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RESUMO

A doenca diarréica aguda (DDA) ou gastrenterite aguda (GA) € uma sindrome
causada por diferentes agentes etiolégicos (virus, bactérias e parasitas), cuja
manifestacdo predominante é o aumento do numero de evacuagbes, com fezes
aquosas, podendo trazer sintomas mais graves dependendo do quadro infeccioso. A
DDA é a principal causa de mortalidade entre criangas menores de cinco anos de
idade, devido ao grave quadro de desidratacdo causado, algo que se agrava em
regides que carecem de saneamento basico e assisténcia médica. Os Rotavirus do
grupo A (RVA) sao importantes responsaveis por um ter¢co dos casos de DDA em
neonatos e lactantes. Por isso em 2006, a Organizacdo Pan Americana da Saude
(OPAS) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declararam como prioridade nas
Américas a vacinacgao contra o RVA nos Programas Nacionais de Imunizacgdo (PNI),
com a meta de prevenir mortes e hospitalizagcbes causadas por este agente viral
causador de mortalidade e morbidade nas Américas. No Brasil foi introduzida a
vacina monovalente Rotarix® (Vacina Oral Rotavirus Humano: VORH, chamada de
RV1), e apesar das hospitalizacbes e mortalidade infantii terem sido
significantemente reduzidas ap0s sua insercéo, casos de DDA continuam ocorrendo
mesmo em criangas vacinadas, algo que pode estar relacionado a recombinacéo
genética do RVA, a susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo ou a um virus
gastrentrico emergente estar assumindo o lugar do RVA como grande causador de
DDA. Dentro deste panorama, este trabalho é parte de um projeto maior que tem
como objetivo principal identificar os virus causadores de DDA, em uma coorte de
criancas de 0 a 5 anos atendidas no Hospital da Crianca Santo Anténio (HCSA) do
estado de Roraima, em Boa Vista, buscando identificar se ha a ascensdo de outro
virus causador de DDA e evidenciar o funcionamento do PNI numa regido com
diversos locais indigenas de dificil acesso e grande fluxo de imigrantes. Neste
projeto maior foram incluidas amostras de criancas com quadro de infecgéo
respiratéria aguda (IRA), da mesma faixa etaria, como um grupo controle. Além
disso, os resultados de deteccdo de RVA e norovirus, assim como o perfil de RV1
vacinal das criangas foram considerados. Essa dissertacdo apresenta os resultados
da pesquisa dos Adenovirus (HAdV) e Bocavirus (HBoV) humanos, ambos
causadores tanto de DDA como de IRA e do Sapovirus humano (SaV), este ultimo

considerado virus emergente causador somente de DDA. Um método de quantitative



polymerase chain reaction (gPCR) duplex foi padronizado para a deteccao
simultdnea de HAdV e HBoV em amostras de fezes e saliva, e a frequéncia destes
virus foi determinada. Para ambos os grupos de criancas com DDA e IRA a
frequéncia detectada foi similar, no entanto maior para HAdV (DDA 33,6%; IRA
39,8%) do que para HBoV (DDA 14,2%; IRA 14,1%). A genotipagem das amostras
de HAdV e HBoV positivas apresentou uma grande diversidade de genétipos para
HAdV, como HAdV53 e HAdV56 entre outros em amostras de criancas tanto com
DDA como IRA. Uma alta frequéncia de HBoV1 em amostras de criangcas com DDA
foi detectada e ao contrério, HBoV2 foi mais frequente em amostras de criangas com
IRA. Os gendtipos identificados tanto de HAdV como HBoV foram detectados tanto
em fezes quanto em saliva, e a presenca de RNA mensageiro de HBoV1 em trés
amostras de criangas com DDA evidenciou este genotipo como um causador de
DDA neste grupo de criangas. O SaV humano foi detectado em fezes de criancas
com DDA e IRA por meio de reverse transcriptase quantiative polymerase chain
reaction (RT-gPCR) a uma frequéncia similar nosdois grupos, poréem menor (DDA
7,2%; IRA 6,8%), em comparacdo aos HAdV e HBoV, indicando que estes virus

podem estar circulando no grupo de criangas estudado, mesmo sem causar DDA.

Palavras-chave: Doenca Diarréica Aguda. Infeccdo Respiratéria Aguda. Roraima.

Controle Epidemioldgico. Vacina Rotavirus A.



ABSTRACT

Acute diarrheal disease (ADD) or acute gastroenteritis (AG) is a disease caused by
different etiologic agents (viruses, bacteria and parasites), whose manifestation is
predominant or increases the number of bowel movements, with watery stools,
offering more serious risks. ADD is the main cause of mortality among children under
five years of age, due to the severe condition of dehydration caused, something that
worsens in regions that need basic sanitation and medical assistance. Group A
rotaviruses (RVA) are important co-responsible for one of the cases of ADD in
neonates and nursing mothers. Calculated in 2006, the Pan American Health
Organization (PAHO) and the World Health Organization (WHO) declared
vaccination against RVA in the National Immunization Programs (NIP) a priority in the
Americas, with a goal of preventing deaths and hospitalizations caused by this viral
agent that causes mortality and morbidity in the Americas. In Brazil, the Rotarix®
monovalent vaccine (Oral Human Rotavirus Vaccine: OHRV, called RV1) was
introduced, and although hospitalizations and infant mortality have been significantly
reduced after insertion, ADD cases continue to occur even in vaccinated children,
something that can be related to the genetic recombination of RVA, the susceptibility
of the host to infection or to an emerging gastrenteric virus to be taking the place of
RVA as a major cause of ADD, in addition, some regions such as the north of the
country do not suffer difficulties in attending by NIP, due to difficult access and lack of
necessary resources. Within this panorama, this work is part of a larger project
whose main objective is to identify the viruses that cause ADD, in a cohort of children
aged 0 to 5 years attended at the Hospital da Crianca Santo Anténio (HCSA) in the
state of Roraima, in Boa Vista, seeking to identify if there is the rise of another virus
that causes ADD and to show the functioning of the PNI in a region with several
indigenous places of difficult access and a large flow of immigrants. This study also
included samples of children with acute respiratory infection (ARI), of the same age
group, as a control group.In addition, the results of detection of RVA and norovirus,
as well as the vaccine RV1 profile of children were considered. This dissertation
presents the results of the research of the human Adenovirus (HAdV) and Bocavirus
(HBoV), both of which cause both ADD and ARI and human Sapovirus (SaV), the



latter considered an emerging virus that causes ADD. A duplex quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) method was standardized for the simultaneous
detection of HAdV and HBoV in stool and saliva samples, and the frequency of these
viruses was determined. For both groups of children with ADD and ARI the detected
frequency was similar, however higher for HAdV (ADD 33.6%; ARI 39.8%) than for
HBoV (ADD 14.2%; ARI 14.1%). The genotyping of positive HAdV and HBoV
samples showed a great diversity of genotypes for HAdV, such as HAdV53 and
HAdV56 among others in samples from children with both ADD and ARI. A high
frequency of HBoV1 in samples from children with ADD was detected and,
conversely, HBoV2 was more frequent in samples from children with ARI. The
identified genotypes of both HAdV and HBoV were detected in both feces and saliva
and the presence of messenger RNA HBoV1 in three samples of children with ADD
showed this genotype as a cause of ADD in this group of children. Human SaV were
detected in the feces of children with ADD and ARI by reverse transcriptase
guantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR) at a similar frequency in these two
groups, but lower (ADD 7.2%; ARI 6.8%), indicating that these viruses they may be

circulating in the group of children studied, even if they do not cause ADD.

Keywords: Acute Diarrheal Disease. Acute Respiratory Infection. Roraima.

Epidemiological Control. Rotavirus A vaccine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencadiarréica aguda

A doenca diarréica aguda (DDA) ou gastrenterite aguda (GA) é a doenca mais
comum no mundo todo, sendo caracterizada pelo aumento do numero de
evacuacoes, com fezes liquidas e de pouca consisténcia, devido a inflamacao do
trato gastrointestinal, podendo ser acompanhada de outros sintomas como dores
abdominais, febre, nduseas e sintomas mais severos dependendo da gravidade e do
agente etioldgico causador da infeccao, que pode ser de origem viral, bacteriana ou
parasitaria (PAYNE et al., 2013). A forma de transmiss&o pode ocorrer por via fecal-
oral, sendo caracterizada de forma direta quando transmitida entre humanos ou de
animais para humanos, e de forma indireta quando se da atraveés da ingestdo de
agua e alimentos contaminados e pelo contato com objetos contaminados. O maior
risco de transmissao esta em locais de uso coletivo como creches, escolas, hospitais
e penitenciarias (GRYTDAL et al., 2017).

Devido ao quadro de desidratacdo intensa, a DDA é uma das principais
causas de mortalidade infantil no mundo, levando a ébito mais criancas que ovirus
da imunodeficiéncia humana (HIV), a malaria e o sarampo juntos (TROEGER et al.,
2018). Embora melhorias nas estratégias de saneamento e prevencdo tenham
proporcionado uma reducédo substancial na taxa de mortalidade por DDA de 15% em
2008, para cerca de 9% em 2015, ainda ocorre o equivalente a 500.000 mortes entre
criancas menores de 5 anos anualmente no planeta (ALCALA et al., 2018), um
namero que se torna ainda mais preocupante se também for levado em conta
regides subdesenvolvidas, onde mais ocorrem casos de o6bito infantil por DDA por
conta da falta de saneamento basico, servico de assisténcia médica e fome. Nessas
regides, deve-se considerar também a escassez de dados devido ao fato de né&o
haver notificacdo sistematica em algumas regides, algo que ocorre na Africa
subsaariana e em varios outros locais no planeta (POP et al., 2014;TROEGER et al.,
2018). A figura 1 apresenta o perfil de mortalidade causado por DDA segundo a

distribuicdo mundial.
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Figura 1 - Perfil de mortalidade causado por doenca diarréica aguda segundo a

distribuicdo mundial
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Fonte: (Adaptado de DIARRHOEAL DISEASE COLLABORATORS, 2016).

1.2 Panorama da DDA no Brasil e no estado de Roraima

Em 1990 a DDA era a 82 maior causa de morte no Brasil (BRASIL, 2017).
Diante da gravidade da situacao, em 1992 foi implantado um programa de vigilancia
sentinela, denominada Monitorizacdo das DDA (MDDA), posteriormente designada
como vigilancia epidemiolégica das DDA e regulamentada pela Portaria de
Consolidacdo GM/MS n° 5, de 28 de setembro de 2017. A MDDA foi criada com o
objetivo de monitorar o perfil epidemiolégico dos casos, visando identificar de forma
antecipada surtos especialmente relacionados ao acometimento entre menores de
cinco anos, a agentes etiolégicos virulentos e epidémicos e a casos de
vulnerabilidade social, como em casos de secas, inundacdes e desastres. Desde
2006, os casos atendidos nas unidades de salde sentinelas sédo registrados no
Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemiolégica das Doencas Diarreicas
Agudas (BRASIL, 2017). Com a atuacdo da MDDA em auxilio ao sistema nacional
de saude, em 2010 a DDA passou de 82 para 302 causa de morte, apresentando
uma reducéo de aproximadamente 82%, o que corrobora a importancia e relevancia
do monitoramento dos casos de DDA (BRASIL, 2017).

Apesar dessa grande diminuicdo nos casos, a DDA ainda representa causa
alarmante de obitos, principalmente nas areas do pais onde se carece de recursos
como saneamento basico e atendimento clinico-hospitalar e hd um sistema de
notificacdo precério, caracteristicas que no cenario nacional acometem

principalmente a regido norte.
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A regido norte do Brasil é composta pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Par4, Rondbnia, Roraima e Tocantins. Ela esta localizada entre 0 macico
das Guianas (ao norte), o Planalto Central (ao sul) a Cordilheira dos Andes (a
oeste), e o Oceano Atlantico (a noroeste). Com extenséo territorial de 3.853.322,2
quildmetros quadrados, € a maior Regido do territério brasileiro (45% da area total
do pais) e estéd dentro da regido amazénica (figura 2), onde a Amazdnia pertencente
ao territério nacional (Amazénia Legal) corresponde a todos os estados supracitados
além dos estados do Maranh&@o e Mato Grosso, conforme apresentado na figura 2.
Apesar da enorme éarea territorial, o Norte é a regido menos povoada do pais, sua
densidade demogréfica conta com 4,1 habitantes por metro quadrado, sendo a
menor do Brasil (IBGE, 2011).

Figura 2 - Mapa apresentando os estados do Brasil e paises que compdem a
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Fonte: (Adaptado de Moraes et al., 2019).
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Os estados do norte apresentam problemas sociais, tais como insuficiéncia de
saneamento, altos indices de analfabetismo (atingindo cerca de 10% da populacao)
e mortalidade infantil (aproximadamente 23,5 Obitos a cada mil nascidos vivos)
(IBGE, 2015).

Também existem muitos problemas logisticos com relacdo ao atendimento e
tratamento da populag¢do, uma vez que ha muitas cidades pequenas afastadas dos
grandes centros urbanos e comunidades indigenas em regifes remotas, onde nao
h& infraestrutura hospitalar e o acesso € custoso, tornando dificil transportar tanto os
préprios pacientes para receber atendimento hospitalar quanto levar até a populagéo
dessas areas vacinas e medicamentos que requerem refrigeracdo ou condicbes
especificas para manter a integridade do produto.

De acordo com o Sivep — DDA (Sistema informatizado de Vigilancia
Epidemiologica das DDA), os casos de DDA notificados na regido Norte
correspondem a 13% do total de casos notificados no pais,tendo como base o
periodo correspondente aos anos de 2007 a 2015, ocorrendo principalmente nos
meses de janeiro a maio. A Figura 3 claramente mostra a manutencédo (morbidade)
ao longo dos anos de 2007 a 2017, dos casos de DDA notificados na regido norte do
Brasil; embora haja declinio da tendéncia da taxa de mortalidade por DDA na regiao

norte, conforme previamente descrito (BRASIL, 2017).
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Figura 3 - Casos de DDA notificados durante o periodo de 2007 a 2017, registrados
pelo sistema de vigilancia epidemioldgica do Ministério da Saude

Numero de casos de DDA registrados por ano e
regiao. Brasil, 2007 a 2017.
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Fonte: (Adaptado de Sivep_DDA/VEDDA/SVS/Ministério da Saude).

s

O estado de Roraima (RR), local onde ocorreu este estudo, € o menos
populoso e possui 0 menor produto interno bruto (PIB) ndo s6 da regido Norte como
do pais, com uma populacdo de 605.761 habitantes e PIB de R$ 9,027 bhilhdes,
segundo estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE). A figura

4 apresenta outras informacdes gerais a respeito de RR estimadas pelo IBGE.
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Figura 4 - Informagdes gerais sobre RR
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Fonte: (Adaptado de https://www.ibge.gov.br/cidades-e-estados/rr.html, acesso em 31 jan. 2020
11:59).

O estado de RR é situado numa regido periférica da Amazonia legal, no
noroeste da regidao Norte do Brasil, fazendo fronteira com a Venezuela ao norte e
noroeste e com a Republica Cooperativa da Guiana ao leste. Dentre a diversidade
étnica de brasileiros e estrangeiros, de ambos o0s paises vizinhos que residem em
RR, o estado conta com uma enorme populacdo indigena, formada por
aproximadamente 46.106 pessoas, sendo o estado do Brasil onde ha a maior
populagdo indigena vivendo em terras demarcadas, com 83,2%, estando dividida
entre as tribos Yanomami, Inaricd, Macuxi, Patamona, Taurepang, Waimiri-Atroari,
Wai-Wai e Wapixana. A figura 5 apresenta as terras demarcadas de RR, segundo o
IBGE.
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Figura 5 - Terras indigenas demarcadas no estado de RR.
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Fonte: (Adaptado de https://folhabv.com.br/noticia/83-2--dos-indigenas-vivem-em-Roraima--diz-
IBGE/17782, acesso em 31 jan. 2020 15:08).

As terras demarcadas geralmente estdo longe dos grandes centros urbanos,
e consequentemente, de infraestrutura hospitalar. Criancas que vivem em tribos
indigenas frequentemente sdo acometidas com infeccOes respiratorias, devido a
acao de queimadas por garimpeiros e contaminacdo por agentes etiolégicos, e por
DDA, uma vez que os habitos culturais favorecem a propagacdo dos agentes
infecciosos causadores dessa enfermidade. Para atender a demanda nao apenas de
criancas indigenas, mas de todo o estado de RR (e até da Venezuela e da
Republica Cooperativa da Guiana), no ano 2000 foi inaugurado na capital, Boa Vista,
o Hospital da Crianca Santo Antdnio (HCSA), sendo o Unico hospital infantil da rede
publica de RR e referéncia do Sistema Unico de Satde (SUS). O HCSA atende uma
média de 280 criancas por dia entre ambulatério e emergéncia, dentre as quais
muitas apresentam quadros de DDA.

Quanto ao panorama das DDA em RR, entre os anos de 2014 a 2017, foram
notificados mediante o preenchimento das planilhas da area técnica e do Sivep-DDA
no estado de RR, 90.558 casos. Em 2017 foram 18.762 casos de DDA. Na semana
epidemioldgica (SE) 07, foi verificado um aumento de niumeros de casos detectados

pelo MDDA, sendo 556 casos no total. Destes, em menores de um ano de idade
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foram notificados 48 casos, além de 171 criangas com idade entre 1 a 4 anos 57
casos entre criancas de 5 a 9 anos e acima de 10 anos foram 280 casos. No
municipio de Iracema esse aumento foi significativo, passando de zero na SE 01,
para 24 casos na SE 07, tornando a baixar e se manter estavel nas semanas
seguintes. Os municipios de Boa Vista, Caracarai e Rorainopolis apresentaram um
namero de notificacdes maior em 2016 em relacdo aos outros anos. Foram 131
unidades sentinelas monitorando, o que pode ter contribuido com o aumento no
namero de casos deste ano, segundo o Relatério Anual de Epidemiologia 2017
(BENEDETTI, 2018).

O ano de 2017 apresentou 0 menor nimero de casos para 0s municipios de
Alto Alegre, Boa Vista, Caracarai, Caroebe, Mucajai, Normandia, Pacaraima,
Rorainopolis, Sao Luiz e Uiramuta até a SE 47. Em relag&o a prevaléncia das DDA
por idade, observa-se que a faixa etaria mais acometida foi de dez anos ou mais.
Isto, segundo o Relatério Anual de Epidemiologia 2017 (BENEDETTI, 2018) se deve
principalmente ao niumero de individuos que compdem essa faixa, pois se trata de
um universo de pessoas bastante elevado. Cabe ressaltar, contudo, que o perfil
epidemiologico das DDA nos dias de hoje vem se alterando, tendo em vista,
principalmente, o surgimento de novos patdégenos, denominados emergentes. As

figuras 6 e 7 resumem a situacdo das DDA em RR.

Figura 6 - Distribuicdo das notificacbesde DDA em RR por faixa etaria entre 2014 e
2017

14000
12000

10000

caghes

2000

e000

Numero de notifi

A0

o L

=1 ano 1a4anos S5adanos 10 anes & mals lgnarade
- 2014 2717 7316 36561 10003 616
2015 2324 e068 2646 11183 195
2016 2578 6790 2811 12815 127
2017 1758 S063 2277 9614 53

Fonte: (Adaptado de BENEDETTI, 2018).



25

Figura 7 - Numero de notificagbes de DDA e casos confirmados positivos de
rotavirus A no periodo de 2014 a 2017
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Fonte: (Adaptado de BENEDETTI, 2018).

Um ter¢co dos casos de DDA estd associado a infecgbes virais, sendo a
maioria associada aos rotavirus, algo corroborado por estudos recentes como o de
Anwari e colaboradores (2018) que descreve a hospitalizacdo de criangcas no
afeganistdo acometidas com DDA entre 2013 e 2015 e o de Kumar e colaboradores
(2018), que faz um review retrospectivo de casos de criancas com DDA atendidas
em unidades de atendimento intensivo pediatrico na india durante o periodo de 2012
a 2017, fazendo um comparativo entre os casos de criangcas que sobreviveram com

as que vieram a obito.

1.3 Rotavirus

Os rotavirus (RV) foram descritos pela primeira vez no ano de 1973 na
Australia, em Melbourne, através da microscopia eletrénica de células epiteliais da
mucosa duodenal de criancas apresentando quadro de diarreia aguda nao
bacteriana, por Bishop et al. (1973). Ainda em 1973, um grupo de pesquisadores na
Inglaterra também detectou por microscopia eletrénica particulas virais de RV nas
fezes de criancas com DDA (FLEWETT et al., 1973). Apés passar por denominacoes
como Orbivirus, Reovirus-like e Duovirus, recebeu o nome de Rotavirus, tendo o
sufixo rota originado da palavra “roda” em latim, objeto ao qual se assemelha
guando examinado por microscopia eletrénica (FLEWETT; WOODE, 1978).

Os RV sédo membros da familia Reoviridae, sé@o virus ndo envelopados e com

particula de aproximadamente 100nm de diametro, possuindo formato icosaédrico.
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Seu genoma € composto por 11 segmentos de RNA fita dupla, cada um deles um
gene que codifica uma proteina, totalizando 6 proteinas estruturais (Viral proteins -
VPs) e 5 proteinas ndo estruturais  (Non-structural  proteins -
NPSs)(DESSELBERGER, 2014), conforme demonstrado na figura 8.

Figura 8 - Estrutura e proteinas do rotavirus. A esquerda a representacdo de um gel
de poliacrilamida apresentando a localizacdo dos 11 segmentos gendmicos virais e
as proteinas codificadas por cada segmento, enquanto a direita ilustracdes da
estrutura do RV
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Fonte: (Adaptado de DESSELBERGER, 2014).

Os RV se dividem entre grupos de A até G, onde os grupos A, B e C sé@o os
responsaveis por infeccdes em humanos, sendo os do grupo A (RVA) muito mais
frequente enquanto os outros dois raramente detectados (PATTON, 2012). Os
sorotipos de RV séao definidos pelas proteinas virais VP7(G) e VP4(P), dos quais
atualmente se tem 14 sorotipos G conhecidos, onde 10 tém sido descritos como
infectantes em humanos (DESSELBERGER, 2014). Mundialmente sdo 6 os
sorotipos de RVA prevalentes: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] e G12P|8].
Constituem gendtipos reemergentes pés-vacinais: G2P[4], G3P[8], G9P[8] e
G12PJ8], este ultimo o principal gendtipo detectado em criancas e adultos com DDA
viral (RODRIGUES, 2014; SILVA, 2014).
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O RVA é transmitido principalmente por meiode via fecal-oral por contado de
pessoa a pessoa ou com fomites (objetos contaminados), também pode ocorrer por
consumo de 4gua e/ou alimentos contaminados, sendo uma forma mais rara. Possui
um periodo de incubacédo de um a trés dias e afeta principalmente criancas menores
de cinco anos de idade, em especial os menores de dois anos (PAYNE et al., 2013).
InfecgBes em criancas mais velhas e em adultos também ocorrem, apesar de serem
menos comuns, sendo geralmente casos a surtos ou de ocorréncia em grupos
populacionais submetidos a risco como hospitais, creches, escolas, bercéarios, asilos
ou viajantes que foram para areas epidémicas (PATTON, 2012).

Sua infeccdo se manifesta por meio da DDA, com diarreia de caracteristica
aquosa e aspecto gorduroso, podendo ser acompanhada de vomito e febre alta em
casos mais graves (PAYNE et al., 2013). Em criancas menores de dois anos pode
causar um quadro clinico grave de desidratacéo e disturbios hidroeletroliticos com
acidose metabdlica, quadro este que somado ao fato de ser uma doenca de facil
transmissao, explica os RVA ser o motivo da alta taxa anual de mortalidade infantil,
acometendo principalmente regides subdesenvolvidas, devido a precarias condicbes
de vida como ma alimentacdo, desidratacdo, falta de saneamento basico e de
servico hospitalar para diagnéstico e tratamento adequado (ANWARI et al., 2018).

O diagndstico é obtido mediante exame laboratorial, no qual é verificada a
presenca do virus nas fezes do paciente. E realizada a extracdo do RNA do virus e
analise do mesmo, podendo ser por meio da reacdo em cadeia polimerase com
transcriptase reversa (reverse transcription polymerase chain reaction ou RT-PCR),
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (enzyme linked immunosorbent assay ou
ELISA), microscopia eletrdnica, cultura e algumas outras técnicas menos difundidas
(PAYNE et al.,, 2013). O tratamento se baseia essencialmente em prevenir a
desidratacéo e disturbios hidroeletroliticos a partir da manutencéo da dieta normal, e
caso a mesma nao seja suficiente, € necessario recorrer a reposicdo por via
parenteral (RAMANI; KANG, 2009).

Em 2006, a Organizacdo Pan Americana da Saude (OPAS) e a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) declararam como prioridade a vacinacdo contra o RVAnos
Programas Nacionais de Imunizagdo (PNI), com a meta de prevenir mortes e

hospitalizagbes causadas por estes virus.
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1.4 Vacinagao

O PNI Brasileiro foi criado em 1973, tendo como objetivo normatizar a
imunizacdo nonivel nacional, buscando o controle ou erradicagcdo das doencas
infectocontagiosas e imunopreveniveis, como a poliomielite, sarampo, difteria,
coqueluche, tuberculose, entre outras (MINISTERIO DA SAUDE, 2003). O PNI faz
parte da OMS, mas recebe ajuda técnica e financeira do Fundo das Na¢des Unidas
para Infancia - UNICEF (TEMPORAO, 2003).

Introduzir uma vacina num cronograma nacional de vacinacdo depende de
diversos fatores, como o impacto local gerado pela doenca, em termos de
mortalidade e morbidade, custos e efetividade da vacina, capacidade de vigilancia e
de diagnostico, prioridade em saude e eventos adversos, além dos objetivos em
politicas de saude publica, como por exemplo, tentar reduzir o indice de internacdes
(ALCALA et al., 2018). Levando todos esses fatores em consideracao, foi introduzida
no calendario de vacinacao do Brasil e de outros paises da América Latina a vacina
oral rotavirus humano (VORH) Rotarix® (RV1), manufaturada pela empresa Glaxo
Smith Kline Biologicals. E uma vacina monovalente e atenuada, derivada de uma
amostra humana G1P[8]. Também foi licenciada a vacina RotaTeq® (RV5) produzida
pela Merck, originada a partir de reestruturacdes genéticas entre amostras humanas
e bovina, com os gendtipos G1P[5], G2P[5], G3P[5], G4P[5] e G6P[8], sendo
pentavalente e atenuada. E oferecida no Brasil apenas em laboratérios particulares
(PAYNE et al., 2013).

A vacinacdo com a RV1 é feita em duas doses, enquanto com a RV5 em trés
doses, havendo um intervalo minimo de 4 semanas entre as doses. Para ambas as
vacinas, a primeira dose deve ser aplicada a partir de 6 semanas e até 14 semanas
de vida e a Ultima dose até 7 meses. Se 0 neonato perder a primeira dose, nédo
podera mais ser vacinado (PATTON, 2012).

Dados do Ministério da Saude publicados em outubro de 2015 (BRASIL,
2015), apontaram uma cobertura vacinal abaixo das metas estabelecidas para a
RV1, uma vez que os percentuais alcancados ficaram abaixo do preconizado (meta
pactuada acima de 95%). Na verdade, os resultados para o pais como um todo
mostraram que a proporcdo de abandono para a maioria das vacinas do calendario
infantil variou entre média e alta no periodo de 2010-2014. Registra-se o alto indice

de abandono para a RV1, provavelmente, devido a dilatagdo da possibilidade de
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aplicacdo da 22 dose entre quatro e sete meses. As coberturas para a RV1
registradas para os anos de 2010-2014 foram: 2010 - 83,0%; 2011 - 87,1%; 2012 -
86.4%; 2013 - 93,3% e 2014 - 92,0% (BRASIL, 2015).

Em dados mais recentes obtidos na plataforma online do datasus, todos os
municipios de roraima apresentaram cobertura vacinal abaixo da meta ideal de 95%
entre os anos de 2016 e 2017, onde apenas 0s municipios de Pacaraima e
Roraindpoles tiveram uma cobertura acima de 80% em 2016, e em 2017 apenas
Bonfim e Sao Luiz, conforme apresentado na figura 9. Quando comparamos a
média de cobertura vacinal entre os anos de 2015 a 2018 de todas as regides do
pais, a partir dos dados presentes na figura 10, é possivel observar que a regiao
Norte possui uma cobertura vacinal muito abaixo das demais, tendo atingido uma
média acima de 80% apenas no ano de 2015 e estando abaixo disso nos anos
subsequentes. A meta de uma cobertura vacinal a cima de 95% foi atingida pelas
regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste em 2015 e apenas no Centro-Oeste em 2016,
nao sendo mais atingida por nenhuma regido nos anos subsequentes. Estes
resultados apresentam uma variacdo entre média e alta nas propor¢cbes de
abandono da VORH, algo que se deve provavelmente a dilatacdo da possibilidade

de aplicacéo da 22 dose entre quatro e sete meses.
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Figura 9 - Resultados da cobertura vacinal da RV1 no periodo de 2016 a 2017 para
0s 15 municipios do estado de Roraima
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Fonte: (Dados obtldos em http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/webtabx.exe?bd_pni/cpnibr.def, acesso em
31 jan. 2020 15:23).

Figura 10 - Resultados da cobertura vacinal da VORH entre os anos de 2015 e 2018

para as regides do Brasil
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1.5 Outros virus causadores de DDA

Apesar do alto indice de abandono da RV1, ainda assim a vacinagao resultou
em uma queda no numero de casos registrados de RVA nos ultimos anos, conforme
dados do Ministério da Saude publicados em 2015, conforme mostra a figura 11
(BRASIL, 2015).

Figura 11 - Numero de internacdes por diarreia associadas ao rotavirus A em

criancas menores de 5 anos no Brasil, no periodo de 2006 a 2014 (pds-vacinal)

n?2 de internacoes de menores de 5 anos por
rotavirus CID 10-A080, Brasil, 2006 a 2014
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Fonte: (Adaptado de BRASIL, 2015).

Embora tenha ocorrido essa queda com relagcdo aos casos de DDA
registrados, grande parte dos casos ndo sao notificados, principalmente nas regides
gue carecem de recursos, onde o numero de ocorréncias costuma ser maior. Casos
de reinfeccdes em criancas vacinadas também vém sendo relatados, algo que pode
estar associado a um novo genotipo circulante ou a ascensdo de outro virus
causador de DDA (DORO et al., 2014; HEMMING; VESIKARI, 2014).

Neste contexto, oNorovirus vem cada vez mais crescendo como causador de
DDA em criancas em varias regides do planeta, principalmente na América do Norte
(LIVELY et al., 2018). Outros virus causadores de DDA que vém sendo detectados
sdo os Adenovirus (HAdV), Bocavirus (HBoV) e Sapovirus (SaV), todos alvo de

deteccéo desse estudo.
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1.5.1 Norovirus

Pertencea familia Caliciviridae, a qual possui 0s géneros Norovirus,
Sapovirus, Nebovirus, Vesivirus e Lagovirus, onde os géneros Norovirus e Sapovirus
formam o grupo de calicivirus que infectam humanos (DE GROOT et al., 2011).

Os Norovirus podem ser classificados em 7 genogrupos (Gl a GVII), se
baseando na andlise de sequéncia nucleotidica da regido que codifica a proteina
VP1 (VINJE, 2015), onde os genogrupos Gl, Gll e GIV estdo associados a infec¢éo
em humanos. Os genogrupos (G) sdo compostos por genétipos (GG), os quais sao a
menor unidade de classificacdo dos Norovirus, que consiste em agrupar por
similaridade de nucleotideos e de aminoacidos em determinado ramo de uma arvore
filogenética (ZHENG et al., 2006).

Os Norovirus possuem particulas virais esféricas e ndo envelopadas, medindo
cerca de 40nm de didametro e constituidas por um capsideo viral originario da
proteina estrutural VP1. Seu genoma & composto por um RNA fita simples de
aproximadamente 7,7kb de tamanho, com polaridade positiva e apresentando trés
regides de leitura aberta (Open Reading Frame — ORF) (VINJE, 2015). A extens&o
da ORF1 equivale a cerca de 60% do genoma viral, e codifica uma poliproteina que
origina as 7 proteinas néo estruturais do Norovirus (NS1 a NS7). A ORF2 codifica a
proteina estrutural VP1 e a ORF3 codifica outra proteina estrutural chamada VP2,
responsavel por regular a expressao da VP1 (HARDY, 2005).

Fatores como surgimento de novas cepas devido ao acumulo de mutacdes
nucleotidicas pontuais e recombinacfes genéticas durante uma coinfeccdo por ao
menos duas cepas contribuem para que 0S norovirus estejam em constante
evolucdo (EDEN et al., 2013). A area da juncdo entre as ORF1 e ORF2 é onde
geralmente ocorrem as recombinacdes, e uma variedade de cepas recombinantes
tem sido detectadas ao redor do mundo (ARANA et al., 2014).

1.5.2 Adenovirus

Denominados com esse nome em 1956 devido ao fato de terem sido
descobertos em células primarias de adenoides humanas, o adenovirus humano
(HAdV) entérico é considerado um dos agentes etiol6gicos mais importantes da

doenca diarréica infantii em todo mundo, podendo ainda afetar jovens e adultos,
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principalmente em periodos de surto (BERK, 2013). Sua transmissdo ocorre por
meio de via fecal-oral, através de dgua ou alimentos contaminados. Alguns sorotipos
sdo capazes de estabelecer infec¢des assintomaticas e continuar sendo excretados
pelas fezes por meses ou até anos (FLINT et al., 2009).

A familia Adenoviridae € subdividida em cinco géneros: Aviadenovirus,
Mastadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus e Ichtadenovirus. Os responsaveis por
infeccbes em humanos estdo classificados no género Mastadenovirus, constituido
de 57 sorotipos e estdo divididos em 7 espécies designadas de A a G, de acordo
com suas propriedades fisico-quimicas, bioquimicas e imunoldgicas. Os sorotipos
associados a infeccao entérica sdao os HAdV 40 e 41, os dois Unicos membros da
espécie F (SOARES et al., 2009).

Estruturalmente possuem genoma composto por DNA fita dupla, linear e nédo
segmentado. As particulas virais sao icosaédricas, medindo aproximadamente 90nm
de diametro compostas por proteinas e ndo apresentam envelope lipidico (FLINT et
al., 2009).

Infeccbes entéricas causadas por HAdV tém o periodo de incubacdo de
aproximadamente 8 dias, estando menos associada a febre alta e desidratacéo do
gue a doenca diarréica causada por rotavirus, porém ainda assim pode trazer vomito
e febre como sintomas (BERK, 2013).

1.5.3 Bocavirus

Sendo um virus recentemente caracterizado, o bocavirus humano (HBoV) foi
identificado em 2005 em amostras de nasofaringe de pacientes com doenca
respiratéria (ALLANDER et al., 2005). A principio foi proposto como agente
etiolégico de doenca respiratdria, porém vem sendo encontrado em amostras fecais
de pacientes acometidos com DDA. No Brasil, a circulacdo do HBoV foi
demonstrada pela primeira vez por Albuquerque e colaboradores em 2007
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

Os HBoV séo classificados na familia Parvoviridae, no género Bocavirus,
possuindo até 0 momento quatro espécies identificadas: HBoV1, HBoV2, HBoV3 e
HBoV4, de forma que o HBoV1 é descrito na lliteratura como causador de infecgcéo
respiratéria aguda (IRA) e os demais como causadores de DDA (ALLANDER, 2008).
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O HBoV4 é o mais raro de ser detectado, e sua circulagdo nunca foi descrita no
Brasil.

O papel dos HBoV como agentes etiologicos gastrentéricos ainda ndo esta
totalmente definido. Sintomas gastrintestinais sdo observados em até - em média -
25% dos pacientes com doenca respiratGria positivos para HBoV, o que sugere que
a espécie HBoV1 pode néo se limitar apenas ao sistema respiratorio, como ocorre
com o bocavirus bovino e canino (ARTHUR et al., 2009; BLINKOVA et al., 2009).

Sua rota de transmissdo parece seguir o modelo tradicional dos virus

respiratorios e dos virusgastrentéricos (ALLANDER, 2008).

1.5.4 Sapovirus

Ap6s um surto de gastrenterite em 1977 na cidade de Sapporo, no Japao, foi
identificado por meio de microscopia eletrébnica um virus morfologicamente
semelhante ao Norovirus, denominado Sapovirus. A denominacdo do género se deu
devido ao nome da cidade onde houve o isolamento (SCHLENKER; SURAWICZ,
2009). Assim como 0s norovirus, 0s sapovirus pertencem a familia Caliciviridae,
porém se diferem na epidemiologia e sintomatologia, por exemplo, criancas de dois
anos de idade infectadas por norovirus apresentam como sintoma predominante
gastrenterite moderada a grave, com vomito sendo o sintoma predominante. J4 no
caso de infeccao por sapovirus, DDA é o mais comum (JOHNSEN et al., 2009).

Sapovirus € um género, sendo 0 Saporovirus sua unica espécie. Possui 7
genogrupos, indo de Gl a GVII (G1 a G7) sendo os GlI, Gll, GIV e GV responsaveis
por infectar humanos (HANSMAN et al., 2007). Estruturalmente possui simetria
icosaedrica, com diametro de 27 a 40 nm, sendo ndo envelopados e apresentando
RNA fita simples (BORGES; CARDOSO, 2005).

Sua transmissédo se da por via fecal-oral, estando associado a ingestdo de

agua e alimentos contaminados (OKA et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Este estudo € parte de um projeto maior que tem como objetivo principal
identificar os virus causadores de DDA, em uma coorte de criancas de 0 a 5 anos
atendidas no HCSA, do estado de Roraima, em Boa Vista. De 11 de outubro de
2016 a 10 de outubro de 2017, foram coletadas 734 amostras de fezes e 734
amostras de saliva de criancas de 0 a 5 anos, resultando em 1.468 amostrasdeum
projeto colaborativo para deteccdo de RVA e Norovirus, entre a Universidade
Federal de Roraima (UFRR), o HCSA e a Fiocruz - Instituto Oswaldo Cruz -
Laboratdrio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) sendo este Laboratério de
Referéncia da OPAS (Américas e Caribe) e Regional do Ministério da Saude em
rotaviroses. Por meiode entrevistas com as maes das criancas e analise do
certificado de vacinacao, foi inicialmente verificado que mais de 36% das criancas
com DDA e mais de 47% das criancas do grupo controle ndo apresentavam
vacinacdo com RV1, embora estivessem em idade recomendada para receberem a
vacina (Tabela 1). Isso nos levou a identificar esta coorte como interessante para
estudar a ocorréncia de outras infecgbes virais causadoras de DDA (ndo RVA),
avaliar como esta sendo conduzida a vacinacdo com RV1 em BoaVista e outros
fatores que podem contribuir para a morbidade e mortalidade em criancas menores

de 5 anos, causadas por DDA.

Tabela 1 - Criancas vacinadas com os RVA atendidas no HCSA. 0 = nenhuma dose
vacinal, 1 = uma dose vacinal e 2 = duas doses vacinais. Amostra = criangcas com

DDA e Controle = criancas sem DDA

AMOSTRA CONTROLE
VACINA Freq.
ROTAVIRUS Frequéncia | Freq. % | Frequéncia| %
0 84 36,84 57 | 47,50
1 53 23,25 20 | 16,67
2 91 39,91 43 | 35,83
TOTAL 228 | 100,00 120 | 100,00

Obs: Valor p = 0,139. Teste Mann-Whitney U.
Fonte: (Do autor, 2020).
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Como citado anteriormente, a capacidade de vigilancia € um dos aspectos
indispensaveis para a prevencdo e monitoramento de surtos e para a insergao
deuma vacina no calendario de imunizacdo nacional. O presente estudo busca
trazer respostas quanto a esse aspecto para o PNI com relagdo a vacina RV1,
fazendo a verificacdo da possivel ascensdo de virus emergentes em uma regido que
recentemente tem recebido grande fluxo migratério da Venezuela sem ter
infraestrutura para abrigar e prestar atendimento hospitalar a tantos imigrantes,
resultando em muitas pessoas vivendo nas ruas em condi¢cdes precarias. Todos
esses sao fatores que contribuem para migracdo e propagacdo de virus. A regido
também conta com muitos imigrantes da Republica Cooperativa da Guiana, além de
possuir diferentes populacdes indigenas.

Além do aspecto epidemiologico, a vigilancia também se faz a partir da
reflexdo a respeito do funcionamento do PNI em atender regibes distantes dos
centros urbanos, que carecem de recurso e requerem maior investimento em
guestdes logisticas, como rede de frio para manter as ampolas de vacina em
temperatura ideal e o transporte das mesmas. Uma vez que é dito na constituicao
gue a saude € um direito de todos sem distingéo e dever do estado, tais dificuldades
devem ser superadas para que ndo haja negligéncia em atender quem vive em
regides remotas do Brasil.

A deteccdo de virus que possuem espécies gastrentericas e respiratorias em
amostras de fezes e saliva também pode gerar resultados interessantes, como a

possibilidade da ocorréncia de coinfeccdes dentro do organismo pelo mesmo virus.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar um estudo epidemioldgico da circulagcdo dos virus causadores de DDA

e de IRA em uma coorte contendo amostras de casos de DDA e IRA, de criangas

atendidas no HCSA de 0 a 5 anos, vacinadas e nao vacinadas com RV1.

3.2 Objetivos especificos

Padronizar as técnicas dereacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR) e de transcricdo reversa seguida de qPCR (RT-gPCR) para
identificacdo de agentes virais causadores de DDA (HAdV, HBoV eSaV) e as
utilizar na detec¢cado dos mesmos.

Realizar sequenciamento pelo método de Sanger de amostras positivas para
HAdV e HBoV, para definicAo do genotipo/subgendtipo circulante e utilizar
ferramentas de informatica para analises de sequéncias, por comparacdes
com estirpes virais padrdes disponiveis em bancos de genomas virais.
Analisar criticamente, utilizando ferramentas de bioestatistica, a incidéncia
dos virus acima detectados, e também de RVA e norovirus (dados disponiveis
no Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental — LVCA), nos dois grupos
de criancas vacinadas e ndo vacinadas com RV1, da coorte em questdo com
DDA e com IRA.
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4 METODOLOGIA

4.1 Comité de ética

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital da
Crianca de Boa Vista/Plataforma Brasil sob o nimero 133480 de 23/11/2015. As
criancas foram acompanhadas durante o atendimento e coleta das amostras pelo
Dr. Alberto Ignacio Olivares de Olivares, médico pediatra e professor da
Universidade Federal de Roraima (UFRR). Todas as méaes das criangcas sao
moradoras de RR-Brasil ou de paises da fronteira com o Brasil (Venezuela e
Republica Cooperativa da Guiana) e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). A etnia indigena de cada crianca participante deste estudo nao
pode ser considerada uma vez que as mesmas nao se autodeclaram como tais. No
entanto habitos, costumes, e tracos fisicos (fendtipo) podem relaciona-las como

tendo uma origem étnica indigena.

4.2 Desenho do estudo, populacdo de estudo (coorte) e tamanho da amostra

A coorte de estudo é do Hospital da Crianca de Boa Vista, localizado na
cidade de Boa Vista, RR, que possui 30 leitos de observacdo na Emergéncia e 80
leitos para Internagao. Considerando o censo da populagao pediatrica < 5 anos de
RR (IBGE-RR, 2010), existiam 47.603 criancas. O célculo amostral com margem de
erro (ME) de 5% foi estimado em N amostral de 384 criangas (o calculo amostral foi
baseado no censo de 2010 do IBGE - populacédo de criangas até 5 anos de idade -
utilizando a ferramenta online disponivel no site https://comentto.com/calculadora-
amostral). A coleta das amostras foi realizada entre 11 de outubro de 2016 e 10 de
outubro de 2017, no atendimento de Emergéncia (tabela 2). Considerando o periodo
e o N amostral, foram coletadas 485 amostras de fezes e saliva (em pacientes com
DDA) e 249 amostras de fezes e saliva de individuos controle (sem DDA). As
amostras foram utilizadas anteriormente para deteccdo de RVA e norovirus e para
estudos de susceptibilidade genética a infeccao viral (saliva) (MORAES et al., 2019),

e no presente trabalho para detec¢cédo de HAdV, HBoV e SaV.
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Tabela 2 - Relacdo de amostras de fezese saliva recebidas por més enviadas pela
UFRR no periodo de outubro de 2016 a outubro de 2017

Més e ano de coleta Quantidade Numeragao*
Outubro de 2016 32 amostras De 26190 até 26220
Novembro de 2016 32 amostras De 26222 até 26252
Dezembro de 2016 34 amostras De 26254 até 26284 +
26579
Janeiro de 2017 58 amostras De 26286 até

26308havendo pulo para
26563 até 26605

Fevereiro de 2017 124 amostras De 26607 até 26729
Marco de 2017 168 amostras De 26731 até 27171
Abril de 2017 240 amostras De 27173 até 27411
Maio de 2017 188 amostras De 27413 até 27435

havendo pulo para
27587 até 27747

Junho de 2017 40 amostras De 27749 até 27787
Julho de 2017 106 amostras De 27789 até 27893
Agosto de 2017 242 amostras De 27895 até 28067

havendo pulo para
28262 até 28328

Setembro de 2017 140 amostras 28330 até 28468

Outubro de 2017 64 amostras 28470 até 28540

*- A numeracdo corresponde ao numero recebido no banco de dados do Laboratério de Virologia
Comparada e Ambiental, referente a uma amostra de fezes e uma de saliva para cada crianca. Na
guantidade de amostras, metade equivale a fezes e metade a saliva.

Fonte: (Do autor, 2020).

4.3 Avaliacao clinico-epidemiologica dos casos de DDA

A avaliacéo clinica foi realizada pelo médico pediatra do HCSA, Dr.Alberto
Ignacio Olivares de Olivares. Foram consideradas para a coleta de amostras,
criancas menores de 5 anos, com 24 horas de evolucdo de quadro diarreico, com
febre, vbmito, dor abdominal ou ndo. Para coletas de amostras do grupo controle,
foram consideradas criancas menores de 5 anos, com 24 horas de internacdo com
guadro clinico de IRA. Além do exame clinico, foram coletadas as fezes diretamente
das fraldas, com auxilio de gaze e/ou palheta presente na parte de baixo da tampa
do pote de fezes. As amostras de saliva foram coletadas esfregando um swab
algumas vezes em cada lado da parte interna da bochecha das criancas. Os dados
laboratoriais complementares foram obtidos através do prontuario e também do

cartdo de vacina de cada crianca.
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4.4 Localizagdo das amostras

As amostras clinicas coletadas foram armazenadas a -20°C no Laboratério do
Instituto OBSERVARR (UFRR) e foram enviadas a cada dois meses ao LVCA,
ficando todas armazenadas em freezers a -20°C.

4.5 Processamento das amostras

A partir das amostras de fezes, foram preparadas suspensdes fecais como
previamente descrito por Ferreira et al. (2010) e conservadas a -20°C e
posteriormente foi realizada a extracdo dos acidos nucléicos totais. Para tal técnica,
foi utilizado 140uL da suspensado fecal previamente preparada, no kit comercial
QlAamp Viral RNA Mini (Qiagen, CA, USA) no sistema automatizado QIAcube®
(Qiagen) de acordo com as instru¢bes do fabricante, também foi empregado o
método de Boom (BOOM et al.,, 1990) quando n&o possivel utlizar o sistema
automatizado. Os acidos nucléicos foram conservados a -70°C. As amostras de
saliva foram preparadas com a adicdo de 1ml de tampdo PBS 1x, seguido de 1
minuto agitando o tubo em vortex (com o swab dentro) e retirando 400ul para
aliquota de uso, enquanto o restante ficou como backup (-20°C). Para extracdo dos
acidos nucleicos das amostras de saliva foi utilizado apenas o método de Boom
(BOOM et al., 1990), onde usou-se 200ul da aliquota de uso diluido em 200 ul de
PBS 1x (volume final de 400ul). Os acidos nucléicos extraidos foram conservados a
-70°C.

4.6 Deteccao dos virus

Os acidos nucléicos extraidos das amostras foram submetidos ao qPCR
multiplex para deteccéo dos virus de DNA HAdV e HBoV, posteriormente a um RT-
gPCR para deteccdo do Sapovirus.

Foi utilizado o método TagMan com o kit QuantiTect® Multiplex PCR Kit da
Qiagen (Catalogo n° 204543 )para deteccdo de HAdV e HBoV e o kit SuperScript™
[Il Platinum™ One-Step qRT-PCR 500 kit da Thermo Fisher Scientific (Catalogo n°®
11732020) para deteccédo de SaVem placas de 96 cavidades no aparelho 7500 Real
Time PCR System® (Applied Biosystems, USA). A tabela 3 apresenta as
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informagdes de sonda, primer, G-Block e controle positivo utilizado para detectar

cada amostra.

Tabela 3 - Relacdo de insumos para detecgao de HAdV e HBoV por gPCR multiplex

(A) e deteccao de SaV por qPCR simplex (B)(continua)

A

Adenovirus

Sonda

Primer

G-Block

Controle positive

Nome: Adp1

Sequéncia: 5'— /SHEX/
CCG GGC TCA/ZEN/
GGTACTCCG AGG

CGTCCT /3lABKFQ/-3'

Quencher: None

Fluorescéncia: HEX

AdF
5— CWT ACATGC ACATCK C5G G -3

AdR
5— CRC GGG CRA AYT GCACCAG -3

SaV, NoVGI, HAdYV,
AstV

N° ordem 11401399

5— GGC CAT GTT CCGCTG
GAT CGC CTT CCATGA CCT
CGEATT GTG GAC AGG AGA
TCGCGA TCT TCT GCC ACA
CAC ACC GAA GTA AAT GAT
GAT GGC CTC TAA GGA CGC
TAC CAA CTA TGA CCAGGC
TCT CGC CAC CTA CGAATC
TTG GTT CAT AGG TGG TAC
AGGCCT GGT ACA AGG TAG
CCCCAGTGA AGA GAC CAC
CAAATT AGT GTT TGA AAT
GGAGGE CCT AGG CGA ATT
CGC AAT GGT CTT ACATGC
ACATCG COGGGC AGG ACG
CCTCGG AGT ACC TGA GCC
CTGG TGC AAT TTG
CCACCGATA CGT
TGA CTC TGG CCT ACC GGC
CAGGCT CAC AGA GAG GCA
ACTCCA TCG CAT TTG GCG
GGG AGD ACC ARA GAA | -
¥

Reqgistro Cl - 018
Lote n® #1239)

Bocavirus

Sonda Primer G-Block Controle positivo
Nome: HBoVP HBoV1KF Aichi, HBoV, Registro Cl - 027

: NevGIV o
Sequéncia: 5 §- CCTATA TAAGCT GCTGCACTT C e
BFAMCCA GAG ATG CTG -3 N° Ordem 11496523 qu ’
TTCACTCGC
CGMGBNFQ-3 5 — TTA TCT TGG CTG TCT

Quencher: TAMRA

Fluorescéncia: FAM

HBEoV1KR

5 AAG CCATAG TAG ACT CAC CAC
AAG -3

HBoV24KR

5-AGC AGAAAAGGC CATAGTGTCA
_3

HBoV234KF

5 - GCACTTCCGCATYTC GTCAG -
3I

HBoV3KR

5 - GTG GAT TGAAAG CCATAATTT
GA-3

CCACTG AC CCAATT GGA
CAGTC CTA
CCGCATATC CCCTCC CTT
TCT CCT TCG TGC GTG CTT
ACC CAGACT CCT GCT GGG
CTGCCA TGT ACA ACACCC
ACTCCA TGC CAA AGT TTG
AGT CCATCT ACA AGT GGA
TGC GGT TCT CAG ATT TGA
GCACTT GGG AGE GGG ATC
GCGACTTCG CTC CCG ATT
TTG TGA ATG AAG ATG GCG
TCGAGT GAC GCOT GCT CCA
TGC ACT TCC GCA TCT CGT
CAGCAT GCA TCC GGT CTC
CGGCGA GTE AAC ACT TCT
GGG AAG AGC TCC ACG CAC
GTE GTG AGT GAC ACT ATG
GCCTIT TCT GCT CCT GTA
ATTA-
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Tabela 4 - Relacdo de insumos para detecgao de HAdV e HBoV por gPCR multiplex
(A) e deteccao de SaV por qPCR simplex (B)(conclusao)

B
Sapovirus
Sonda Primer G-Block Controle positivo
Nomes: 5aV1241FP e SaV124F SaV, NoVGI, AdV, Registro Cl — 028
SavsTP AstrV 0
a 5'_ GAY CAS GCT CTC GCY ACC TAC — ;i'tigta‘? 3?902 .
Sequéncia: 3'— CCR 3 N°® ordem 11401399 03q !
CCTATR AAC CA- 5-GEC CAT GTT CCECTE
MGB-NQF -3 GAT CGC CTT CCATEA COT
(SaV124TP) saV1F TCQOGA TT TCT GOC ACA.
CAC ACE %5\.& GTA f.iT a:f,-\
5~ TTG GCC CTC GCCACCTAC—3' | G4TSG0CToTas 6GA C6C
5'= TGC CAC CAA TTG G GAT AGG 66 TAC
TGTACCA-MGB-NQF ﬁﬁﬁﬁil?g:;gif’liﬁ
-3'(SaVhTR) SaVsF CAA ATT AGT GTT TGA BAT

. GGEA GGG CCT AGG CGA ATT
5 _-TTT GAACAA GCTGTG GCATGC CBC AAT BET CTT ACATGC
" ACATCG CCGGGC AGG ACG
TAC -3 G AGT ACG TGA GCC
C TGG TGC AAT TTG
CCC GCGCCACCGATA CGT
Fluorescéncia: FAM Iiﬁ; ETH:T T;;r: i; g},:;,:ﬁ S"'G’“:A
Ry e ) L phe i S
saV1 245R ACTCCA TCG CATTIG GCG

00

Quencher: MGB-NFQ

GGG AGE ACC AMA GAA . -

5 - CCCTCCATY TCAAAC ACTA -3 %

Fonte: (Do autor, 2020).

O desenvolvimento do gPCR multiplex para deteccdo de HAdV e HBoV foi
baseado em um trabalho anteriormente desenvolvido no LVCA (PORTES, 2017). A
técnica foi testada primeiro como monoplex para cada virus individualmente,
utilizando amostras ja definidas como HAdV e HBoV em um projeto anterior por
PORTES (2017), testando também os controles para cada virus presentes no acervo
do LVCA (non-templatecontrols — NTC) e as curvas padrdo, tudo em duplicatas. A
especificidade do teste foi verificada comparando a positividade e os valores de
cycle treshold (C;) obtidos com os ja conhecidos das amostras e curvas. Os primers
e sondas utilizados para HAdV e HBoV foram respectivamente descritos por
HERNHROTH et al.,(2002) e KANTOLA et al., (2010). Apds a confirmacdo de que
ambos os virus foram amplificados individualmente, foram unidos em um gqPCR
multiplex, seguindo os parametros descritos a seguir. A sensitividade do qPCR foi
definida usando curvas padrdo, constituidas de fragmentos de DNA dupla fita
(gBlock® Gene Fragment, Integrated DNA Technologies, lowa, USA), designados

contendo as regides alvo amplificadas pelos primers descritos na tabela acima,
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sendo elas as regides mais conservadas de cada virus: A primeira parte do gene
hexon do HAdV e o genoma do HBoV 1 ao 4 (juncdo entre as proteinas VP1 e VP2).
Uma diluicdo em série de 10 vezes do gBlock® foi usada para gerar uma curva
padrdo entre as concentracdes padrdo do log (6 x 107 a 6 x 10* copias por pl para
HAdV e 1 x 10° a 1 x 10* copias por pl para HBoV) seguindo a seguinte féormula:
Numero de copias = Quantidade de DNA x 6022 x 1023/ tamanho do fragmento x
109216 x 650). O C;de cada concentracdo ja é conhecido, tornando possivel estimar
a carga viral de cada amostra positiva.

Para a amplificacdo do SaV também foram feitos testes preliminares com
NTCs do acervo do LVCA e curvas padréo (descritos na tabela 3), os primers e
sondas foram usados de acordo com OKA et al.,, (2006) e tendo novamente a
especificidade determinada comparando os Cis obtidos com os ja conhecidos. A
regido de amplificacdo usada na curva padréao € a juncao da polimerase do capsidio
no ORF1, sendo a mais conservada entre as espécies deste virus.

As reacbes foram conduzidas de acordo com as recomendacfes dos
fabricantes dos kits, onde o multiplex para deteccdo de HAdV e HBoV teve os
seguintes parametros: Etapa de ativacado da enzima a 95°C por 15min, 45 ciclos de
amplificacdo a 94°C por 1 min e 60°C por 1 min, ja o simplex para deteccdo de SaV
seguiu:

Etapa de transcricdo reversa a 50°C por 30 min, ativacdo da enzima a 95°C
por 10 min, 40 ciclos amplificacdo a 95° por 15 seg e 60°C por 1 min. Foram
consideradas amostras positivas as que apresentaram uma curva sigmoide
caracteristica, atravessando a linha de treshold e apresentando um valor de C; até
42,00.

4.7 Amplificacdo das amostras de saliva e selecdo de amostras de fezes e

saliva positivas para o sequenciamento

Para determinar se as amostras detectadas como positivas para HAdV e
HBoV teriam carga viral suficiente para serem submetidas ao sequenciamento
(selecéo de amostras por Cy), foram escolhidas para cada virus 3 amostras com C
abaixo de 20, 3 amostras com C; entre 20 e 30 e 3 amostras com C; acima de 30 e
amplificadas com PCR qualitativo de acordo com Allander et al., (2001) para as

amostras HAdV positivas e Nested-PCR para as amostras HBoV positivas de acordo
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com Kapooret al., (2010), ambos utilizando Platinum® Tag DNA Polymerase High
Fidelity enzyme (Invitrogen, cat. 11304011).

Foram utilizados os primers Hexldeg (foward) e Hex2deg (reverse) para
HAdV, sendo correspondentes a posi¢cdo 21 a 322 de regido codificante do gene
hexon, gerando um produto amplificado de 301 pares de base. A reacao seguiu 0s
seguintes parametros: etapa de ativacdo da enzima 94°C por 30 seg, seguido de 35
ciclos de denaturagdo, anelamento e extensdo de 94°C por 15 seg., 55°C por 15
seg.e 68°C por 1 min.

Para HBoV, foram utilizados os primers AK-VP-F1 (foward) e AK-VP-R1
(reverse) no primeiro round do Nested-PCR e os primers AK-VP-F2 (foward) e AK-
VP-R2 (reverse) no segundo round, sendo eles correspondentes a juncao entre as
regides génicas VP1 e VP2, gerando um produto amplificado de 309 pares de base.
Os parametros para a reacao foram: etapa de ativacdo da enzima 94°C por 30 seg.,
seguido de 35 ciclos de denaturacdo, anelamento e extensdo de 94°C por 15 seg.,
55°C por 15 seg e 68°C por 1 min no primeiro round. Para o segundo round foi
submetido 2,5 pl de produto amplificado de cada amostra seguindo os parametros:
ativacdo da enzima 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de denaturacgéo,
anelamento e extensao de 94°C por 15 seg., 55°C por 15 seg. e 68°C por 1 min.

Amostras de saliva respectivas as amostras positivas para HAdV e HBoV
selecionadas foram submetidas aogPCR multiplex para deteccdo de HAdV e HBoV,
seguindo as mesmas especificacdes usadas para amplificacdo das amostras de
fezes (item 4.6), e posteriormente foram também amplificadas por PCR qualitativo
conforme os parametros determinados nos paragrafos acima.

As amostras selecionadas de fezes e saliva positivas para HAdV e HBoV que
amplificaram no PCR qualitativo foram enviadas a plataforma de sequenciamento do
Instituto Oswaldo Cruz. Os parametros da amplificacdo estdo descritos no item

seguinte.

4.8 Sequenciamento das amostras positivas

Produtos de PCR obtidos acima a partir de fezes e saliva foram purificados
utilizando o kit da promega Wizard® Sv gel and PCR clean-up system (ref. A9285,
lote 0000303131) e enviadas a plataforma de sequenciamento do Instituto Oswaldo

Cruz (I0C), onde foram sequenciadas através do método de Sanger (SANGER et
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al., 1977), utilizando os mesmos primers que foram usados na amplificagdo (no caso
das amostras HBoV, os primers usados no segundo round), utilizando o kit ABI
Prism Big Dye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction
(AppliedBiosystems, cat. 4337454) e o equipamento ABI Prism 3730 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, California, USA).

4.9 Anélise das sequéncias e definicdo dos gendétipos

Os cromatogramas resultantes das sequéncias obtidas de cada amostra, de
ambos os virus, foram avaliados usando o programa Chromas 2.4 (Technelysium
Pty Ltd, South Brisbane, Australia). O gendtipo das amostras HAdV e HBoV foi
definido usando o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) do website do
National Center for Biotechnology Information (NCBI -
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi), comparando a similaridade com sequéncias

biologicas revisadas e publicadas na database do website. Para construcdo da
arvore filogenética do HBoV e caracterizacdo dos grupos de HAdV, o alinhamento
das sequéncias proveniente das amostras com as sequéncias de referéncia foi feito
usando o software MEGA - Molecular Evolutionary Genetic Analysis Version X
(KUMAR et al., 2018).

4.10 Deteccdo do RNA mensageiro do bocavirus humano em amostras

genotipadas como HBoV1

As amostras de fezes e saliva genotipadas como HBoV1 foram testadas para
detectar se havia a presenca de RNA mensageiro (MRNA). Os acidos nucléicos de
cada amostra foram novamente extraidos e submetidos a digestdo enziméatica
usando a DNAse | (Thermo Fisher Scientific, Catalogo n°. EN0521) sem atividade de
RNAse, de acordo com as especificacdes do fabricante. Posteriormente as amostras
foram submetidas a RT-gPCR usando o kit SuperScript™ Il Platinum™ One-Step
gRT-PCR 500 (Invitrogen, Catadlogo n°® 11732020), usando 0S mesmos primers
usados no gPCR de deteccdo. Os parametros para o RT-qPCR foram: Ativacdo da
enzima a 95°C durante 10 min e 40 ciclos de denaturagcédo a 95°C durante 15 seg.,

anelamento e extensdo a 60°C por 1 min. Os produtos dessa reacdo foram
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posteriormente submetidos ao qPCR para verificar se ainda havia a presenca de

DNA residual ndo digerido.

4.11 Andlise estatistica

Foi utilizado o software StarSoft Statistica 10 Enterprise, aplicando o teste de
Pearson Chi-Square (PEARSON, 1900), onde as diferencas foram consideradas
estatisticamente relevantes quando o p valor foi menor que 0,05, e o célculo de odds
ratio (OR) para avaliar se havia diferenca significativa entre grupos determinados
(SZUMILAS, 2010). Para estimar a precisdo do OR, foi considerado um intervalo de
confianca de 95%, de forma que foram calculados os intervalos superiores e
inferiores de cada OR e considerados significativos os valores cuja subtracéo entre

ambos resultou um valor maior que 0 e menor que 1 (SZUMILAS, 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 Eficiéncia da técnica de PCR em tempo realpara detec¢cdo de Adenovirus

humano, Bocavirus humano e Sapovirus

Os testes de padronizacdo da PCR quantitativa (QPCR) apresentaram
resultados satisfatérios na amplificacdo das amostras de utilizadas como controle,
NTCs e curvas padrao, apresentando os mesmos Css ja definidos para cada um.

A gPCR multiplex detectou num total de 734 (100%) amostras de fezes, 263
(35,8%) amostras positivas para HAdV e 104 (14,1%) amostras positivas para HBoV,
enquanto a PCR simplex detectou 51 (6,9%) amostras positivas para SaV. Os
resultados apresentaram os mais diversos niveis de C; variando entre 14 a 42.

Muitas amostras apresentaram positividade para mais de um virus simultaneamente.

5.2 Frequéncia de deteccéo de Adenovirus, Bocavirus e Sapovirus humanos

Os resultados permitem correlagdo da frequéncia com alguns fatores
selecionados tais como: coinfeccéo, status clinico (com DDA ou IRA) e vacinal,
conforme apresentado nas tabelas 4, 5 e 6. O grupo de criancas com DDA foi
coletado consideradocomo “amostra” e o de criancas com IRA, como “controle”.

Na Tabela 4 observa-se que todos os valores calculados de p para os
diferentes virus investigados - nos dois diferentes grupos - ndo foram significativos,
tendo como base os valores percentuais para ambos 0s grupos.

A tabela 5 mostra a frequéncia de HAdV, HBoV e SaV detectados nos grupos
de DDA e IRA, em amostras com e sem a presenca simultanea de outro virus. Na
Tabela 5A, as frequéncias detectadas para HAdV variam bastante dependendo do
virus em coinfeccdo. De acordo com o valor de odds ratio e do intervalo de
confianca, as diferencas estatisticamente significantes ocorreram apenas por
infeccdo com HAdV e HAdV com coinfeccao por HBoV.

A tabela 5B mais uma vez apresenta como significante a coinfec¢do por
HAdV e HBov, enquanto a tabela 5C ndo apresenta valores estatisticamente

significativos para a infeccdo por SaV e sua coinfeccdo com outros virus.
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Tabela 5 - Frequéncia de Adenovirus (HAdV), Bocavirus (HBoV) e Sapovirus (SaV)
detectados nos dois diferentes grupos de criangcas analisados, divididos em grupo
com doenca diarréica aguda (DDA) e infeccao respiratéria aguda (IRA)

Total de amostras (734)

DDA =485 (100%) IRA = 249 (100%)

HAdV 163 (33,6%) 99 (39,8%) p*=0,10081
HBoOV 69 (14,2%) 35 (14,1%) p*= 0,81255
SaV 35 (7,2%) 17 (6,8%) p*= 0,84530

Legenda: * - O valor de significancia (p valor) foi encontrado comparando ambos 0s grupos de
criancas DDA e IRA negativas e positivas para cada virus através do teste Pearson Chi-Square no
software Statistica 10.

Fonte: (Do autor, 2020).

Tabela 6 - Frequéncia de Adenovirus (A), Bocavirus (B) e Sapovirus (C) detectados
nos grupos de doenca diarréica aguda (DDA) e infeccéo respiratoria aguda (IRA) em
amostras sem e com a presenca de outro virus simultaneamente (continua)
Adenovirus (A)

Virusdetectados Total de amostras = 734
DDA =485 IRA n= 249 OR* IC*
(100%) (100%)
ApenasHAdV 63 (13%) 41 (16,4%) 0,78 0,67#
HAdV + RVA 20 (4,1%) 13 (5,2%) 0,79 1,23
HAdV + norovirus 39 (8,0%) 17 (6,8%) 1,17 1,47
HAdV + HBoV 5 (1,0%) 11 (4,4%) 0,23 0,59#

HAdV + SaV 1 (0,2%) 0 (0,0%) 0 -
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Tabela 7 - Frequéncia de Adenovirus (A), Bocavirus (B) e Sapovirus (C) detectados

nos grupos de doenca diarréica aguda (DDA) e infec¢do respiratoria aguda (IRA) em

amostras sem e com a presenca de outro virus simultaneamente (concluséo)

Bocavirus (B)

Virus detectados

Total de amostras = 734

DDA =485 IRA n= 249 OR* IC*
(100%) (100%)

ApenasHBoV 22 (4,5%) 10 (4,0%) 1,13 1,9
HBoV + RVA 0 (0,0%) 2 (0,8%) 0 -
HBoV + norovirus 16 (3,3%) 4 (1,6%) 2,05 5,67

HBoV + HAdV 5 (1,0%) 11 (4,4%) 0,23 0,59%#
HBoV + SaV 2 (0,4%) 0 (0,0%) 0 -
Sapovirus (C)
Virus detectados Total de amostras = 734
DDA =485 IRA n= 249 OR* IC*
(100%) (100%)
ApenasSaV 8 (1,6%) 3 (1,2%) 1,36 4,82
SaV + RVA 1 (0,2%) 2 (0,8%) 0,25 2,75
SaV + norovirus 9 (1,9%) 3 (1,2%) 1,54 5,32
SaV + HAdV 1 (0,2%) 0 (0,0%) 0 -
SaV + HBoV 2 (0,4%) 0 (0,0%) 0 -

Legenda: * - Os valores de oddsratio (OR) e os intervalos de confianca (IC) foram calculados de
acordo com SZUMILAS (2010). # - Foram considerados estatisticamente significantes os intervalos de

confianca menores que 1.

Fonte: (Do autor, ANO).

A tabela 6 apresenta a frequéncia de infeccdo por HAdV, HBoV e SaV nos

grupos DDA e IRA em criangas vacinadas e ndo vacinadas com RV1, ndo havendo

diferenca estatisticamente significante entre os grupos vacinados e nao vacinados

de acordo com o p valor.
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Tabela 8 - Positividade para Adenovirus (HAdV), Bocavirus (HBoV) e Sapovirus
(SaV) humanos dentro dos grupos de criangas vacinadas e ndo vacinadas com RV1
nos grupos de amostras de doenca diarréica aguda (DDA) e infeccdo respiratéria
aguda (IRA)

Total de Positividade e status de vacinacao
amostras =
734
DDA =485

Vacinados = 192 Nao Vacinados = 293

HAdV 57 (29,6%) 106 (36,1%) p* = 0,13738

HBoV 30 (15,6%) 37(12,6%) p* = 0,35218

SaV 16 (8,3%) 19 (6,4%) p* = 0,44477
IRA = 249

Vacinados = 101 Nao Vacinados = 148

HAdV 45 (44,5%) 54 (36,4%) p* =0,20215
HBoV 15 (14,9%) 21 (14,2%) p* = 0,88412
SaV 7 (6,9%) 10 (6,7%) p* =0,95742

Legenda: * - O valor de significancia (p valor)foi encontrado comparando ambos o0s grupos de
criangas vacinadas e ndo vacinadas para cada virus através do teste Perason Chi-Square no
software Statistica 10.

Fonte: (Do autor, 2020).

5.3 Somente amostras com C; entre 30 e 32 na PCR quantitativa para
amplificacdo de adenovirushumano e bocavirus humanos foram positivas

na PCR qualitativa

Os testes de verificacdo de carga viral das amostras de HAdV e HBoV com a
PCR quantitativa revelaram que para ambos os virus, amostras com o C; acima de
32 ndo amplificaram, gerando o filtro onde apenas amostras positivas com o C; até
esse limite foram selecionadas, resultando em 36 amostras positivas para HAdV e

27 amostras positivas para HBoV, as quais tiveram suas respectivas amostras de
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saliva também amplificadas por PCR quantitativo. As amostras selecionadas foram
amplificadas por PCR qualitativa.

Na PCR qualitativa, das 36 amostras de fezes e suas 36 amostras de saliva
respectivas selecionadas HAdV, 29 de fezes e de saliva amplificaram. Quanto as 54
amostras HBoV selecionadas (27 de fezes e 27 de saliva), foram amplificadas 22 de
fezes e 25 de saliva. Todos esses dados estdo apresentados na tabela 7, contendo
as amostras selecionadas. As amostras estdo representadas com a numeracao de
identificagéo utilizada no LVCA. As amostras taxadas de cinza e grifadas s&o as
amostras que amplificaram na PCR qualitativa.

As amostras amplificadas na PCR quantitativa foram enviadas a plataforma

de sequenciamento da Fiocruz.

Tabela 9 - Amostras positivas para Adenovirus humano e Bocavirus humano

selecionadas. As amostras taxadas de cinza e grifadas foram amplificadas na PCR

quantitativa
Amostras HAdV e HBoV selecionadas
HAdV HBoV
Fezes Saliva Fezes Saliva
26196 27899 26197 27900 26220 27755 26221 27756
26218 27943 26219 27944 26230 27795 26231 27796
26240 28019 26241 28020 26276 27863 26277 27864
26254 28039 | 26255 28040 26677 27911 26678 27912
26308 28053 26309 28054 26773 27917 26774 27918
26577 28364 26578 28365 27141 27957 27142 27958
26587 28378 26588 28379 27151 28057 27152 28058
26591 28380 26592 28381 27181 28280 27182 28281
26603 28424 26604 28425 27233 28456 27234 28457
26637 28428 26638 28429 27277 27278
26733 28432 26734 28433 27287 27288
26769 28462 | 26770 28463 P — 27294
27211 28494 27212 28495 27311 27312
27323 28500 27324 28501 27339 27340
27701 28502 27702 28503 27377 27378
27727 28506 27728 28507 97305 27396
27815 28520 27816 28521 27603 27604
27847 28536 27848 28537 27753 27754

Fonte: (Do autor, 2020).
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5.4 Variabilidade genética encontrada nas amostras de Adenovirus humano

detectadas

A andlise das sequénciasnucleotidicas obtidas das amostras (fezes e saliva)
permitiu verificar que ha uma grande variabilidade genética paras as amostras de
HAdV estudadas, conforme apresentado nas tabelas 8.

Seis amostras ndo apresentaram qualidade suficiente para que fosse possivel
a definicdo do gendtipo (amostras 26591, 28053, 28364, 28494, 28495 e 28501) as
demais 32 amostras tiveram seu genétipo definido, apresentados na tabela 8A.

14 das amostras sequenciadas possuem coinfec¢cdo para um ou mais virus,
sendo o norovirus GIl (representado na tabela 8B e 8C como NoVGII) o mais
presente, havendo também casos com RVA, HBoV e SaV conforme apresentado na
tabela 8B.

Na tabela 8C encontram-se as amostras de fezes e saliva sequenciadas que
foram coletadas da mesma crianca, permitindo comparativo entre o gendtipo
encontrado nas fezes e na saliva. Essa tabela também indica se houve deteccéo de
outro virus na amostra de fezes. Apenas seis amostras de fezes tiveram sua
respectiva amostra de saliva também sequenciada, de forma que de 3 amostras, 2
amostras de fezes apresentaram positividade para HBoV e uma para NoVGII. Para
melhor visualizacdo, cada par de salivas + fezes de cada crianca esta representado
como crianga A, crianca B e assim sucessivamente.

A tabela 8D apresenta os genétipos HAdV detectados por grupo, enquanto a
figura 12 apresenta a analise comparativa das sequencias de aminoacidos
deduzidasdas amostras HAdV detectadas e amplificadas com amostras do banco de
dados do NCBI usadas (referéncias para cada genoétipo caracterizado). Na figura
12A estdo as amostras do grupo de criancas com DDA e na 12B com IRA. Na figura
12C foi realizada uma andlise evolutiva entre as duas amostras genotipadas como
HAdV53 e uma amostra referéncia detectada em humano na Asia (Japdo). Os dados

apresentados nessa figura foram obtidos através do Software MEGA-X.
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Tabela 10 - Genoétipos detectados nas amostras sequenciadas (A), amostras

sequenciadas contendo coinfec¢do para outros virus (B), amostras de fezes e saliva

sequenciadas pertencentes a mesma crianca (C) e divisdo das amostras

sequenciadas por seus respectivos grupos (continua)

A

DDA

Gendtipos Adenovirus

IRA

Fezes

Amostra Genobtipo
26587 HAdV40
26603 HAdV56
27211 HAdV41
27323 HAdV3

27701 HAdV40
27727 HAdV41
27815 HAdV40
27847 HAdV53
27899 HAdV2

28378 HAdV41
28502 HAdV41

Saliva

Amostra Genétipo

27702
27900

HAdV41
HAdV40

Fezes

Amostra Genétipo
26196 HAdV2
26308 HAdV40
26577 HAdV3
26637 HAdV3
26733 HAdV31l
26769 HAdV53
27943 HAdV40
28019 HAdV2
28039 HAdV1
28380 HAdV41
28424 HAdV12
28428 HAdV12
28500 HAdV41
28536 HAdV41

Saliva

Amostra Genoétipo
26197 HAdV2
26241 HAdV3
26578 HAdV2
26770 HAdV41
28040 HAdV6
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Tabela 11 - Genotipos detectados nas amostras sequenciadas (A), amostras

sequenciadas contendo coinfec¢do para outros virus (B), amostras de fezes e saliva

sequenciadas pertencentes a mesma crianca (C) e divisdo das amostras

sequenciadas por seus respectivos grupos (continuacéo)

B
Coinfeccédo das amostras HAdV sequenciadas
DDA IRA
Amostra Genotipo Coinfeccéo Amostra Genétipo Coinfeccéo
26603 HAdV56 NoVGII(Ct16,76) | 26577 HAdV3 HBoV(Ct38,8)
NoVGII(Ct26,06)
27323 HAdV3 HBoV(Ct39,02) 26733 HAdV31 NoVGII(Ct35,12)
SaV(Ct16,16) SaV(Ct31,14)
27701 HAdV40 RVA(Ct36,40) 26769 HAdV53 HBoV(Ct39,3)
27815 HAdV40 RVA(Ct37,32) 27943 HAdV40 RVA(Ct27,91)
HBoV(Ct39,02) HBoV(Ct38,83)
27847 HAdV53 NoVGII(Ct32,83) | 28039 HAdV1  NoVGII(Ct24,38)

28380 HAdV41 NoVGII(Ct13,67)

28428  HAdV12  RVA(Ct36,76)
NoVGII(Ct36,97)

28536  HAdV41  RVA(Ct36,22)
HBoV(Ct17,63)
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Tabela 12 - Genotipos detectados nas amostras sequenciadas (A), amostras
sequenciadas contendo coinfec¢do para outros virus (B), amostras de fezes e saliva
sequenciadas pertencentes a mesma crianca (C) e divisdo das amostras

sequenciadas por seus respectivos grupos (concluséo)

C
Fezes e saliva HAdV pareadas
DDA
Amostra Genotipo Coinfeccao
27701 HAdV40
Crianca A 27702 HAdV4L
27899 HAdV2
Crianca B
27900 HAdV40
IRA
Amostra Genotipo Coinfeccdo
26196 HAdV2
CriancaC 56197 HAdV2
26577 HAdV3
Crianca D 26578 HAJV2 HBoV(Ct38,8)
26769 HAdV53
Crianca E 26770 HAdVA1 HBoV(Ct39,3)
28039 HAdV1
Crianca F 28040 HAAV6 NoVGII(Ct31,67)
D
Divisdo de amostras HAdV por grupo
Grupo Tipo de infeccdo causada Amostras
HAdV12: 28424 e 28428
A Gastrentérica HAdV31: 26733
Bl Respiratdria aguda e ocular HAdV3: 27323, 26577, 26637 e 26241
HAdV1: 28039
C Respiratéria aguda e HAdV2: 27899, 26196, 28019, 26197 e
gastrentérica 26578
HAdV6: 28040
HAdV53: 27847 e 2676
D Ocular (Ceratoconjuntivite) HAdV56: 26603

HAdV40: 26587, 27701, 27815, 27900,
F Gastrentérica 26308 e 27943

HAdV41: 17211, 27727, 28378, 28502,

27702, 28380, 28500, 28536 e 26770

Fonte: (Do autor, 2020).
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Figura 12 - Analise comparativa das proteinas geradas pelas sequéncias
nucleotidicas das amostras HAdV positivo e as sequéncias de referéncia,
comparando grupo doenca diarréica aguda (A), infeccao respiratéria aguda (B) e a
relacéo evolutiva das amostras HAdV53 (continua)
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Figura 13 - Analise comparativa das proteinas geradas pelas sequéncias
nucleotidicas das amostras HAdV positivo e as sequéncias de referéncia,
comparando grupo doenca diarréica aguda (A), infeccdo respiratéria aguda (B) e a
relacéo evolutiva das amostras HAdV53 (conclusao)

C

26769 HAdVS3 ARI

27847 HAdV53 AGE

AB568098 1 Japao HAdVS3

ABSEEQSE. L_Japao HADVS2 ARATDTYESL QEEFRHPTVA FTHINTIDRS OBLTLREVEV DBEDTTYSYE ARFTLA [54]
28760 _HALWVS2_ART SE.....F. ....K.... .. HPAP. .......... VIHE..... H o......
ZTE4T_HALVS2_AGE BE. ..., ......... SCJHOOALL LPaooLL WREH...LL H _L...

Fonte: (Do autor, 2020).

5.5 Bocavirus humano do tipo 1 foi predominantemente encontrado nas
amostras do grupo doenca diarréica aguda, enquanto o tipo 2 no grupo

infeccado respiratoria aguda

Das 22 amostras de fezes e 25 amostras de saliva enviadas para a
plataforma de sequenciamento, 18 amostras de fezes e 15 amostras de saliva
apresentaram sequencias nucleotidicas com qualidade suficiente para
caracterizacao do gendtipo.

No grupo DDA foram 11 amostras de fezes caracterizadas, sendo 10 como
HBoV1 e uma como HBoV2, enquanto todas as 11 amostras de saliva pertencentes
a este grupo foram caracterizadas como HBoV1. Ja no grupo IRA, foram 7 amostras
de fezes caracterizadas, 5 como HBoV2, uma como HBoV1 e uma como HBoV3,
sendo a Unica. Com relacdo as amostras de saliva deste grupo, foram 4
caracterizadas, sendo 3 do grupo HBoV1 e uma HBoV2.

Apenas 3 amostras de fezes ndo tiveram sua respectiva amostra de saliva
caracterizada, e uma amostra de saliva néo teve sua respectiva amostra de fezes.
Como a maioria das amostras estdo pareadas as fezes e saliva respectivas, foi
possivel separar as amostras por crian¢a, permitindo uma melhor visualizagdo dos

resultados. Quanto ao quadro de coinfeccéo, 4 criangas do grupo DDA e 5 do grupo
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IRA possuem um segundo virus também detectado, sendo em uma crianga o SaV e
nas demais criangas o HAdV.

Todos os dados descritos acima estao presentes na tabela 9A e 9B, contendo
as amostras de DDA e IRA respectivamente. A figura 13 apresenta a &arvore
filogenética contendo a proximidade evolutiva entre as amostras caracterizadas e as
amostras de referéncia obtidas no banco de dados do NCBI, sendo estas amostras
da regido Norte e amostras do Rio de Janeiro. A andlise da arvore filogenética foi
inferida no software MEGA-X usando o método Maximum Likehood e o modelo
Tamura-Nei (TAMURA, 1993), onde os valores de bootstrap calculados foram acima

de 70%, estimado com 2000 pseudo-reproducdes de cada nodo.

Tabela 13 - Genotipos de bocavirus humano detectados nas amostras de fezes e
saliva sequenciadadas, demonstrando também a ocorréncia de coinfeccao para os
grupos de doenca diarréica aguda (A) e infeccéo respiratoria aguda (B) (continua)

A

Amostras HBoV Sequenciadas

Grupo DDA
Fezes Saliva
Criancas Amostra  Genoétipo | Amostra Genotipo Coinfeccdo
Crianga 27141 HBoV1 27142 HBoV1
Cria%nga 27181 HBoV1 27182 HBoV1
Cri:nga 27234 HBoV1
Cri:nga 27277 HBoV2 HAdV Ct33,8
Cri;n(;a 27311 HBoV1 27312 HBoV1
Criasn(;a 27339 HBoV1 27340 HBoV1
Cri:n(;a 27377 HBoV1 27378 HBoV1 HAdV Ct39,23
Cria7n(;a 27753 HBoV1 27754 HBoV1 SaV Ct35,21
Cri:n(;a 27795 HBoV2 27796 HBoV1
Criangga 10 27863 HBoV1 27864 HBoV1
Crianca 11 27911 HBoV1 27912 HBoV1 HAdV Ct40,12
Crianga 12 28057 HBoV1 28058 HBoV1
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Tabela 14 - Gendtipos de bocavirus humano detectados nas amostras de fezes e
saliva sequenciadadas, demonstrando também a ocorréncia de coinfec¢do para os
grupos de doenca diarréica aguda (A) e infeccéo respiratoria aguda (B) (concluséo)
B

Amostras HBoV Sequenciadas

Grupo IRA
Fezes Saliva

Criancas Amostra Genotipo Amostra Genotipo Coinfeccao
Crianca 13 26220 HBoV3 HAdV Ct36,59
Crianca 14 26276 HBoV2

Crianca 26677 HBoV2 26678 HBoV1 HAdV Ct36,12

15

Crianca 16 26773 HBoV2 HAdV Ct36,57
Crianca 17 27151 HBoV2 27152 HBoV1
Crianca 18 27917 HBoV1 27918 HBoV1 HAdV Ct37,15
Crianca 19 28280 HBoV2 280281 HBoV2 HAdV Ct42,91

Fonte: (Do autor, 2020).
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Figura 14 - Arvore filogenética demonstrando a proximidade evolutiva entre as

amostras caracterizadas e as amostras referéncia
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5.6 RNA Mensageiro detectado apenas em amostras de fezes positivas para

bocavirus

Trésamostras HBoV1 do grupo DDA amplificaram no teste para deteccao de
RNA mensageiro, sendo elas, as amostras 27311, 27911 e 28057, conforme

apresentado na tabela 10.

Tabela 15 - Amostras HBoV1 do grupo DDA amplificadas no teste para deteccgéo de

RNA mensageiro

Amostras HBoV1 amplificadas

Amostra Coinfeccéo
27311 -
27911 HAdV Ct 40,12
28057 -

Fonte: (Do autor, 2020).
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos por meioda detec¢do simultanea de HAdV e HBoV, s6
foram possiveis devido ao sucesso do método de qPCR padronizado e validado
durante este estudo, o qual foi eficiente, apresentou sensibilidade adequada e foi
eficaz na deteccdo destes virus em amostras de fezes e saliva (LEITAO et al.,
2020). Por serem ambos estes virus causadores tanto de DDA como de IRA, o
método pode ser utilizado no futuro como uma ferramenta eficaz, em centros de
referéncia para a deteccdo destas duas viroses em criangas acometidas por estas
duas enfermidades (DDA e IRA), consideradas as principais causas de mortalidade
e morbidade no mundo inteiro em criancas menores de cinco anos. Além de
padronizar este gPCR, nosso estudo gerou resultados quanto a frequéncia destes
agentes, e também quanto a frequéncia dos SaV, considerados agentes emergentes
causadores de DDA, em uma populacao de criancas com quadro clinico de DDA e
IRA, conforme discutido a seguir.

As frequéncias semelhantes detectadas para os HAdV e HBoV nos dois
grupos de estudo, sendo de criangas apresentando quadro clinico de DDA e de IRA,
poderiam ser explicadas pelo fato de ambos agentes etiolégicos virais serem
considerados causadores dos dois quadros clinicos (BERK, 2013 e BLINKOVA et
al., 2009). No entanto, para os HAdV foi observado uma frequéncia um pouco mais
expressiva no grupo de criangas com IRA do que com DDA. Uma explicacdo para
este fato pode ser a severidade dos HAdV em causar IRA maior do que para DDA.
De fato, os HAdV tém sido considerados um importante agente etiolégico causador
de morbidade e mortalidade por IRA em criancas menores de cinco anos de idade
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

N&o existe nenhum estudo relacionando a infeccdo pelo SaV com quadro
clinico de IRA, somente com DDA, afetando individuos de todas as idades e
causando epidemias e casos esporadicos de DDA em todo o mundo (OKA et al.,
2015). Neste estudo, as frequéncias detectadas para SaV foram também
semelhantes em ambos os grupos de estudo (DDA e IRA), talvez porque estes
agentes estejam circulando nas populacdes sem causar enfermidades, dependendo
do perfil de susceptibilidade dos individuos distribuidos nas diferentes populacdes

mundiais. A susceptibilidade do hospedeiro para os SaV tem sido investigada. Uma
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explicacdo, fundamentada em achados cientificos, é o fato deste virus causar DDA
em alguns individuos “susceptiveis” e em outros n&o (“ndo susceptiveis”), algo que
de forma geral esta relacionado a conter algum gene que levaria a expressao de
determinada proteina ha membrana celular a qual determinado virus teria afinidade
e utilizaria para se acoplar a célula com mais facilidade (MATUSSEK et al., 2015).

A frequéncia de criancas onde se detectou somente o agente etiolégico HAdV
foi maior quando comparada com a frequéncias de criangas coinfectadas com HAdV
e RVA. Uma hipétese a ser considerada seria a existéncia da vacinacéo por RV1,
uma vez que quando comparamos com a coinfeccdo HAdV e norovirus a frequéncia
para esse novo perfil de coinfeccdo aumenta novamente. Esse mesmo aspecto
também é observado comparando as frequéncias de HBoV sozinho, HBoV em
coinfeccdo com HAdV e com norovirus. O SaV apresenta frequéncias baixas, sendo
um pouco maiores quando observado sozinho ou acompanhado do norovirus, algo
gue pode estar relacionado a ambos pertencerem a mesma familia e talvez
compartilharem um perfil de susceptibilidade para os mesmos hospedeiros.

Durante este estudo o perfil de infeccdo foi analisado considerando-se
também o perfil RVA vacinal das criancas. Criancas nao vacinadas apresentando
positividade por qPCR para HAdV e com DDA foram em maior nimero do que
vacinadas. No entanto, a deteccdo de HBoV e SaV foi maior no grupo de criancas
RVA vacinadas.

Recentemente, Halasa et al., (2020) realizaram um estudo onde amostras de
fezes de criancas entre 15 dias de idade a adolescentes de 17 anos apresentando
DDA (2.885 amostras) ou ndo (1.110 amostras - grupo controle) foram analisadas
para a presenca dos quatro principais agentes virais causadores de DDA (RVA,
norovirus, astrovirus e SaV), considerados de grande importancia etiolégica
(RABONI et al., 2014). No estudo destes autores, a cobertura vacinal para os RVA
foi superior a 90%, e foram observadas frequéncias maiores para respectivamente
norovirus, RVA, SaV e astrovirus. O perfil de agentes virais causadores de DDA na
era pré-vacina RVA era bem diferente, sendo o RVA o principal causador, seguido
pelo Norovirus (BURNETT et al., 2017).

Os norovirus passaram a ser considerados os principais agentes causadores
de DDA e outros agentes virais como 0s SaV emergiram. Nosso estudo também

demonstrou a importancia das infec¢gdes pelos virus emergentes HBoV e SaV, assim
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como mostrou o perfil de infecgdo dos HAdV, embora numa populagcdo com um perfil
de cobertura vacinal bem inferior a 90% (dados ndo mostrados).

As amostras identificadas como HAdV que apresentaram qualidade suficiente
para a definicdo de gendtipos foram principalmente obtidas de criangas com IRA. No
entanto no grupo de criangas com DDA foi observada uma grande diversidade de
genotipos, inclusive gendtipos responsaveis por surtos epidémicos de
ceratoconjuntivites na Asia, como os genotipos HAdV53 e HAdV56 (GONZALEZ, et
al., 2019; ADHIKARY; BANIK, 2014). O geno6tipo HAdV56 nunca foi detectado no
Brasil antes. Uma vez que o0s genétipos HAdV53 e 56 foram detectados
separadamente em amostras de criangas com DDA e em co-infecgdo com norovirus,
seria interessante verificar-se em estudos futuros o papel etiolégico e real da rota de
infeccdo e disseminagcdo em hospedeiros dos HAdV. No entanto, provavelmente o
guadro de DDA apresentado pelas criancas relativas a estas duas amostras foi
causado pelos norovirus.

Uma amostra de uma crianca com IRA também foi caracterizada genotipo
HAdV53, porém em co-infeccdo com HBoV. Nossa hipdtese € de que sendo um
genotipo causador de ceratoconjuntivite, provavelmente o quadro de IRA poderia ser
ter sido causado pela infeccéo pelo HBoV conforme sera discutido a seguir.

Amostras de criancas com quadro de DDA, sendo HAdV positivas foram
caracterizadas como pertencentes aos genotipos HAdV2, HAdV12, HAdV31,
HAdV40 e HAdV41, e todos estes gendtipos sdo descritos como causadores de
DDA (SCHACHNER et al., 2018). Uma amostra deste grupo de criangcas com DDA
foi genotipada como HAdV3 em co-infeccdo com norovirus, HBoV e SaV. A
deteccdo do HAdV3 que é um agente etiolégico caracterizado como causador de
IRA, em amostras fecais poderia estar relacionado a dualidade da rota de infeccao
(respiratoria e oral-fecal) para virus causadores tanto de DDA e IRA, que sera
discutida a seguir com relacdo aos HBoV e foi apresentada na publicacédo
relacionada aos resultados dessa dissertacdo (LEITAO et al., 2020). A mesma
situacdo poderia ser considerada quando foram detectadas tanto em amostras de
saliva como em fezes os gendétipos HAMV2 e HAdV6, ambos gendtipos causadores
de IRA.

Por conta da grande variabilidade quanto aos genétipos de HAdV detectados
e caracterizados neste estudo, uma arvore filogenética ndo apresentaria

informacBes satisfatorias, portanto foi realizada uma analise comparativa das
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proteinas geradas pelas sequéncias nucleotidicas obtidas pelo sequenciamento pelo
método de Sanger. A andlise da sequéncia proteica gerada pelos diferentes
gendtipos de HAdV identificados neste estudo, mostrou que as sequéncias
permaneceram conservadas, com poucas alteracdes de aminoacidos quando
comparadas as sequéncias protétipos selecionadas para esta analise comparativa.
Uma excecao foi com relagdo as amostras genotipadas como HAdV53 e HAdV56 do
grupo de criangas com quadro clinico de DDA. A significancia destas alteracfes
devera ser em estudos futuros e de maior complexidade investigada.

Amostras de criancas com quadro clinico de DDA foram preferencialmente
genotipadas comparando-se com amostras de criancas com IRA, devido a qualidade
dos amplicons obtidos, independente de terem sido estes amplificados a partir de
amostras de fezes ou saliva. O pareamento de uma amostra de fezes com uma de
saliva, pertencentea uma mesma crianga, permitiu conclusbes com maior grau de
confianca.

Noventa e dois por cento (11/12) das amostras de criangcas com DDA HBoV
positivas foram caracterizadas como genétipo 1 (HBoV1), o qual tem sido
caracterizado como principalmente causador de IRA (BROCCOLO et al., 2015). De
forma surpreendente também 91% (10/11) destas amostras foram detectadas tanto
em fezes como saliva. Além da alta frequéncia deste gendtipo nas amostras de
criancas com DDA, alguns fatores nos levaram a acreditar que o HBoV1l € um
causador de DDA na populacdo de estudo: 1. Apenas trés destas criancas com DDA
apresentaram co-infeccdo com um dos dois virus causadores de DDA investigados
neste estudo (HAdV e SaV) e 2. A carga viral detectadas destes virus nestas trés
amostras em co-infeccao foram muitos baixas.

Estes fatos tornaram forte a nossa hipétese da DDA neste grupo de criancas
ter sido causada pelos HBoV1 (Leitdo et al., 2020), no entanto, visando reforcar
nossa hipétese do HBoV1 ser um causador de DDA, a deteccdo de mRNA foi
realizada e trés amostras de criancas com DDA apresentando a confirmacao de que
estava havendo replicacdo e shedding viral.As amostras HBoV1 do grupo GA foram
novamente testadas para deteccdo de mRNA. Esse teste foi realizado para analisar
se 0 HBoV1 nessas amostras esta replicando e causando DDA (consequentemente
produzindo mRNA) ou € apenas shedding viral sem replicacdo no trato

gastroentestinal. Realmente foi detectado mRNA em trés amostras, onde apenas
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uma possui coinfeccdo com HAdV, porém com uma carga viral muito baixa,
evidenciando que o HBoV1 é o provavel causador de DDA nas 3 criangas.

No caso dos HBoV, o melhor método para identificar estes agentes como
causadores de DDA ou IRA, tem sido a detec¢cdo de mRNA, isso porque geralmente
a carga viral detectada destes virus em amostras € baixa, e eles poderiam persistir
em tecidos tais como os do trato respiratério, embora causando DDA (IVASKA et al.,
2019; CHRISTENSEN et al., 2019). O padrdo ouro de deteccao deveria ser entédo a
deteccdo do mRNA, porém em fezes pode ser considerado um desafio, desde que a
gualidade deste tipo de amostras ndo permitiria uma razoavel amplificacdo (devido a
presenca de enzimas digestivas entre outras). Considerando esta situacao, nés
podemos levantar a hipotese de que os HBoV1 infectam o trato respiratério, e
através das vias respiratorias compartilhadas pelo tubo digestivo, alcancam o trato
gastrointestinal, causando DDA (LEITAO et al., 2020).

Inversamente, para o grupo de criangcas com IRA, o gendtipo 2 (HBoV2) foi o
mais detectado, apesar de ser apresentado na literatura como causador de DDA.
Apenas 3 criancas apresentaram o genotipo 1 na saliva, das quais uma também o
apresentou nas fezes e as outras duas apresentaram o genétipo 2 nas fezes.

A arvore filogenética construida, onde foram comparadas as sequencias
obtidas dos HBoV1, 2 e 3 com as sequencias de amostras do Rio de Janeiro e da
regido Amazonica disponiveis do GenBank do NCBI, claramente mostrou que todas
as amostras HBoV1 se assemelham entre si e com as referéncias, provavelmente
indicando que este gendtipo tem circulado e se mantido nesta regido causando
DDA. Podemos considerar como explicacdo o fato destes virus serem de genoma
formado por DNA, com pouca pressao evolutiva. No entanto, para os genétipos
HBoV2 e HBoV3 detectados neste estudo, os quais tém sido detectados como
causadores de DDA na regido Amazonica (SOARES et al., 2019), as sequencias de
referéncias foram diferentes das obtidas neste estudo, mostrando uma certa
diversidade genética, considerando somente as amostras HBoV2, uma vez que
somente uma amostra HBoV3 foi identificada e ndo permitiu uma melhor andlise da
diversidade quanto a este genatipo.

No ambito da vigilancia sanitaria e saude publica, os dados vacinais obtidos,
conforme avaliagdo das informagBes contidas nas fichas epidemiologicas das
criancas das quais foram obtidas as amostras, representam uma cobertura vacinal

deficiente no estado de RR (dados nao apresentados neste estudo). O estado de RR
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e regides adjacentes, que compreendem a regido Amazonica, apresentam desafios
constantes. Neste estudo, demonstramos a presenca de trés agentes virais
causadores de DDA, sendo dois deles emergentes (HBoV e SaV), demonstrando
gue além do RVA e Norovirus, ha outros virus causadores de DDA acometendo as
criancas da regido, portanto, além de um maior investimento nos programas de
vacinagdo RV1, principalmente com atencdo a dificuldade logistica natural de
acesso a regido Amazonica, ha a necessidade de se manter a vigilancia de outros
virus, o que tornaria possivel a antecipacdo de surtos e a tomada de medidas para

contencdo antes de um aumento do niumero de casos e mortalidade infantil.
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7 CONCLUSAO

Este estudo apresentou resultados com os quais podemos concluir: os HAdV
circulam na regido Amazobnica, considerando-se principalmente o estado de RR,
causando DDA e IRA, com uma consideravel diversidade de gendtipos; os HBoV1
podem ser considerados causadores de DDA em criangcas da regido Amazonica;
existe uma real necessidade de considerar-se outros agentes causadores de DDA
como 0s aqui pesquisados, causando morbidade e mortalidade infantil,
principalmente na regido Amazonica do Brasil, que apresenta baixa cobertura
vacinal e dificuldades naturais. O método de qPCR apresentado neste estudo pode
ser uma ferramenta importante para deteccdo de HAdV e HBoV em amostras de

fezes e saliva.
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