da Quantificacao da Concentracao de DNA dos
Produtos Amplificados na PCR para E30 (960 pb).

1 — Marcador de Massa Molecular Low DNA Mass Ladder
2 a 10 — Amostras de E30 Analisadas
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4.2.3 Analise filogenética do gene VP1 de E30

A andlise filogenética de sequéncias completas do gene da VP1 (876 nt) mostrou que
as cepas (ou isolados) de E30 se separaram em trés grandes grupos distintos, I, I e III, e sete
subgrupos, la-Ic e [la-1Id (FIGURA 18). O grupo I incluiu 24 sequéncias de cepas isoladas de
quatro surtos e de casos esporddicos em 1998, 1999, 2001 e 2002. Este grupo foi
geneticamente homogéneo, apresentando 0,2% a 6,1% de divergéncia de nucleotideos. O
grupo II foi constituido de 22 cepas de E30 isoladas em surtos e casos esporadicos ocorridos
entre 2003 e 2008 (0,6 a 8,6% de divergéncia). O Grupo III apresentou-se como um
agrupamento independente de duas sequéncias de E30 isolados de casos esporddicos em 2006.
A cepa protétipo Bastianni (1958) e a cepa Frater (1959) se agruparam e permaneceram

separadas dos demais Grupos.



FIGURA 18 - Analise Filogenética das Sequéncias do Gene VP1 (876 nt) de 48
Echovirus 30 Isolados no Brasil (1998-2008).
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Em geral, a divergéncia das sequéncias de nucleotideos, em comparacdes entre 0s
isolados de E30, variou de 0,2 a 13,8%. Comparada com a cepa protétipo esta divergéncia
genética aumentou para 16,1 a 19,5% (TABELAS 06 e 07). A cepa protétipo Farina de
echovirus 21 foi usada como grupo externo e agrupou monofileticamente todas as sequéncias
de E30 (67,9 a 70,1% de semelhanca genética).

Exceto as cepas Bastianni e Frater, ndo foi definido um ancestral comum direto para o
conjunto de isolados de E30 analisados neste estudo.

As cepas mais divergentes foram 36-SC-RS-06 e 37-SC-RS-06, do Grupo III. Elas
diferiram de todos os outros isolados incluidos neste estudo de 10,3 a 13,8%. Além delas, o
isolado 35-SC-RS-06 também ndo agrupou com qualquer outro isolado.

A formagdo dos Subgrupos dos Grupos I e II foi fortemente ligada ao ano de
isolamento, principalmente quando foram observados os isolados provenientes de surtos. Isto
pode ser demonstrado pelo alto relacionamento genético entre isolados do mesmo surto
(TABELA 07) ou de casos esporadicos do mesmo ano.

As divergéncias de sequéncias nucleotidicas completas da VP1 para os isolados de
1998 e 1999 foram de apenas 0,7 - 3,0%. Em 2001, os isolados foram divergentes entre si de
0,8 a 3,6%. Em 2002, a divergéncia genética em sequéncias da VP1 variou de 0,2 a 2,6%. Em
2008, isolados divergiram de 0,6 a 5,5% entre si.

Uma cepa viral isolada de um caso esporadico em 1999 (06-SC-PR-99) e todos os
isolados de um surto em 1998 foram membros de um tnico subgrupo do Grupo I. Todos eram
do Estado do Parand. Sequéncias de VP1 de E30 de 2001, 2002 e 2008, tanto de casos
esporddicos quanto de surtos, ficaram agrupadas em trés subgrupos respectivos dos Grupos I e
IT (Ic, Ia e IId). O mesmo comportamento foi evidente nas cepas de 2005, exceto para os
isolados 27-Outbreak5-RJ-05 e 34-SC-PR-05, que mostraram 3,7 - 5,9% de divergéncia de
nucleotideos nas comparacdes com outros isolados do mesmo ano.

No intervalo entre 2003 e 2004, ndo houve nenhum surto, e apenas ocorreu um caso

esporddico (25-SC-PR-03) com E30 envolvido entre as amostras em estudo.

4.2.3.1 Comparacdo com outros E30 isolados no Brasil

As sequéncias de VP1 de E30 determinadas neste estudo também foram comparadas
com cinco sequéncias de E30 brasileiros isolados no Estado do Pard em 2005 e 2006. Essa

comparacao foi feita com sequéncias parciais do gene VP1 (349 nt), devido ao tamanho das
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sequéncias do Pard, que eram menores que as sequéncias obtidas neste estudo (FIGURA 19).

O isolado 39-SC-BA-07, uma cepa de 2007 de um caso esporddico da Bahia, foi
geneticamente relacionado com as cepas de E30 do Para (apenas 3,2 - 4,6% de divergéncia de
sequéncia de nucleotideos). Essas cepas virais agruparam no Grupo II, que contém as cepas

mais recentes isoladas neste estudo.
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FIGURA 19 - Analise Filogenética das Sequéncias Parciais do Gene VP1 (349 nt) dos 48

Echovirus 30 Isolados no Brasil e de Cinco Sequéncias do Estado do Para.
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4.2.3.2 Comparagdo com E30 isolados em outros paises

A andlise filogenética incluiu também comparagdes entre 23 representantes dos
Grupos I, I e I1I e 46 sequéncias da VP1 de E30 circulantes entre 1994 e 2008 nos seguintes
paises: Alemanha, Austrélia, Austria, Barein, Belarus, Bélgica, China, Colémbia, Dinamarca,
Estados Unidos, Finlandia, Franga, Holanda, Israel, Itdlia, Jamaica, Japao, Malésia, Moldévia,
Polo6nia, Rissia, Suécia, Taiwan, Ucrania e Uzbequistdao (FIGURA 20).

Na América do Sul, as comparagdes foram realizadas separadamente dos outros
paises, com oito sequéncias parciais da VP1 de E30 isolados na Argentina, que tinham 420
nucleotideos.

Informagdes sobre a origem geogréfica, ano de isolamento € o nimero de acesso
destas sequéncias de E30 selecionadas no GenBank estio nas arvores filogenéticas.

Quando comparadas com sequéncias de outros paises, os Grupos I, II e III
permaneceram formando grupos monofiléticos.

Os isolados do Grupo I foram geneticamente relacionados com uma sequéncia de um
isolado de 1997 dos Estados Unidos. Esta sequéncia divergiu do Grupo I em 2,4 — 5,7%
(FIGURA 20).

Dois isolados de 2007 da Argentina apresentaram uma relacao estreita com os isolados
do grupo III (apenas 5,8 - 6,0% de divergéncia genética, com bootstrap de 99%) (FIGURA
21).

4.2.3.3 Andlise de similaridade de aminodcidos da VP1 de E30

As sequéncias de aminodcidos da proteina VP1 de E30 (292 aminoécidos)
determinadas neste estudo apresentaram pelo menos 89,7% de similaridade com a cepa
protétipo Bastianni (TABELA 06). Estas sequéncias de aminodcidos eram muito semelhantes
entre si, variando de 92,5 a 100% de similaridade, demonstrando o alto grau de conservacdo
dos aminodcidos da proteina VP1. O isolado 35-SC-RS-06 foi o mais divergente entre eles
(92,5%). Nas comparacdes entre as sequéncias de aminodcidos da proteina VP1 dos isolados

de E30 de um mesmo surto, as similaridades foram de, no minimo, 95,5% (TABELA 07).



FIGURA 20 - Analise Filogenética das sequéncias do Gene VP1 (876 nt) de

representantes dos Grupos I, II e III e de 46 isolados de outros paises.
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FIGURA 21 - Analise Filogenética das Sequéncias Parciais do Gene VP1 (420 nt) de 48

Echovirus 30 Isolados no Brasil e de oito Sequéncias da Argentina.
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5 DISCUSSAO

5.1 DETECCAO MOLECULAR DE ENTEROVIRUS EM AMOSTRAS NEGATIVAS
QUANTO AO ISOLAMENTO VIRAL EM CULTURAS DE CELULAS

As infeccdes virais agudas do sistema nervoso central formam um conjunto de
doencas de ampla distribuicdo mundial, acometendo populacdes de forma esporddica,
endémica e/ou epidémica. Os quadros clinicos dessas infec¢des constituem-se principalmente
por meningites e encefalites. A meningite asséptica € uma sindrome infecto-contagiosa e os
enterovirus sdo os agentes etioldgicos predominantes. Eles estdo envolvidos em mais de 80%
dos casos onde o agente etioldgico € identificado (PALLANSCH; ROOS, 2001).

Diversos sorotipos de enterovirus sao descritos como responsaveis por surtos e casos
esporddicos de meningite asséptica no mundo. Entre eles, podem ser citados echovirus 4, 6,
13, 30 e coxsackievirus B5 (CHOI et al, 2010; DOS SANTOS et al, 2006; JULIA et al, 2009;
KMETZSCH et al, 2006; MIRAND et al, 2008; PINTO JUNIOR et al, 2009; TAVAKOLI et
al, 2008; THOELEN et al, 2003).

A maioria dos dados acerca da etiologia dos casos de meningite asséptica provem de
estudos realizados em paises desenvolvidos (BAILLY et al, 2009; HAYASHI et al, 2009;
MIRAND et al, 2008; PIQUEUR et al, 2009). Entretanto, alguns estudos tem sido realizados
no pais (CASTRO et al, 2009; DOS SANTOS et al, 2006, 2011; KMETZSCH et al, 2006;
PACHECO, 1999; PINTO JUNIOR et al, 2009; SILVA et al, 2002; SOARES et al, 2010).

O objetivo geral deste estudo foi o aprimoramento do diagndstico laboratorial dos
casos de meningite asséptica e meningoencefalite, com uma abordagem diferente da que €
utilizada atualmente na rotina do Laboratério de Enterovirus (LEV).

O LEV ¢ Centro de Referéncia Nacional para Enteroviroses, para o Ministério da
Saude, e internacional para a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), estando inserido no
Programa de Erradicacdo da Poliomielite. Por isso, recebe amostras de casos com suspeita de
infec¢des por enterovirus, como paralisias flacidas agudas, meningite asséptica, conjuntivite e
miocardite, seguindo as recomendagdes preconizadas pela OMS (WHO, 2004). A dindmica
de diagndstico envolve a tentativa de isolamento viral em culturas de células a partir de
amostras clinicas como fezes, LCR e swab retal, entre outras. Atualmente, independente do
tipo de amostra clinica, somente quando héd presenca de efeito citopdtico caracteristico em
cultura de células € realizada a deteccdo molecular de enterovirus a partir da suspensao

celular.
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Em um estudo realizado no LEV, a taxa de isolamento de enterovirus a partir de casos
de meningite asséptica foi de 15,8% (DOS SANTOS et al, 2006). Entretanto, ndo se pode
afirmar que os numerosos casos nao esclarecidos sejam negativos. Em um estudo que
identificou alguns agentes etiologicos de meningite e encefalite no Rio de Janeiro
(PACHECO, 1999), foi verificada uma taxa de 69% de meningite e/ou encefalite com
etiologia indeterminada.

A alta taxa de negatividade e de indeterminagdo da etiologia encontrada nos estudos
supracitados pode ser reflexo de alguns fatores, tais como: possiveis problemas na
armazenagem e no transporte dos materiais clinicos, coleta tardia dos LCRs e a possivel baixa
sensibilidade das culturas celulares utilizadas, que podem ndo ser adequadas para o
isolamento de alguns agentes virais (KING et al, 2007).

O potencial da técnica de RT-PCR foi avaliado para a deteccao de RNA de enterovirus
em suspensdes fecais em casos de paralisia flacida aguda (SANTOS et al, 2002). Foi
observado que aproximadamente 15% das amostras clinicas previamente negativas quanto ao
isolamento viral mostraram-se positivas por RT-PCR.

No presente estudo, foram analisadas 267 amostras de LCR recebidas entre 2008 e
2009, que apresentaram resultados negativos para enterovirus por isolamento em cultura de
células RD e HEp2. Estas linhagens celulares sdo permissivas a replicacdo da maioria dos
enterovirus conhecidos (WHO, 2004). Apds extracdo do RNA viral e sintese do cDNA a
partir dos LCRs, foi realizada PCR grupo-especifica para detec¢io de enterovirus.

Foram testadas algumas opg¢des de kits para extracdo do RNA viral, como o reagente
Trizol LS (Invitrogen) e os kits de extracdo High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche) e Nuclisens (Biomérieux). Também foram realizados testes com outros kits de sintese
de cDNA (SuperScriptll e SuperScriptlll Reverse Transcriptase - Invitrogen), mas os Kits
QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) e o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) apresentaram rendimento superior para a extracdo de RNA e sintese de
cDNA, respectivamente, sendo os métodos escolhidos para a realizacdo deste estudo (dados
ndo mostrados).

A taxa de positividade (22,1%) para enterovirus em amostras previamente
consideradas negativas quanto ao isolamento viral, demonstra que a pesquisa do genoma viral
diretamente dos LCRs € apropriada para um aumento na possibilidade de deteccdo de
enterovirus neste tipo de amostra clinica. Este resultado foi confirmado por sequenciamento

nucleotidico parcial.
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A PCR realizada neste estudo amplifica uma parte da regido 5’NC de enterovirus
utilizando iniciadores regulares, ou seja, sem bases degeneradas em sua sequéncia
nucleotidica. Este tipo de iniciador tem uma menor chance de hibridizar em sitios
inespecificos no genoma viral. A escolha de uma regido conservada do genoma dos
enterovirus aliada ao uso deste tipo de iniciador e ao método de extracdo de RNA escolhido
colaboraram para a detec¢do viral nas amostras.

Alguns aspectos dos pacientes foram analisados. A idade variou de quatro dias a 72
anos. Aproximadamente 48% dos pacientes tinham menos de 12 anos de idade e nao houve
predominincia em relacdo ao sexo. Esses resultados reiteram as caracteristicas
epidemioldgicas de pacientes acometidos por meningite asséptica reportados em outro estudo
realizado no Brasil, com amostras de 1998 a 2003 (DOS SANTOS et al, 2006).

Considerando que todas as amostras utilizadas no estudo haviam apresentado resultado
negativo no isolamento viral, foi possivel comparar o desempenho da técnica de extracdo
direta do LCR frente ao isolamento viral em cultura de células para recuperacdo do RNA viral
e sua posterior detec¢do molecular.

O isolamento viral em culturas de células € um método classico, sendo considerado
como padrdo ouro de diagndstico de enterovirus, sendo uma ferramenta util e confidvel para a
obten¢do do virus e para o aumento do titulo viral. No entanto, num contexto atual em que
cada vez mais se busca uma maior sensibilidade e rapidez para os testes diagndsticos, faz-se
necessaria uma reflexao acerca do uso de cultivos celulares para o diagndstico conclusivo de
enterovirus em LCR. Diversos estudos relatam que a detec¢ao de enterovirus por PCR € mais
sensivel que testes baseados em cultura celular, além de ser mais rdpida e capaz de detectar o
genoma de virus que ndo se replicam em cultura (BENSCHOP et al, 2010; ITURRIZA-
GOMARA; MEGSON; GRAY, 2006; NIGROVIC; CHIANG, 2000; SHOJA et al, 2007;
VAN DOORNUM et al, 2007; VERSTREPEN et al, 2001). Buxbaum e colaboradores (2001)
também encontraram uma maior positividade de enterovirus em LCRs com o uso da extracdo
de RNA seguida de RT-PCR em comparagdo com o isolamento viral em cultura de células.
Este autor sugere o uso dos dois métodos para a detec¢do de enterovirus.

Em estudo realizado por Santos e colaboradores (2002), 15% das amostras de fezes
previamente negativas para o isolamento viral em cultura de células foram positivas para
enterovirus por RT-PCR, enquanto Shoja e colaboradores (2007), verificaram uma taxa de
10%. Talvez esta menor propor¢do de positividade em relacdo ao encontrado no presente
estudo (22,1%) seja devido a maior facilidade de isolamento viral a partir de amostras de

fezes, em comparagdo com o LCR. Neste caso, a utilizacdo da extragdo direta da amostra
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clinica para recuperacdo do 4dcido nucléico viral e posterior detec¢do molecular teve um valor
maior ao ser empregada nas amostras de LCR do que para as amostras de fezes.

A deteccao direta de RNA de enterovirus em LCR pode melhorar o diagndstico
laboratorial desses virus e ser de grande utilidade para a vigilancia dos casos de meningite
asséptica e meningoencefalite ocorridos no Brasil. Esta metodologia seria aplicavel
especificamente para amostras de LCR, em que baixos titulos virais ja sdo esperados e
também em surtos, cujas amostras demandam resultados rdpidos para que acdes de saude
publica e de vigilancia epidemioldgica possam ser tomadas, a fim de evitar o espalhamento
viral e a transmissdo da doenga na populagdo.

Numa alternativa ao fluxo tradicional, as amostras de LCR recebidas seriam
submetidas a extracao direta do RNA seguida de RT-PCR e, em paralelo, a uma passagem em
cultura de células numa tentativa de isolamento viral. Desta forma, as amostras com alto titulo
viral teriam seu resultado positivo definido em um tempo mais curto, ndo requerendo uma
segunda passagem. As amostras negativas na primeira passagem seguiriam o algoritmo atual
usado pelo LEV para isolamento viral e seriam submetidas a uma segunda passagem, a fim de
minimizar a possibilidade de resultados falso-negativos.

Além das implicagdes epidemioldgicas supracitadas, o diagnéstico rapido € crucial
para o paciente, pois reduz o uso desnecessario de antibidticos e o tempo de hospitalizacdo, e
também para o sistema de sadde, pois acarreta a reduc@o no custo do paciente para os servicos
de satide (BRASIL, 2009; BURKE; MONATH, 2001; BUXBAUM et al, 2001; NIGROVIC;
CHIANG, 2000; OBERSTE et al, 1999; SHOJA et al, 2007; VERSTREPEN et al, 2001).

Os conhecimentos gerados a partir deste estudo garantem um embasamento técnico-
cientifico para justificar maiores investimentos em métodos diagndsticos para a meningite

asséptica no Brasil e para estimular novos avancos no diagndstico de enterovirus.

5.2 DETECCAO MOLECULAR DE FLAVIVIRUS EM CASOS DE MENINGITE
ASSEPTICA E MENINGOENCEFALITE

O objetivo deste estudo foi analisar o potencial papel etiologico de flavivirus, como
WNV, em casos de meningite asséptica e meningoencefalite no Brasil. A associacdo de WNV

com doencas neuroinvasivas tem sido investigada em diversos paises (BARZON et al, 2009;
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FEKI et al, 2005; GYURE, 2009; KOPEL et al, 2011; MORGAN, 2006), mas no Brasil nido
existe uma politica de vigilancia sistematica para esses agentes virais em tais casos.

Com o crescente volume de viagens e comércio internacionais, diversos
microrganismos patogénicos podem facilmente se mover entre os continentes (NASH et al,
2001). O risco de casos inesperados de doencas importadas justifica medidas de vigilancia
clinica, laboratorial e ambiental para evitar disseminagdo. Este estudo contribui neste sentido.

As 208 amostras de LCR analisadas haviam sido testadas quanto a presenca de
enterovirus e apresentaram resultados negativos. Elas eram provenientes de casos de
meningite asséptica e meningoencefalite ocorridos entre 2008 e 2009 em alguns Estados das
regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste.

WNV € um virus emergente presente em diversos paises, conhecido por causar
infec¢des neuroinvasivas. Ele € comumente envolvido em surtos e epidemias em diversos
paises (DAVIS et al, 2006; FEKI et al, 2005; GYURE, 2009; JULIAN et al, 2003; NASH et
al, 2001; O'LEARY et al, 2004).

Um estudo recente relatou evidéncia sorologica de WNV em equinos no territdrio
brasileiro (PAUVOLID—CORREA et al, 2011), mas sua efetiva circulacdo entre humanos
ainda é incerta. Como WNV estd se espalhando na América do Sul (ADRIAN DIAZ et al,
2008; BOSCH et al, 2007; MATTAR et al, 2005; MORALES et al, 2006), podendo levar a
implica¢des importantes para a saude publica, uma vigilancia continua e eficaz deste virus em
todo o pais € indispensavel.

Outros autores (CHAVEZ; FIGUEIREDO, 2006; FIGUEIREDO, 2007) consideram a
entrada de WNYV no Brasil provédvel e iminente.

Duas abordagens moleculares para deteccao de flavivirus foram descritas neste estudo.
Para o desenvolvimento da Semi-Nested-PCR foram desenhados os iniciadores F1, R1
(externos) e F2 (interno), que hibridizam na regido do gene NS5 de flavivirus. Para a PCR
convencional, os iniciadores utilizados foram FLAPCRF e FLAPCRR, que também sao
especificos para a NS5. Por ser uma regido conservada no genoma de flavivirus, a NS5 €
utilizada com sucesso na identificacio desses virus (MOUREAU et al, 2007;
SCARAMOZZINO et al, 2001).

Os pares de iniciadores utilizados possibilitaram a amplificacio dos flavivirus
testados, mostrando serem ferramentas tteis para a detec¢do de flavivirus em poucas horas.
Isto € particularmente relevante considerando a iminente entrada de WNV no Brasil.

Técnicas baseadas em PCR tém sido amplamente utilizadas para detectar o acido

nucléico de WNV a partir de amostras clinicas humanas, mosquitos e aves (BURKE;



88

MONATH, 2001; FEKI et al, 2005; LANCIOTTI et al, 2000; MORAIS BRONZONI et al,
2005; RE et al, 2008).

A aplicagdo da Semi-Nested-PCR e da PCR convencional ndo mostrou qualquer
evidéncia de 4cido nucléico de flavivirus nos LCRs analisados. Treze amostras foram
consideradas indeterminadas. Contudo, o sequenciamento nucleotidico ndo confirmou a
presenca de flavivirus nestas amostras. Estes resultados indeterminados podem ter ocorrido
pelo fato de os iniciadores serem degenerados, o que permite sua hibridacdo em regides do
genoma humano (ou em genomas de outros agentes presentes na amostra) semelhantes as do
genoma de flavivirus. Outras investigacdes sdo necessdrias a fim de esclarecer a etiologia
desses casos.

As amostras foram ainda submetidas a tentativas de reamplificagdo, utilizando 1ul dos
produtos amplificados, em novas reagdes de PCR, com o uso dos mesmos iniciadores (F2, R1,
FlaPCRR e FlaPCRF) e nas mesmas condi¢des das primeiras reacOes. Para a Semi-Nested-
PCR, a reamplificacdo foi realizada com o produto amplificado no segundo round. Este
procedimento aumenta a sensibilidade da técnica, j4 que nele ocorreria a amplificacdo da
amplifica¢do. No entanto, ndo houve alteragdo nos resultados com estas tentativas.

Estes resultados sugerem a auséncia de flavivirus, como WNV, JEV ou SLEV nos
LCRs analisados. Sendo assim, as dreas estudadas parecem permanecer livres da circulagdo
desses agentes virais.

No entanto, a auséncia de casos de meningite ¢ meningoencefalite devido ao WNV
descrita neste estudo nao exclui a hipétese de sua circulagdo silenciosa ou sua manutengdo
apenas em aves € equinos no Brasil.

Na verdade, esse virus ja pode estar no pais, mas a falta de um programa de vigilancia
para WNV em escala nacional e as caracteristicas clinicas de WNV impedem conclusodes
definitivas sobre esta questdo. As semelhangas dos sintomas entre infeccoes por WNV e
dengue podem dificultar o diagnéstico clinico e, certamente, levar a subestimacdo do nimero
destes casos. Além disso, 80% dos individuos infectados pelo WNV sdo assintomaéticos,
aproximadamente 20% desenvolvem a chamada febre do Nilo Ocidental, uma doenga febril
benigna e menos de 1% dos individuos infectados desenvolvem doencas neuroinvasivas
(DAVIS et al, 2006; MACKENZIE et al, 2004).

Em regides tropicais, especificamente, doengas neuroldgicas graves sdao raras nas
infeccdes por WNV. Uma razdo para esta baixa morbidade é a existéncia de um mecanismo
de reatividade cruzada de anticorpos em individuos previamente infectados com outros

flavivirus, muitos deles endémicos nestas regides, o que leva a uma reducao da carga viral e a
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consequente atenuacdo do quadro clinico. Outros fatores associados ao hospedeiro ou ao
ambiente também podem levar 2 minimizacio da gravidade dessas infeccdes (CHAVEZ;
FIGUEIREDO, 2006; GYURE, 2009).

Na avaliacdo das idades dos pacientes com amostras de LCR analisadas neste estudo,
foi observado que aproximadamente 8% dos pacientes analisados tinham mais de 46 anos,
pertencendo a faixa etdria de maior risco para infec¢do por WNV (BRASIL, 2009; DAVIS et
al, 2006). Isso justifica a continuidade da busca por esses agentes no Brasil.

A vigilancia de casos suspeitos de infeccdo por WNV e a investigagdo retrospectiva
dos casos de meningite e meningooencefalite de etiologia desconhecida levaram a
identificacdo de seis pacientes com infeccio por WNV na Itdlia (BARZON et al, 2009).
Assim, WNV, e também outros flavivirus, como JEV e SLEV, devem ser seriamente
considerados no diagndstico diferencial da meningite asséptica e meningoencefalite no Brasil.

Apesar da inerente sensibilidade, especificidade e robustez, a PCR pode ndo ter
apresentado sensibilidade suficiente para detectar RNA de flavivirus nas amostras de LCR
deste estudo. Em pacientes com doenca neuroinvasiva por WNV nos Estados Unidos, este
método foi 100% especifico, mas demonstrou uma sensibilidade inferior a deteccao de IgM
de WNV no LCR (LANCIOTTI et al, 2000). Por outro lado, os métodos soroldgicos de
diagndstico tém desvantagens como inespecificidade, devido a reatividade cruzada entre
flavivirus relacionados e o longo tempo exigido pela técnica de PRNT, que poderia confirmar
o diagnostico (LANCIOTTI et al, 2000; SPINSANTI et al, 2008).

Resultados negativos para WNV, encontrados neste estudo, concordam com outros
resultados anteriores no Brasil (CHAVEZ; FIGUEIREDO, 2006; SOARES et al, 2010) e
apontam para a necessidade de estudos adicionais sobre este virus. Morgan (2006), mesmo
sem um resultado positivo, analisando 123 LCRs na Inglaterra e no Pais de Gales, destacou a
relevancia de um sistema estruturado de vigilancia para WNV.

Este foi um estudo preliminar. O aprimoramento das técnicas para a identificacdo de
WNV e outros flavivirus em casos de meningite asséptica e meningoencefalite no Brasil é
necessario para o estabelecimento de uma continua vigilancia desses agentes virais em

territorio nacional.
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5.3 ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA DE ECHOVIRUS 30

Echovirus (Enteric Cytopathogenic Human Orphan virus) sorotipo 30 (E30) € um dos
enterovirus mais associados a casos de meningite asséptica e meningoencefalites, em diversos
paises, sendo responsdvel tanto por surtos quanto por casos esporddicos (BAILLY et al, 2002;
CHOI et al, 2010; HAYASHI et al, 2009; JULIA et al, 2009; TRALLERO et al, 2000).

Este virus € classificado, segundo caracteristicas genéticas, como membro da espécie
B de enterovirus, a qual também pertencem todos os outros echovirus, coxsackievirus B,
coxsackievirus A9, entre outros (KNOWLES et al, 2011). A elevada variacdo genética dos
enterovirus, incluindo os sorotipos da espécie B, é determinada pela auséncia de revisdo pela
RNA polimerase e também por eventos de recombinagdo, que sdo muito frequentes entre os
diferentes sorotipos desta espécie (LINDBERG et al, 2003; MCWILLIAM LEITCH et al,
2009; MIRAND et al, 2007).

O frequente envolvimento de enterovirus em casos de meningite asséptica pode ser
decorrente da eficiéncia de transmissao (OBERSTE et al, 1999) e disseminacdo destes agentes
na populacdao. Uma continua circulacdo de E30 no Brasil tem sido observada nos tultimos
anos. Por exemplo, entre 1998 e 2008 diversos casos esporadicos e pelo menos sete surtos de
meningite asséptica, com enterovirus como agente etiologico, foram identificados. Seis deles
foram causadas por E30 (DOS SANTOS et al, 2006; KMETZSCH et al, 2006).

Um estudo molecular de variabilidade genética foi realizado para estabelecer
associagdes entre sequéncias do gene que codifica para a proteina VP1 de cepas de E30,
isoladas a partir de LCRs de casos de meningite asséptica ocorridos no Brasil entre 1998 e
2008. Um total de 302 enterovirus ndo-Polio (EVNP) foram isolados em culturas de células
durante este periodo. A maioria dos isolados (n = 177, 58,6%) foram identificados como E30.
Estes sdo provenientes de seis surtos e 51 casos esporddicos que ocorreram em nove Estados
brasileiros. A taxa de isolamento média observada entre os surtos foi de 33%. Esse valor
concorda com um estudo que identificou cinco surtos de meningite asséptica no Brasil entre
os anos de 1998 e 2003, em que foi encontrada uma taxa de isolamento de enterovirus de
aproximadamente 35% entre os surtos (DOS SANTOS et al, 2006).

As relagdes filogenéticas inferidas a partir de comparagdes de 48 sequéncias do gene
da VP1 de E30, isolados no Brasil entre 1998 e 2008, revelaram a existéncia de dois
principais Grupos distintos, que se apresentaram temporalmente segregados, e um Grupo com
duas sequéncias altamente divergentes, provenientes de casos esporadicos ocorridos em 2006.

As sequéncias agrupadas nos dois Grupos principais foram ainda classificadas em sete
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subgrupos distintos. A separacdo das sequéncias em subgrupos distintos também foi
relacionada ao periodo de ocorréncia dos casos de meningite asséptica, agrupando-se isolados
de surtos e de casos esporddicos de diferentes dreas geograficas. Estes dados sugerem
introducdes distintas de E30 em territério brasileiro causando tanto surtos quanto casos
esporddicos de meningite asséptica.

O amplo uso da VP1 para estudos sobre enterovirus € justificado por sua importancia
na estrutura desses virus. Ela é a proteina mais externa do capsideo, apresentando alta
variabilidade nucleotidica (BAILLY et al, 2009; MCWILLIAM LEITCH et al, 2009). Esse
atributo possibilita o uso desta proteina tanto na identificacdo molecular do sorotipo viral
envolvido quanto em estudos de diversidade genética (BAILLY et al, 2002, 2009; DOS
SANTOS et al, 2006; KUNKEL; SCHREIER, 2000; LEITCH et al, 2009; OBERSTE et al,
1999; PALACIOS et al, 2002; PAPA et al, 2009; RACANIELLO, 2007; RAHIMI et al, 2009;
SAVOLAINEN; HOVI; MULDERS, 2001). Além disso, ela é relevante também para a
imunidade aos enterovirus, sendo o principal alvo para anticorpos neutralizantes
(CABRERIZO et al, 2008; KE et al, 2011; LEITCH et al, 2009; LEVEQUE et al, 2010).

Com a aplicacao da andlise filogenética, é possivel estudar a diversidade genética, com
a subdivisdo em subgrupos ou linhagens, e tracar ligacOes genéticas entre os isolados virais
(PAGE; HOLMES, 1998). Os relacionamentos genéticos entre as cepas de E30 do Brasil e a
cepa protétipo Bastianni estabelecidos neste estudo concordam com outros estudos reportados
(BAILLY et al, 2000a, 2002; MIRAND et al, 2006). A divergéncia em comparacdes das
cepas de E30, entre si, variou de 0,2% a 13,8%. Resultados semelhantes ja foram
anteriormente descritos (CARO et al, 2001; OBERSTE et al, 1999; SAVOLAINEN; HOVI,
MULDERS, 2001).

Os subgrupos dos Grupos I e II estavam relacionados ao ano de isolamento. Isto foi
confirmado pelos baixos valores de divergéncias entre os isolados em 2001, 2002 e 2008.
Estes resultados demonstraram altas similaridades genéticas entre os E30 isolados no mesmo
surto e sao consistentes com a literatura (BAILLY et al, 2009; GJOEN; BRUU; ORSTAVIK,
1996). Isolados de 1998 e 1999 agruparam em um tnico subgrupo no Grupo I (Ib) e podem
ter um ancestral comum.

Os resultados sugerem que houve a circulagdo simultinea de pelo menos duas
variantes diferentes de E30 no Brasil em 2005, dado que o isolado 34-SC-PR-05 ndo se
agrupou com os outros isolados. A origem geografica dos isolados apdia a hipétese de
isolados co-circulantes em 2005: o isolado 34-SC-PR-05 era de um caso esporadico ocorrido

no Estado do Parand, enquanto os demais isolados foram de um surto que ocorreu no Estado
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do Rio de Janeiro. Casos esporadicos sdo mais propensos a ter origens independentes do que
0s surtos.

Trés cepas de E30 (35-SC-RS-06, 36-SC-RS-06, e 37-SC-RS-06) isoladas de casos
esporadicos ocorridos no Rio Grande do Sul em 2006 foram significativamente diferentes dos
outros isolados de E30. Elas parecem ter sido introduzidas independentemente no Brasil.

O padrao de agrupamento de 39-SC-BA-07, um isolado do Estado da Bahia em 2007,
com cepas de E30 isoladas no Pard em 2005 e 2006 sugerem que alguma das cepas do Pard
tenha originado a cepa da Bahia ou que todas elas possuam um ancestral comum recente. Em
geral, isolados de E30 circulantes no mesmo periodo estavam geneticamente relacionados uns
aos outros. O agrupamento do Grupo I persistiu por cinco anos € o do Grupo II persistiu por
seis anos.

Além disso, baseados na estreita relacdo genética entre as sequéncias nucleotidicas,
que apresentaram 94-94,2% de similaridade, e pela proximidade geografica entre o Rio
Grande do Sul e a Argentina, os dados também sugerem que um dos isolados de E30
pertencentes ao Grupo III pode ter originado as cepas de E30 encontradas na Argentina no
ano seguinte (2007). Da mesma forma, o forte relacionamento genético entre o Grupo I e o
isolado de 1997 dos EUA sugere uma origem comum.

A variabilidade de aminodcidos das cepas de E30 demonstrou que eles eram muito
semelhantes entre si (92,5-100% de identidade). Esses resultados concordam com os estudos
moleculares existentes sobre E30 (CARO et al, 2001; CASTRO et al, 2009; OBERSTE et al,
1999; SAVOLAINEN; HOVI; MULDERS, 2001). As mudancas de aminodcidos e sua
possivel relevancia biolégica ndo foram investigadas.

A diversidade genética em enterovirus € relativamente comum e é demonstrada pelos
muitos sorotipos distintos (DE FILIPPIS; VILLARREAL, 2001; KNOWLES et al, 2011) e
por variagdes nos sorotipos, como ocorre com E30 (BAILLY et al, 2002; KUNKEL;
SCHREIER, 2000; OBERSTE et al, 1999; SAVOLAINEN; HOVI; MULDERS, 2001). Este
sorotipo tem sido extensivamente estudado em todo o mundo e os resultados corroboram o
seu potencial de variabilidade genética (BAILLY et al, 2000b, 2009; CASTRO et al, 2009;
PALACIOS et al, 2002).

A andlise filogenética permitiu a caracterizacdo genética de 48 sequéncias de VP1 de
E30, representativas dos casos de meningite asséptica de quase todas as regides brasileiras
durante um periodo de 10 anos. O conhecimento adquirido com este estudo tem significativa
relevancia para a compreensao do comportamento de E30 em termos de dispersao, circulagao,

transmissao e persisténcia em populacdes suscetiveis.
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6 CONCLUSOES

- O fluxo alternativo baseado na extracdo de RNA a partir da amostra de LCR, seguida de
sintese de cDNA e PCR grupo-especifica mostrou-se adequado e eficiente para a detec¢ao do
RNA de enterovirus em amostras previamente negativas quanto ao isolamento em cultura de
c€lulas;

- Entre as amostras utilizadas no estudo, 22,1% eram, na verdade, falso-negativas para

enterovirus;

- Os pares de iniciadores descritos para detec¢do molecular de flavivirus pelas duas
abordagens desenvolvidas neste estudo foram capazes de amplificar o genoma de flavivirus
utilizados como controles;

- Nenhum flavivirus foi detectado nas amostras clinicas;

- Diante dos resultados negativos encontrados para flavivirus, da possibilidade da circulagdo
silenciosa de WNV ou de sua entrada iminente no pais, é evidenciada a necessidade de

estudos adicionais sobre este virus;

- E30 foi o principal enterovirus envolvido nos casos de meningite asséptica e
meningoencefalite no pais, tendo sido o agente etioldgico de seis surtos ocorridos entre 1998-
2008 nas regides sul, sudeste e nordeste;

- Nas andlises filogenéticas, o agrupamento dos isolados de E30 foi fortemente relacionado ao
periodo de ocorréncia dos casos de meningite asséptica;

- Em 2005, houve a circulagdo simultanea de pelo menos duas variantes genéticas de E30 no
Brasil;

- E provavel que uma das cepas de E30 isoladas no Pard em 2005/2006 tenha originado uma
cepa de E30 isolada na Bahia em 2007, ou que elas possuam um ancestral comum recente;

- Uma das cepas de E30 isoladas em dois casos esporddicos em 2006 no Rio Grande do Sul
pode ter originado as cepas de E30 isoladas na Argentina no ano seguinte; e

- E provdvel que as cepas de E30 isoladas entre 1998 e 2002 no Brasil sejam originarias de

um isolado dos EUA de 1997, ou que eles possuam uma origem comum.
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7 PERSPECTIVAS

- Realizar a tipagem molecular das amostras com enterovirus detectados, por sequenciamento
nucleotidico parcial da VP1;

- Otimizar a técnica de PCR em tempo real para pesquisa de enterovirus em LCR;

- Adaptar o uso dos iniciadores F1, F2, R1, FlaPCRR E FlaPCREF para a técnica de PCR em
tempo Real;

- Pesquisar anticorpos IgM e/ou IgG anti-flavivirus em LCR;

- Realizar o acompanhamento sistemético da filogenia de E30 no Brasil; e

- Pesquisar outros virus, como Herpesvirus e virus da caxumba, entre outros, em LCR.
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Genetic Diversity of Echovirus 30 Involved in
Aseptic Meningitis Cases in Brazil (1998-2008)
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Aseptic meningitis is one of the most common
neurological disorders caused by enteroviruses.
Among them, Echovirus 30 (E30) is described
as the main eticlogical agent of many out
breaks and sporadic cases. This study imvesti-
gated the genomic variability of E30 isolated
from the cerebrospinal fluid (CSF) of aseptic
meningitis cases that occurred from 1998 to
2008 in Brazil. Over a 10-year period (1998-
2008), 302 non-polic enteroviruses were
isolated, of which 177 were identified as E30
(B8.6%). Phylogenatic analysis of the complete
VP1 gene (B76 nt) of 48 E30 isolates was per-
formed and compared with additional Brazilian
and foreign strains. E30 VP1 sequences segra-
gated into three distinct major groups and
seven subgroups, which were linked to the iso-
lation wear. |n general, sequence divergence
among E30 strains ranged from 0.2% to 13.8%.
A common direct ancestor for this set of E30
strains was not defined. Brazilian isolates from
Group | were related genetically to a 1997 USA
isolate and both may have a common origin.
Group Il representatives showed close relation-
ship to the 2007 Argentinean isolates. The
present results complement existing data on
the molecular characterization and genetic
variability of E30 and may contribute to the
understanding of the epidemiclogy of aseptic
meningitis in the region. J. Med. Virol. 83:
Z2164=2171,2011. © 2011 Wiley Periadicals, Ine.

EEY WORDS: Echovirus 30; aseptic meningi-
tis; cerebrospinal fluid; nucleo-
tide sequencing; phylogenatic

analysis
INTRODUCTION
Aseptic menmmgtss, acute facesd paralyses, and
encephalitis  are chmeal disorders cawsed by

enteroviruses in humans, Although most cases are
@ 2011 WILEY PERIODICALS, INC.

asymptomatic, high morhbidity rates present primarily
in children and severe mfections may result m serious
sequels [Pallansch and Roos, 2001].

Enteroviruses consist of small pogtive-stranded
RNA viruses belonging to the family Piromaoviridae.
Based on the genetic characteristics of the VP 1 capsid
gene, these wviruses have been classihed as human
enterovirus species HEV-A, HEV-B, HEV-C, and
HEV-D [Stanway et al., 2005].

Many outhreaks of aseptic memngitis have been de-
seribed in several countries with enteroviruses as the
etiological agents. In addition to causing outbreaks,
aseptic meningitis can present as sporadic cases (3C),
keeping active the drculation of the viral serctypes
mvolved in these cses [Thoelen et al, 2003;
Emetzsch et al, 2006; Grendn et al, 2008; Mirand
et al, 2008; Tavakol et al., 2008; Papa et al., 20:09].
Detection and typing of the enterovirus mmvolved in
chmical disorders is valuahle in relating the serotypes
to these diseases and contributes to their surveillance
[Tavakoli et al., 2008].

Edhovirus (Enteric Cytopathogenic Human Orphan
virus) semtype 30 15 8 member of the HEV-B species;
this species inchudes all other echoviruses, Coxsackie
B wviruses, among others. Echovirus 30 (E30) 15 one of
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the most commonly wolated echoviruses and has often
been assodated with aseptic meningitis, responsible
for many of the outhreaks and sporadic cases world-
wide throughout history [Oberste et al., 1999; Trallero
et al., 2000; Sawlainen et al, 2001; Bailly et al.,
2002; Dos Santos et al., 2008; Cabrenizo et al., 2008;
Castro et al., 2009; Hayashi et al., 2009]. Surweillance
of aseptic menmgitis and 1ts etwlogwal agents i1s
essential, considering its epidemic potential.

To eluadate the genetic vanahility and relationship
of E30 isolated from cerebrospinal fluid (CSF) of
aseptic meningitis cases that coourred in Brazil over a
period of 10 years (1998—2008), sequences of complete
VP1 gene of EJ) were determined and phylogeneti-
cally analyzed. These sequences were also compared
with Bastianni F30 prototype strain (isolated in 1958)
and with complete VP1 sequences of E30, isolated
worldwide, temporally associated to the period of
study.

MATERIALS AND METHODS
Patients and Clinical Specimens

The specimens uwsed in this study weme CSF of
aseptic meningitis cases From December 1998 to
December 2008, 3,186 C5F speamens were recerved
at the Enterovirus Laboratory from the following
Brazilian regions: MNortheast (Balia, Pernambuco,
and Piaui states), West-Central (Distrito Federal),
Southeast (Espirito Santo, Minas Gerais, and Rio de
Janeiro states), and South (Parand and Rio Grande do
Sul).

All expermments were performed 1n comphance with
the relevant laws and institutional pudelines and o
accordance with the ethical dandards of the Declara-
tion of Helsinki. The institutional committee CEP-
IPECTFIOCRUZ approved the experiments.

Virus Isolation

The contimuous cell ineages RD and HEp2 were
used for enterovirus imlation, as recommended by the
World Health Organization [WHO, 2004].

Mole cular Typing of Non-Polio Enterovirus
(NPEV)

All isolated NPEV were identified initially by
VP1 partial squencing [Dos Santos et al, 2008],
followed by sequence comparisons wsing the BLAST
tool [Altschul et al., 1990]. Among them, 48 E30
isolates were selected for phylogenetic analysis. These
isolates were chosen as representative of the out-
breaks and sporadic cases that occurred from 1998 to
2008,

E30 Complete VP1 Gene Sequencing

Complete VP1 pene sequences were obtaimed from
48 E30 isolates. Information on these stmins ame

2165

shown In Tablke 1. PCR amplification after c¢DNA
synthesis was performed with primers 008 (GCR-
TGCAATGAYTTCTCWGT; nt 2411-2430) and 011
(GCICCIGAYTGITGICCRAA; nt 3408-3389), which
hybridize in the VP3 and 2A pgemes, respectively,
flanking the VP1 gene [Oberste ot al., 1999].

Cyde-sequencing reactions were performed on both
strands of purithed PCR products, using primers
08 and 011 separately. SeqMan software from the
DNAStar padkage was used to generate contigs of
the complete VP1 pene (876 nt consensus sequences)
[Burland, 20:00].

Phylogenetic Analysis

Complete E30 VP1 sequences from this study were
analyzed and compared with the E30 prototype strain
Bastianni (USA iscolate from 1958) as well as the
Frater (Scotland, 1959) and Giles (USA, 1960) strains.
In addition, five Brazilian E30 isolates from Para
State [Castro et al., 2000 and 57 squences from con-
temporary E30 strains isolated in different countries,
among complete VP1 sequences avalable at the
GenBank, were also inchided.

Nuclectide and amino acid alignments of the E30
VPl sequences and sequence edition were obtained
using the Clustal-X [Thompson et al., 1997 and Bio-
Edit 7.0.9 [Hall, 1999] programs,

Phylogenetic reconstruction was obtained with the
MEGA 4.0 program [Kumar et al, 2001] using the
Neaighbor-Joinng reconstruction method [Sattou and
Net, 1987]. Genetic distances were esgtimated using
the Kimura-Two parameter model [Kimura, 1980].
Robustness of the branches in the phylogenetic tree
was statistieally evaluated by 1,000 bootstrap repli-
cates [Felsenstein, 1985].

Nucleotide Sequences Accession Number

Ed0 VP1 sequences determined in this study are
availlable n GenBank Database Accessin mumbers
are in Table L.

RESULTS

Enterovirus Isolation and Molecular
Identification

From 1998 to 2008, 302 NPEV from 3,188 CSF
specimens (9.4%) originating from 6 outbreaks
(Table IT) and 51 sporadic cases were wmolated using
RD and/or HEp2 cells. Altogether, 177 isolates were
identified as E30 using partial VP1 sequences (58.6%
of 302 NPEV). E30 was the most prevalent semotype of
enterovirus isolated from sporadic cases and out-
breaks during the years comprising the present study.

Phylogenetic Clustering of E30 Isolates

To study the genetic diversity and possible relation-
ships of E30 circulating in Brazil from 1998 to 2008,

o Med. Virol. DO 10, 1002 mv
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TABLE I Information of E30 Isolates Analyzed in This Study
% of Nucleotide similarity % of Amine scid similarity

Iaolate Year of Epidemiological with Bastianni strain with Baatianni strain Apeeagion
identification isclation Locality® wigin (876 nt) (202 aa) number

o1 1988 PR Outhresk 1 83.5 924 HQL52879
[ 1888 PR Duthresk 1 B3.5 928 HQL52880
03 1888 PR Outhresk 1 83.0 al4 HQL52881
04 1868 PR Outhresk 1 835 928 HQ152882
[ 1008 PR Outhresk 1 831 aL1 HQL52883
06 18089 PR Sporadic case B26 811 HQL52884
a7 2001 PR Outhreak 2 B2B 811 HQL52885
08 2001 PR Outhresk 2 832 a14 HQL52886
[iE!] 2001 PR Duthresk 2 B3B8 821 HQL52887
10 2001 PR Duthresk 2 B39 a18 HQL52888
11 2001 PR Sporadic case B35 814 HQL52880
12 2001 PR Outhresk 3 B33 914 HQL52E00
13 2001 PR Duthresk 3 829 aL1 HQL52801
14 2001 PR Duthreak 3 B28 821 HQL152802
15 2001 PR Outhresk 3 83.5 a0.7 HQL52803
16 2002 RJ Sporadic case 82T 924 HQL52804
17 2002 RJ Bporadic case B34 928 HQL52805
18 2002 RJ Sporadic case B3.0 821 HQL52806
19 2002 PE Duthresk 4 B2.6 a14 HQL52807
20 2002 PE Outhresk 4 B2B a18 HQL52898
21 2002 PE Duthresk 4 826 a18 HQL52800
22 2002 PE Outhresk 4 83.0 a21 HQL52800
23 2002 PE Outhresk 4 827 a18 HQL52801
24 2002 PE Duthresk 4 B28 821 HQL52002
a5 2003 PR Bporadic case 83.0 918 HQL52003
26 2005 RJ Duthresk 5 B2.6 aL8 HQL52004
27 2005 RdJ Outhresk 5 822 a11 HQL52005
28 2005 RJ Duthresk 5 824 a18 HQLE2006
29 2005 RJ Outhresk 5 B2.5 814 HQL52007
a0 2005 RJ Duthresk 5 B2.6 az.5 HQL52008
31 2005 BJ Duthresk 5 B26 821 HQL52000
a2 2005 RJ Outhresk 5 820 914 HQL52810
a3 2005 RJ Duthresk 5 B2.4 aL8 HQL52011
34 2005 PR Sporadic case 821 811 HQL52812
a5 2006 RE Sporadic case BB 8A.7 HQL52013
a6 2006 RE Sporadic case 813 a0.7 HQL52014
a7 2006 RE Sporadic case BLEB aL8 HQL52015
38 2007 DF Sporadic case 82.0 a4 HQL52016
a8 2007 BA Sporadic case BB ang HQL52017
40 2007 BA Sporadic case B2.5 921 HQL52018
41 2008 RdJ Sporadic case 812 a14 HQL52019
42 2008 RJ Sporadic case 81.0 an.4 HQL52020
43 2008 RJ Outhresk & 0.5 aL1 HQ152621
44 2008 RJ Duthresk 6 80.7 ang HQL52022
45 2008 BJ Outhresk & 819 a14 HQ152023
46 2008 RJ Duthresk & 817 a1l HQL52024
47 2008 RJ Outhresk & 817 811 HQL52025
48 2008 RdJ Duthresk 6 H1.2 a14 HQL52026

*States BA, Bohin; DF, Distrito Federal; PE, Pernambueco; PR, Pamna; B, Hiode Janeim; BS, Bio Grande do Sul.

48 1solates were sequenced and characterized by phy-
logenetic analysis of the complete VP1 (876 nt). E30
VP1 sequences sepregated mmto three distinet major
groups (1, II, and III) and seven subgroups (Ta-Ic and
IIa-IId) (Fig 1). Group I included 24 sequences of
E30 isolated in both outhreaks amd sporadic cases
19948, 1999, 2001, and 2002, Ths group was genetical-
ly homopeneous, presenting (0.2-6.1% nucleotide di-
vergence. Clustered in Group 11 were 22 E30 wolates
from outbreaks and sporadic cases from 2003 to 2008,
presenting 0.6—8.6% nuclectide divergence. Group ITI
consisted of two E30 isolates from sporadic cases in

. Med. Virol. DO 10, 10025 mv

20105, Bastianni prototype strain and Frater strain
chustered together.

In peneral, nucleotide sequence divergence in pair-
wise omparizons among Brazilian E30 isolates
ranged from 0.2% to 13.8%. Compared with the proto-
type stram, the genetic divergence increased to 16, 1-
19.5%. All Brazilian isolates characterized in this
study grouped monophvletically.

The most divergent 1mlates were 36-3C-RE-06 and
37-3C-R5-06 (Group I, which differed from all other
wsolates by 10.3-13.8%, Isolate 35-SC-R508 did not
cluster with any other isolate.

110



Genetic Diversity of Echovirus 30 in Brazil

2167

TABLE II. Epidemiclogical Characteriatica of Six Echovirus 30 Meningitia Outbreaks That Qecurred in Brazil From 1998

to 2008
Outhreak 1 Ouitbreak 2 Outbreak 3 Outbreak 4 Outbreak 5 Dutbreak &
Brazilian State Parans State Parana State Parana State Pernambuco  Riode Janeiro  Rio de Janeiro
State Erate Brate
Prabable Period Decemler 1808 December 2000 Oetolser to April 2002 Lo March to Ohelobser 006
o Pebruary 1900 (o January 2001 November 2001 June 2002 Aprl 2005
Total of analyzed 101 EE.] 5b Th 116 18
:lpéti.men: {C8F)
Total ol :péi.":m.mu 35 (34 6%) 15 (31.2%) 21 (F7.5%) 6 (37.1%) 2 (189D T (38.8%)
with E30 isolating
{izalation rala)
Nucleolide identity (%) 07 500 3 i -0 0 6. 0086 4 G- B O5.0-0d 3 fd 50 4
among Balates
Amino acld identity (%) 05 5006 07 B0 G . O-0E 2 U7 G-t G 6. 2-100 6 B0 3

among salales

Subproups within Groups I and IT were tightly
linked to the year of solation, as a high genetic rela-
twnship among solates of the same outhreak or spo-
radic cases of the same vear was evident. Dwergence
in the EJ sequences of the 19981999 isolates was
0.7-3.0%. In 2001, isclates diverged 0.8-3.6%. In
2002, genetic divergences in VP1 sequences waried
from 0.2% to 2.6%; in 2008, isolates diverped 0.6—
5.65%.

An E30 isolate from a 1999 sporadic case (06-8C-
PE-99) and all isolates from a 1998 outhreak occurred
in a smgle peographie area (Parand State) and
clustered Im a smngle subproup m Group I (Ih).
E30 VP1 sequences of 2001, 2002, and 2008, from
both sporadic cases and outhreaks, clustered topether
in three respective subgroups of Groups I and II
(Ie, Ta, and IId). Simmlar behavior was evident
in B30 smins of 2005, except for solates 27-Outhreak
5-RJO5 and 34-5C-PR-05, which shared 3.7-5.9%
nudeotide divergence when compared with other
2005 1solates,

No outbreaks were recorded in the time interval
between 2003 and 2004, whereas one E3 sporadic
case (25-3C-PR03) was identified.

All 48 E30 strains were compared with additional
Brazilian E30 stramns wolated in 2006 and 2006 from
Pard State [Castro et al., 2009]. This comparison was
performed using partial sequences of the VP1 gens
(349 nt). Isolate 39-3C-BA-07, a 2007 E30 strain from
Bahia State sporadic case, was genetically related to
the Para E30 strains (3.246% nuclectide diver-
gence). These strains clustered together in Group 1T
(see Supplemental Material 1),

Comparison Between Brazilian E30 Isolates
and Worldwide EZ30 Sequences

Phylogenetic analysis mchuded compansons of the
VP1 sequences from the 48 Brazihan E30 isolates
characterized in this study with VP1 sequences from
circulating isolates during the study period (1998
2008), representative of other countries Groups I, 11,

and Il were compared with 46 sequences from E30
isolates collected from 1994 to 2008 (Fig. 2). Compar-
isons with South American msolates were performed
separately, using partial FE30 VP1 sequences from
Argentina (420 nt).

When compared with E30 isolates circulating in
other cuntries, Brazilian isolates from both Groups 1
and IT remained as monophyletic proups. Interesting-
Iy, a 1997 TUSA E30 isolate [Oberste et al., 1999] was
genetically melated to the isolates from Group 1.
This E30 izolate diverged from Group I ssquences
2.4-5.7%.

Analysis of the partial VP1 ssquences demonstrated
that two 207 Argentinean isolates presented as close-
Iy related to isolates of Group I (6.86.0% penetic
divergence) (see Supplemental Material 2).

Amino Add Variability of E30 VP1 Sequences

E30 sequences obtaned in this study presented at
least 89.7% of similarity in VP1 amino add ssquences
(292 aa) with the Bastianm prototype strain. Brazil-
ian E30 isolates had a high degree of comservation
in the VP1 amino acid sequences with similanties
ranging from 92.6% to 100% (Tablke I,

DISCUSSION

A molecular study of genetic variahility was per-
formed to estahlish associations among complete VP 1
peme sequences of B30 strains isolated from the CSF
of aseptic menimpitis cases that occurred in Brazil
between 1998 and 2008, A total of 302 NFEV were
isolated m eell cultures during this period. Most of
the isolates (n = 177, 58.6%) were identified as E30.
These isolates were from 6 outbreaks and 51 sporadic
cases that oceurred in % Brazilian states.

The frequent presence of enteroviruses in aseptic
meningitis cases may be nfluenced by the efficency
of transmission [Oberste et al, 1999] and dissemina-
tion of these agents in to the ommumty. A contimi-
ous circulation of E30 in Brazil has been observed in
recent years. For instance, between 1998 and 2008

oL Med. Viral. DOT 100 1002 v
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Fig. L. Phylogenetic nnalysis of E3) strains based on VP1 gene nuclectide sequences (876 nt)
showing the genetic relstionships between 48 Brozilinn E30 strains isolited between 1998 and
&, ns well os the Bostionni prototype stroin and Frater and Giles stroins. The phylogenetic
tme was constructed by the Neighbor-Joining method (MEGA 4.0 program). Genetic distances were
estimnted with the Kimure-Two porometers model The numbers ot the branching nodes are the
percentage of 1,000 bootstrap replicates (percentages higher tham 75% are shown). The E21 Farina
praototype strain was inchsded as an outgroup. E30 isolntes were identified by mumber; o code
differentinting outhoeaks {Duthrenk 1-8) from sporadic ceses origin of isolate {80 locality (e
Table I for the abbrevintions of the states); mﬂthuyurd’:iu]nﬁmﬂasttm mumbers of year).
E30 prototype stmin and Frater and Giles strain sequences were retrieved from the GenBank and
identified by the noosssion mumber, nome of stroin and year of isolation. Major genetic groups and
subgroups are indicabed.
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several sporadic cases and at least seven aseptic
meningitis  outhreaks with enteroviral eticlogy
were identified. Six of them were caused by E30 [Dos
Santos et al., 2006; Kmetzsch et al., 2006].
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Phylogenetic relationships mmferred from compari-
sons of 48 E30 VP1 sequences from Brazilian isolates
from 1998 to 2008 revealed the existence of two main
distinct genetic groups that were temporally segregat-
ed and one group with two highly dvergent saquences
from sporadic cases from a same year. Sequences chis-
tering in the two main gmoups were further classified
within distinet subgroups Sepregation of sequences
within distinet subgroups was similardy related to the
time of the oecurrence of the aseptic meningitis mses,
clustering together isolates from outbreaks and
sporadic cases from different peopraphic areas. These
data sugpest distinct introductions of EW in the
Brazilian territory causing both outbreaks and
sporadic cases of aseptic memngitis,

The VP1 peme was chosen due to ks high genetic
variation and relevance for enteroviruses Immunty.
VP1 is used in molecular enteroviruses dentification,
as well as In phylogenetic studies [Oberste et al.,
1999, Kiinkel and Schreier, 2000; Savolainen et al.,
2001; Bailly et al, 2002, 2009; Palacios et al.,
2002; Racaniello, 2007]. With the widespread applica-
tion of phylogenetic analysis, it s feasible to study ge-
netic diversity, with subdivision in subgroups or
lineages and tracing genetic ties between viral strains
[Page and Holmes, 1998]. Genetic melationships
among EM) strans from Brazil and the Bastianni pro-
totype srmin established in this study concur with
reports from other countries [Bailly et al., 2000h,
2002; Mirand et al, 2006]. Divergence in pairwise
comparisons among E30 smins ranged from 0.2% to
13.8%. Similar results were described previously
[Oberste et al., 199%; Caro et al., 2001; Savolainen
et al., 2001].

Subgroups of Groups I and IT were related to the
year of isolation. This was confirmed by the low
valies of divergences between the isclates m 2001,
2002, and 2008. These results demongmting high
penotic similarities among E30 isolates within the
same outhbreak are consistent with the hterature
[Goen et al., 1996; Bailly et al., 2009]. Isclates from
1998 and 1999 clustered in a single subgroup within
Group I (Ib) and may have a common ancestor.

The results sugpest that a simultaneous circulation
of at least two different E30 variants in Brazl

Fig. 2. Phylogenetic annlysis of E3 stroins based on V1 nuckea-

tide sequences (876 nt) showing genetic relationships between 48
Brazilinn B30 strains isolnted between lﬂmﬁmiﬂ:’mp I IL
uﬂﬂﬂ,uwuﬂuﬂuﬂa:ﬁmm*iutn min, the Frater mnd
Giles struins and 48 isolates from Kﬂg muntries: Australin
(AUS), Austrin {AUT), Bohmin (BHH), Belirus (BLE) ium
(BEL), Chinn {CHN}, Colombin (C0L), Denmark (ONE),
{FIN}, France (FHA 't-'nrma:l;l,r (DEL, Israel (I5H), H.IIJ}!' {ITAp,
Netherlonds (NLD), Poland (POL), Hussin (HUS), Sweden (SWE),
Toiwan (TWHN), Ukmine (UKH), United States of America (U540,
nnd Uszhekistan (UZH). Phylogenstic remnstruction pprameters and
identifiention of E30 isolites were similor o those detuoiled in
Figure 1. The E2]1 Farima proto stroin wos induded 55 an out-
group. EA) sequences retrieved the GenHank were identified
by the noosssion mumber, internntionn] three letter country code and
year of im lntion.
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oocurred in 2005, given that isolate 34-3C-PRAOS did
not duster with other molates. The peopraphical
orgin of the solates supports the hypotheas of the
co-circulating isolates m 2005 isolate 34 was from
a sporadic case from the Parand State, whereas
the remaining isolates were from an outhreak that
oocurred in the Rio de Janeiro State. Sporadic cases
are more likely to have independent origins than
outhreaks,

Three strains (35-3C-RS-06, 36-3C-R5-06, and 37-
SC-RE06) from sporadw cases that oocurred m the
Rio Grande do Sul State in 2006 were substantially
different from other E30 wsolates. They appear to have
been introduced independently in Brazil,

The clustering pattern of 39-SC-BA07, an isolate
from the Bahia State inm 2007 and Para E30 strains
clearly sugpest a recent common hnking ancestor. In
peneral, E30 isolates circulating in the same period
are genetically related to each other. Group I cluster
persisted for 5 vears, whereas Group II persisted for
G years.

Furthermore, based on the close penetic relation-
ship between sequences, which presented 94-94 2%
of nucleotide sequence similarity, and by the geo-
graphical proximity between the R Grande do Sul
State and Argentina, these data also suggest that
one of the E30 isolates belonging to Group III may
have originated the E30 strains found in Argentina in
the followmg year (2007). Likewise, the lngh genetic
relationship among Group I and the 1997 USA isolate
suggests A common Origin.

Amino acid varisbibty of the E30 strains demon-
strated that they were highly similar to each other
(92.5-100% of identity). The smino add changes
and the possible bwlogical relevance have not been
investigated. These results apree with existing E30
maolecular studies [Oberste et al., 19%9; Caro et al,
2001 ; Savolainen et al., 2001; Castro et al., 2009],

Genetic diveraty in enteroviruses s relatively com-
mon and s demonstrated by the many distinet sero-
types [DeFilippis and Villarreal, 2001; Stanway et al.,
2005] and by variations within serotypes, as with E30
[Oberste et al, 199%; Kinkel and Schreier, 200
Savolainen et al., 2001; Bailly et al., 2002]. This sero-
type has been extensiwly studied worldwide and
results corroborate its genetic variabdity potential
[Kiinkel and Schreier, 2000; Bailly et al,, 2a, 2009
Savolainen et al, 2001; Palacios et al., 2002; Castro
et al., 2009],

Phylopenetic analysis allowed the penetic character-
ization of 48 E30 VP1 sequences representative of
aseptic meningitis cases from almost all Brazilian
regions during a 10-year period. The knowledge ac-
quired by this study may have sipnificant relevance
for understanding E30 behavior in terms of spread,
circulation, transmission, and persistence In sscepti-
ble populations. During the progress of this study, a
paper reporting the genetic relationship among five
E30 isolates using partial VP1 sequences from the
Para State (Northern Brazil) was published [Castro
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et al, 20047 the sequences of these five solates were
inchided in the analysis,
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ABSTRACT

Flaviviruses are some of the etiological agents involved in aseptic meningitis and
meningoencephalitis cases. West Nile virus (WNV) is a worldwide emerging flavivirus,
commonly involved in outbreaks and epidemics of neuroinvasive diseases. Due to its rapid
spread in Americas and ecological conditions, WNV can be already circulating in Brazil, or it
can be imported at anytime. Neutralizing antibodies to this virus were recently detected in
horses, but its circulation among humans in Brazil is still unclear. In this study the potential
etiological role of flaviviruses in aseptic meningitis and meningoencephalitis cases in Brazil
was analyzed. Semi-Nested PCR and conventional PCR assays were developed in order to
amplifying flavivirus genomic sequences in 208 CSF. The primers designed for both
techniques showed to be useful tools to detect flavivirus used as positive controls. In CSF
analyzed, no flavivirus was found using both strategies. These findings suggest the absence of
viruses such as WNV, JEV and SLEV in the specimens analyzed. With regards to WNYV,
Brazil seems to remains free of it. Nevertheless, the hypothesis of its silent circulation cannot
be excluded. It is intended to continue monitoring and improving techniques for identifying
WNYV and other flaviviruses in such cases.

KEYWORDS
Flavivirus, WNV, Semi-Nested-PCR, PCR, Aseptic Meningitis, CSF.
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INTRODUCTION

Acute viral neuroinvasive infections affect worldwide population in a sporadic,
endemic and/or epidemic way, keeping active the viral circulation. The vast majority of these
cases are constituted of aseptic meningitis and encephalitis. Non-Polio enteroviruses represent
the main etiological agents of aseptic meningitis, being responsible for over 80% of cases in
which the etiological agent is identified (Pallansch & Roos 2001).

Besides enteroviruses, flaviviruses are also described as etiological agents of aseptic
meningitis and meningoencephalitis (Burke & Monath 2001, Chadwick 2005, Kuwayama et
al. 2005, Kopel et al. 2011, Barzon et al. 2009, Feki et al. 2005, Gyure 2009). In terms of
mortality and severity of symptoms, aseptic meningitis and meningoencephalitis caused by
some flaviviruses and herpesviruses are the most relevant (Chadwick 2005).

There are many reports of cases, outbreaks and epidemics caused by flaviviruses as
West Nile virus (WNV) (Julian et al. 2003, Nash et al. 2001, O’Leary et al. 2004) and St.
Louis encephalitis virus (SLEV) (Jones et al. 2002, Spinsanti et al. 2008) in Americas. In
Brazil, there is a description of cases of meningoencephalitis due to SLEV (Morais Bronzoni
et al. 2005).

Flaviviruses are enveloped spherical viruses, belonged to Flaviviridae family,
Flavivirus genus, whose genome consists of positive-sense and single stranded RNA (Burke
& Monath 2001). They are maintained in nature by transmission cycles between mosquitoes
as vectors and bird as host and reservoir. Transmission to incidental hosts as humans and
horses occurs predominantly after a bite from an infected mosquito (Davis et al. 2006).
Abundance of mosquitoes of the Culex genus, common vectors for flaviviruses, and the
intense flow of migratory birds from northern hemisphere to the southern (Rappole et al.
2000) enable tropical regions to massive transmission of these viruses and consequently the
diseases they cause.

WNV is included in Japanese Encephalitis Serocomplex, a group of antigenically
related flaviviruses also composed by Japanese encephalitis virus (JEV), SLEV and Murray
Valley encephalitis virus (MVEV). These viruses share the ability of being neuroinvasives,
demanding particular attention (Burke & Monath 2001, Davis et al. 2006).

WNV is widely distributed in Africa, Europe, Australia and Asia (Kramer et al. 2007,
Barzon et al. 2009, Feki et al. 2005). Since its introduction to the United States in 1999, WNV
has become endemic in North America (Davis et al. 2006) and has been described in many
countries of Latin America and Caribbean (Komar & Clark 2006, Morales et al. 2006, Adrian
Diaz et al. 2008, Mattar et al. 2005, Bosch et al. 2007).

The confirmatory diagnosis of aseptic meningitis caused by WNV is based on the
detection of IgM or viral isolation in Cerebrospinal Fluid (CSF) and/or serum and also on
detection of viral nucleic acid in CSF by RT-PCR (Davis et al. 2006).

The isolation of WNV in horses and its serological evidence in birds was already
described in Argentina (Morales et al. 2006, Adrian Diaz et al. 2008). In Venezuela and
Colombia, seropositivity for WNV was identified in birds and horses (Mattar et al. 2005,
Bosch et al. 2007).

In Brazil, to date, there is no confirmation of WNV circulation. However, due to its
rapid spread in Americas and taking into account the ecological conditions, the absence of
WNV in Brazil is surprising (Chavez & Figueiredo 2006, Figueiredo 2007). Neutralizing
antibodies to this virus were recently detected in sera from horses of the Brazilian Pantanal
(Pauvolid-Corréa et al. 2011).

The Enterovirus Laboratory, as reference center for aseptic meningitis cases, receives
CSF specimens from many Brazilian states for diagnosis. However, some of these cases
remain with unknown etiology.
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The present study aims to begin the establishment of an active laboratorial WNV
surveillance, describing two PCR-based strategies to detect the presence of flaviviral RNA in
CSF from aseptic meningitis and meningoencephalitis cases in an easy and fast way.

MATERIALS AND METHODS
Patients and Clinical Specimens

In this retrospective study, 208 CSF provenient of aseptic meningitis and
meningoencephalitis cases occurred in 2008-2009 were analyzed.

The CSF specimens were received from the following states: Bahia (51 CSF), Rio de
Janeiro (33), Parana (27), Minas Gerais (25), Piaui (19) and Distrito Federal (18). They were
previously tested by viral isolation and molecular detection for the presence of Enterovirus
and were negative.

RNA Extraction and cDNA Synthesis

Flaviviral RNA potentially present in CSF was extracted with the QIAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen) and subjected to cDNA synthesis using High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems), according to the manufacturer’s instructions.

Primer Design and Optimization of Amplification

Semi-Nested-PCR and conventional PCR were developed and optimized towards
amplifying specific sequences of WNV and other flaviviruses in CSF specimens.

The primers of both assays were designed to amplify the NS5 gene, which is known to
be highly conserved among the flaviviruses. Their nucleotide sequences, locations of
hybridization within the viral genomes and the sizes of amplicons are in Table I. Primers
sequences were defined based on multiple alignments of flavivirus genomes, including WNV,
JEV, SLEV, Dengue Virus (DENV), Yellow Fever Virus (YFV), Ilheus Virus, Bussuquara
Virus and Rocio Virus.

The standardization of both techniques involved the optimization of amplification,
being tested annealing temperature gradients (42°C to 56°C), variations in the number of
cycles (30-35) and different primers concentrations (15 to 150uM). In these tests were used
flavivirus samples, scored as positive in routine assays in Flavivirus Laboratory
(IOC/FIOCRUZ).

Semi-Nested -PCR

The Semi-Nested-PCR was performed as follows: The first round was carried out
using the outer primers F1 and R1; in the second round, were used the same reverse primer
R1 and the nested forward primer, F2. The reaction mix consisted of 12,5ul of GoTaq® Green
Master Mix (Promega), 15uM of each primer, 3ul of cDNA and PCR Water (distilled RNAse
and DNAse free Water - Gibco) up to 25ul. Two microliters of amplified product were used
as a template in the second round of the reaction. The PCR conditions was identical for both
rounds and consisted of an initial denaturation at 95°C for 3 min, 35 cycles of denaturation at
95°C for 30 sec, annealing at 52°C for 45 sec, and extension at 70°C for 1 min. A final
extension step of 7 min at 70°C was added. Each set of reactions included positive and
negative controls. Amplicons were analyzed by electrophoresis in a 10% acrylamide gel
stained with ethidium bromide (0.5 mg/ml) and were visualized and scanned in a photo-
documentation UV-based system (BioRad).

The samples were also subjected to attempts to reamplification, using 1 pl of the
amplified products on the second round in news PCR reactions, using the same primers (R1
and F2) and under the same conditions of the first reactions.
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Conventional PCR

For the Conventional PCR, reaction mix consisted of 12,5ul of GoTaq® Green Master
Mix (Promega), 25uM of primers FlaPCRR and FlaPCRF, 3ul of cDNA and PCR Water up
to 25ul. Initial denaturation at 95°C for 3 minutes was followed by 34 cycles of 95°C for 30
sec, 42°C for 45 sec and 70°C for 55 sec; a final extension step of 7 minutes at 70°C was
added. Each set of reactions included positive and negative controls. Amplicons were
analyzed by electrophoresis in a 10% acrylamide gel stained with ethidium bromide.

The samples were also subjected to attempts to reamplification, using 1 pl of the
amplified products in news reactions, using the same primers (FlaPCRR and FlaPCRF) and
under the same conditions of the first reactions.

Confirmation of Flavivirus Detection

Samples presenting bands too nearby the expected size on the acrylamide gel
(indeterminate result) in the Semi-Nested and in the conventional PCR were confirmed by
nucleotide sequencing, employing the BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction kit (Applied Biosystems) and the respective PCR primers.

Ethical Aspects

All experiments were performed in compliance with the relevant laws and institutional
guidelines and in accordance with the ethical standards of the Declaration of Helsinki. The
institutional committee CEP-IPEC/ FIOCRUZ approved the experiments.

RESULTS

The optimal Semi-Nested-PCR conditions were determined, with 52°C of annealing
temperature, 35 cycles and 15uM of primers F1, R1 and F2.

For Conventional PCR, optimization of amplification was achieved with 42°C of
annealing temperature, 34 cycles and 25uM of each primer (FlaPCRR and FlaPCRF). No
nonspecific amplification was detected in the assays.

The primer pairs used in Semi-Nested-PCR as well as in conventional PCR
consistently amplified flaviviruses samples used as positive controls of reactions sets, yielding
readily detected amplicons in acrylamide gels (Figs. 1 and 2). These primers schemes proved
to be suitable for detection of WNV and other flaviviruses.

Of the 208 CSF analyzed using Semi-Nested-PCR, 199 were clearly negative and 9
were indeterminate. Thereafter, Conventional PCR confirmed negative results for 204 CSF,
while 4 were indeterminate. There was no change in the results with the attempts to
reamplification.

The indeterminate samples were submitted to partial sequencing for confirmation. All
sequences obtained resembled to human genome in BLAST comparisons and were considered
as negative.

Thus, in CSF specimens provenient of aseptic meningitis and meningoencephalitis
cases analyzed, no flavivirus specific nucleic acid was found using both strategies.

DISCUSSION

The purpose of this study was to analyze the potential etiological role of flaviviruses
as WNV and others in aseptic meningitis and meningoencephalitis cases in Brazil. The
association of WNV with neuroinvasive diseases has been widely investigated in several
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countries (Kopel et al. 2011, Barzon et al. 2009, Feki et al. 2005, Gyure 2009, Morgan 2006),
but in Brazil there is no systematic surveillance policy for these viral agents in such cases.

With the growing volume of international travel and commerce, pathogenic
microrganisms can easily move between continents (Nash et al. 2001). The risk of unexpected
cases of imported diseases justifies measures of clinical, laboratorial and environmental
surveillance to avoid their dissemination. This study contributes on this regard.

The CSF specimens were received in Enterovirus Laboratory, provenient of south,
southeast, Northeast and west-central Brazilian regions. They were tested for the presence of
Enterovirus and presented negative results.

WNYV is a worldwide emerging virus, being commonly involved in outbreaks and
epidemics (Davis et al 2006, Gyure 2009, Julian et al. 2003, Nash et al. 2001, O Leary et al.
2004, Feki et al. 2005).

WNV is spreading in South America and, in this context, it can be already circulating
in Brazil, or it can be imported at anytime, leading to important implications for public health
(Morales et al. 2006, Adrian Diaz et al. 2008, Mattar et al. 2005, Bosch et al. 2007).

A recent study reported serological evidence of WNV in Brazilian territory (Pauvolid-
Corréa et al. 2011) but its circulation in humans is still unclear. Thus, a continuous and
effective countrywide WNV surveillance in these cases is indispensable. United States, Italy,
Israel, England and Wales are examples of countries with implemented WNV surveillance
programmes in humans, dead birds, mosquitoes and horses (CDC 2010, Kopel et al. 2011,
Morgan 2006, Barzon et al. 2009).

The primers pairs designed for the two molecular approaches described in this report
successfully amplified the partial genome of flavivirus samples used as positive controls,
showing to be useful tools to detect Flavivirus in a few hours. This is particularly relevant
considering the imminent entry of WNV in Brazil.

PCR-based assays has been widely used to detect WNV nucleic acid from human
clinical specimens, field-collected mosquitoes, and avian samples (Burke & Monath 2001,
Morais Bronzoni et al. 2005, Re et al. 2008, Feki et al. 2005, Lanciotti et al. 2000).

Application of Semi-Nested and Conventional PCR to detect flaviviruses in CSF did
not reveal any evidence of flavivirus nucleic acids in these samples. Thirteen samples were
considered indeterminate for having bands nearby the expected size. However, it was not
confirmed by sequencing. Indeterminate results may have occurred by the degeneration of the
primers, which allows its binding in some locations in the human genome similar to those in
flavivirus genome. Further investigation is required in order to clarify the etiology of these
cases.

These findings suggest the absence of flaviviruses such as WNV, JEV or SLEV in the
CSF analyzed. With regards to WNYV, Brazil seems to remains free of it. Nevertheless, current
absence of WNV causing meningitis and meningoencephalitis cases does not exclude the
hypothesis of its silent circulation or its maintenance only in birds and horses in Brazil.

In fact, this virus may already be in the country, but the lack of a WNV surveillance
program on a national scale and clinical characteristics of WNV impedes definitive
conclusions on this issue. The similarity of the symptoms among WNYV infections and dengue
fever may causes mistakes in clinical diagnosis and certainly leads to underestimation of these
cases number. Moreover, 80 % of WNV-infected individuals are asymptomatic,
approximately 20% develop the West Nile fever, a mild febrile flu-like illness and less than
1% develops West Nile neuroinvasive diseases (Davis et al. 2006, Mackenzie et al. 2004). In
tropical regions, particularly, severe neurological diseases are rare in WNV infections. Some
reasons for this low morbidity are reduction in virus loads by a mechanism involving antibody
cross-reactivity in individuals previously infected with DENV or YFV, for example, and other
factors associated with hosts or the environment (Chavez & Figueiredo 2006, Gyure 2009).
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In Italy, surveillance of suspected cases of WNV infection and retrospective
investigation of cases of meningoencephalitis of unknown etiology led to the identification of
six patients with WNV neuroinvasive disease (Barzon et al 2009). Thus, WNV and also other
flaviviruses, as JEV and SLEV, should be seriously considered in the differential diagnosis of
aseptic meningitis and meningoencephalitis in Brazil.

In spite of the inherent sensitivity, specificity and robustness, PCR might have been
insensitive to detect flaviviral RNA in CSF. In patients with West Nile neuroinvasive disease,
this method was 100% specific but relatively insensitive compared with detection of WNV
IgM in CSF (Lanciotti et al. 2000). On the other hand, serologic diagnostic methods have the
disadvantages of nonspecificity, due to cross-reactivity among related flaviviruses, and the
long time required by the PRNT assay, which could confirm the diagnosis (Lanciotti et al.
2000, Spinsanti et al. 2008).

Negative results for WNV found in this study agree with other previous results in
Brazil (Chavez & Figueiredo 2006; Soares et al. 2010) and points to the need for additional
studies on WNV. Even without a positive result, analyzing 123 CSF in England and Wales,
Morgan (2006) highlighted the relevance of a structured WNV surveillance system.

This was a preliminary study. It is intended to continue monitoring and improving
techniques for identifying WNV and other flaviviruses in aseptic meningitis cases in Brazil.
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ABSTRACT

Enteroviruses are the main etiologic agents involved in outbreaks and sporadic cases
of aseptic meningitis. Viral isolation in permissive cells is a traditional method for diagnosis,
but it is time consuming and may be unsuccessful due to low viral titers and because some
enteroviruses do not replicate in routine cell cultures. Therefore, molecular techniques are
increasingly being used for detection of these agents. In the present work, 267 cerebrospinal
fluid (CSF) samples from aseptic meningitis and meningoencephalitis cases, received between
2008 and 2009, were tested by RT-PCR. These clinical samples presented negative results for
virus isolation in cell culture. Enterovirus genome was detected in 59 CSF samples (22.1%).
These results were confirmed by partial nucleotide sequencing. Some aspects of the patients
included in this study were analyzed. Their ages ranged from four days to 72 years.
Approximately 48% of patients were under 12 years old and there was no predominance
regarding gender. Direct detection of the enterovirus genome from CSF shows to be
appropriate in order to increase the chance of enterovirus detection in CSF samples from
aseptic meningitis and meningoencephalitis cases. A new workflow is discussed.
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INTRODUCTION

Meningitis and meningoencephalitis are acute infections involving the central nervous
system whose the main etiology is viral, and enteroviruses are responsible for more than 80%
of the cases (Pallansch & Roos 2001). Different serotypes of enteroviruses, such as echovirus
4 (E4), E6, E13, E30 and coxsackievirus BS5, are involved in outbreaks and sporadic cases of
aseptic meningitis around the world (Choi et al. 2010; Dos Santos et al. 2006; Grenén et al.
2008; Hayashi et al. 2009; Julia et al. 2009; Kmetzsch et al. 2006; Mirand et al. 2008; Papa et
al. 2009; Tavakoli et al. 2008; Thoelen et al. 2003).

Enteroviruses belong to Picornaviridae family, are spherical and non-enveloped
viruses, with a genome consisting of a positive-sense single-stranded RNA. The 5' terminal
untranslated region (5' UTR) is highly conserved and is useful for molecular identification
purposes of the enterovirus genus (Pallansch & Roos 2001; Racaniello 2001).

The diagnosis of aseptic meningitis can be carried out by several laboratorial
techniques associated with clinical findings. Viral isolation in cell culture is a traditional
method and it is still considered the gold standard method of diagnosis of enterovirus (WHO
2004). This methodology, however, may require up to 10 days for a positive result (Lee &
Davies 2007; Pallansch & Roos 2001). In addition, virus isolation may be unsuccessful due to
low viral titers in some clinical samples and also owing to the fact that some viral agents, such
as Coxsackievirus A, does not replicate in routine cell cultures (Ishiko et al. 2002; Jaques et
al. 2003; Santos et al. 2002).

Currently, molecular techniques have been increasingly used for detection of these
agents in Cerebrospinal Fluid (CSF), such as RT-PCR, nested PCR, real-time PCR, multiplex
PCR and nucleotide sequencing (Archimbaud et al. 2004; Brown et al. 2003; Heim &
Schumann 2002; Jacques et al. 2003; Lee et al. 2002; Leitch et al. 2009; Nix et al. 2006;
Oberste et al. 1999, 2006; Verstrepen et al. 2002). These methods are more sensitive,
compared to cell culture, allowing the detection of a small number of copies of the viral
genome present in clinical specimens, besides to presents high specificity and speed
(Benschop et al. 2010; Jaques et al. 2003; Oberste et al. 1999; Ooi et al. 2010).

This study aimed the detection of the enteroviral genome in CSF specimens which
presented negative results regarding virus isolation in cell culture.

MATERIAL AND METHODS
Clinical Specimens

We analyzed 267 CSF samples from patients of several locations in Brazil with
clinical diagnosis of meningitis or meningoencephalitis of viral etiology, during 2008 and
2009. All samples were previously tested in the laboratory for the presence of enterovirus in
RD and HEp-2 cell cultures, presenting negative results.

All experiments were performed in compliance with the relevant laws and institutional
guidelines and in accordance with the ethical standards of the Declaration of Helsinki. The
institutional committee CEP-IPEC/ FIOCRUZ approved the experiments.

Extraction of Viral RNA and cDNA Synthesis

Enteroviruses potentially present in the CSF samples had their RNA extracted using
the QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, NRW, Germany), according to the
protocol provided by the manufacturer. The cDNA was synthesized using the High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), from 10 pl of
RNA extracted.
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Molecular Detection of Enterovirus

A pair of primers (EVF = 5'-CTC CGG CCC CTG AAT GCG GCT A-3' and EVR=
5'-ATT GTC ACC ATA AGC AGC C-3'), which flank a fragment of 153bp of the 5' UTR, a
conserved and common to the genomes of all known human enteroviruses was used for
genomic amplification. This pair of primers is used routinely in the Enterovirus Laboratory
for the molecular diagnosis of enterovirus (Dos Santos et al. 2006).

Four microliters of cDNA were added to the PCR mix, composed of 50 uM EVR, 50
uM EVF, 12.5 ul of GoTaq Green Master Mix (Promega, Fitchburg, WI, USA) and PCR
water to a final volume of 25 pl. PCR was performed with a prior denaturation step of 3 '/ 95°
C and 35 cycles of 45 "/ 95° C, 45" / 55° C and 45 "/ 70° C with a final extension of 7'/ 70° C
in a thermocycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
The visualization of the PCR amplified products, after staining with ethidium bromide 0.1
pg/ml, was done by electrophoresis on 10% acrylamide gels, using the 50bp marker
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The amplified products were visualized and scanned with
the Universal Hood II Photo-Documentation System with UV light (BioRad, Hercules, CA,
USA).

Confirmation of Enterovirus Detection by Nucleotide Sequencing

Cycle-sequencing reactions were performed using 100 ng/ul of gel-extracted positive
PCR products obtained with primers EVF/EVR, using the ABI BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The
nucleotide sequence analysis to confirm the virus identity was carried out by comparison with
the GenBank database using BLASTn program (Altschul et al. 1990).

Analysis of Patients Profiles

Some aspects of the patients included in this study, as state of origin, age and gender,
were analyzed. The following age groups were defined: <1 year, 1-6 years, 7-12 years, 13-17
years, 18-30 years, 31-45 years and > 46 years.

RESULTS
Molecular Detection of Enterovirus

RT-PCR technique carried out from CSF extracted RNA was able to detect
enteroviruses in 59 samples of the 267 CSF analyzed (22.1%). All enterovirus positive
samples had their results confirmed by nucleotide sequencing. When compared with other
sequences available at GenBank, all sequences were identified as partial 5> UTR of
enterovirus.

Analysis of Patient Profiles

Among the 267 patients included in this study, 121 (45.3%) were female and 146
(54.7%) were male. The distribution of cases by state of origin, by age and gender is shown in
Table 01.

In the analysis of age groups, almost 10% of patients still had not completed one year
of age and 24.3% had between two and six years. In addition, 21 patients (7.9%) were older
than 46 years. The age of patients was, on average, 36 years, ranging from four days old to 72
years. The age of 52 patients (19.4%) was not informed.

Regarding the distribution by state of origin, 35.2% of patients were from Bahia State,
21%, from Rio de Janeiro and 11.6%, from Parana.
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DISCUSSION

The objective of this study was to improve the laboratorial performance of the
enterovirus-related meningitis and meningoencephalitis diagnosis by searching the presence
of enterovirus RNA directly from patient CSF specimens. The dynamics of the currently
methodology of diagnosis involves virus isolation attempts in cell cultures from clinical
specimens such as feces, CSF and rectal swab. The cell lines currently used are permissive for
most recognized enteroviruses (WHO 2004). Nowadays, regardless of the type of clinical
sample, the molecular identification of enterovirus is performed only when a typical
cytopathic effect in cell culture is present.

In a study conducted among 1998 and 2003 in Brazil, the isolation rate of
enteroviruses from cases of aseptic meningitis was 15.8% (Dos Santos et al. 2006). Even
using molecular diagnostic methods, the percentage of cases with unknown etiology is still
considerable. This high rate of unexplained cases may be due to some factors such as
problems in storage, transport of CSF and low sensitivity of cell cultures used, which may not
be suitable for the isolation of some viral agents (King et al. 2007).

In the present study, we analyzed 267 CSF samples received between 2008 and 2009,
which presented cell culture negative results for enterovirus. After RNA extraction from CSF
and cDNA synthesis, enterovirus group-specific PCR was performed. The positivity rate
found (22.1%) shows that the direct RNA detection from CSF is appropriate for an increased
possibility of enterovirus detection in this type of clinical specimen.

PCR carried out in this study amplifies 153 bp of the 5' UTR of enterovirus genome
using regular primers. This type of primer has a smaller chance to hybridize to nonspecific
sites at viral genome. The choice of a conserved genome region coupled with the use of this
type of initiator and the RNA extraction method contributed for the good performance of the
detection.

Some aspects of epidemiological relevance of the patients were analyzed. Their ages
ranged from four days to 72 years. Approximately 48% of patients were under 12 years old
and there was no predominance regarding gender. These results confirm the epidemiological
characteristics of aseptic meningitis patients reported in another study in Brazil (Dos Santos et
al. 2006).

Considering that all samples used in this study were negative for virus isolation, it was
possible to compare the performance of the direct extraction of CSF and virus isolation in cell
culture for recovery of viral nucleic acid and its subsequent molecular detection.

The use of cell culture systems for isolation is a useful and reliable tool for enterovirus
isolation and for increase of viral titer. Besides, the isolated virus can be preserved for future
studies. However, in the current context which demands higher sensitivity and speed of
diagnostic tests, the RT-PCR can be extremely useful to detect enterovirus in CSF without the
need of cell culture.

Many studies report that the detection of enterovirus by PCR is more sensitive than
cell culture-based tests, besides being faster and able to detect viruses which do not replicate
in cultures (Benschop et al. 2010; Iturriza-Gémara et al. 2006; Nigrovic & Chiang 2000;
Shoja et al. 2007; Van Doornum et al. 2007; Verstrepen et al. 2001). Buxbaum and colleagues
(2001) also found greater positivity rates of enterovirus in CSF using the RNA extraction
followed by RT-PCR compared to virus isolation in cell culture. This author suggests the use
of both methods for the detection of enteroviruses.

In a study conducted by Santos and colleagues (2002), 15% of stool samples
previously negative for virus isolation in cell culture were positive for enterovirus by RT-
PCR, while Shoja and colleagues (2007), found a rate of 10%. Perhaps this lower proportion
of positivity compared to the found in the present study (22.1%) is due to the easiness of virus
isolation from stool samples in relation to the CSF. Due to the nature of the clinical
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specimens, the use of viral RNA extraction directly from CSF may be more efficient than in
fecal samples.

Direct detection of enterovirus RNA in CSF samples can improve the laboratorial
diagnosis of enterovirus and be supportive for the aseptic meningitis and meningoencephalitis
surveillance in Brazil. This methodology could be applicable specifically to CSF samples, in
which low viral titers are expected, and also in outbreaks, where rapid results are required so
that public health actions and epidemiological surveillance can be taken, in order to prevent
the virus spread and disease transmission in the population. In an alternative to the traditional
workflow, CSF samples would be subjected to direct extraction of RNA followed by RT-PCR
alongside with a passage in cell culture attempting virus isolation. Thus, samples with high
viral titer would have the positive result defined in a shorter time, not requiring a second
passage. Negative samples in the first passage and RT-PCR would follow the current
algorithm used by the Enterovirus Laboratory for viral isolation and subjected to a second
passage, in order to minimize the possibility of false-negative results.

In addition to the above epidemiological implications, the rapid diagnosis is crucial for
the patient because it reduces the unnecessary use of antibiotics and hospitalization, and also
for the health system, once it leads to a reduction in the cost of the patient to health services
(Brasil 2009; Buxbaum et al. 2001; Nigrovic & Chiang 2000; Oberste et al. 1999; Shoja et al.
2007; Verstrepen et al. 2001).

The knowledge generated from this study provide technical-scientific basement to
justify increased investments in diagnostic methods for aseptic meningitis in Brazil and to
stimulate new advances in the diagnosis of enterovirus.



