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SAMPAIO, Madina Lyve da Silva. Identificacdo de Bocavirus Humano em amostras fecais de
criancas com gastroenterite aguda. 51 f. 2014. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Ciéncias
da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.

RESUMO

A gastroenterite aguda é considerada uma importante causa de morbidade e mortalidade entre
criangas em todo o mundo, especialmente nos primeiros anos de vida. Tal doenca pode ser
provocada por infec¢des causadas por bactérias, fungos, protozoarios e, principalmente, virus.
Dentre as infeccdes virais, destacam-se: Norovirus (NoV), Rotavirus (HRV), Adenovirus
(AdV) e, mais recentemente identificado, o Bocavirus Humano (HBoV). O HBoV possui DNA
de fita simples, ndo envelopado e pertencente a familia Parvoviridae, género Bocavirus.
Apresenta quatro proteinas, sendo estas VP1 e VP2, proteinas estruturais, NS1, proteina ndo
estrutural e a nucleoproteina NP1 com funcdo desconhecida. Com o intuito de verificar a
existéncia e determinar as espécies circulantes do HBoV em Salvador-Bahia, no periodo de
Janeiro a Julho de 2012, o presente estudo analisou 105 amostras fecais de criangas menores de
5 anos de idade que deram entrada na emergéncia de uma Unidade Hospitalar com quadro
clinico de gastroenterite aguda. Através da extracdo do DNA e posterior reacdo do nested-PCR
foi possivel observar que 0 HBoV estava presente em 42% das amostras testadas, percentual de
positividade considerado alto quando comparado a outros estudos onde a frequéncia do virus
havia sido menor. Além disso, testes imunoenzimaticos tambeém foram realizados nessas
amostras para verificar a presenca de viroses entéricas (NoV, HRV e AdV), revelando que 27%
das amostras positivas para HBoV estavam co-infectadas com NoV e AdV, enquanto a maior
parte tratava-se de infeccdo apenas por HBoV. O sequenciamento e andlise filogenética das
sequéncias virais mostraram que estas pertencem as espécies HBoV-1 e HBoV-2A, sendo esta
ultima, até o momento, nunca relatada no Brasil. Por fim, o presente trabalho busca, de forma
inovadora e pioneira no estado da Bahia, direcionar as pesquisas para este novo agente
etioldgico que vem sendo identificado em pacientes com sintomas de gastroenterite aguda em

todo 0 mundo e que agora também foi detectado na populacéo de Salvador.

Palavras chave: Bocavirus Humano, nested-PCR, co-infec¢éo



SAMPAIO, Madina Lyve da Silva. Human Bocavirus identification in stool samples from
children with acute gastroenteritis. 51f. 2014. Master Dissertation - Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.

Abstract

Acute gastroenteritis is considered an important cause of morbidity and mortality among
children worldwide, especially in the first years of life. This disorder can be caused by
infections caused by bacteria, fungi, protozoa and viruses mainly. Among the viral infections
include: Norovirus (NoV), Human Rotavirus (HRV), adenovirus (AdV) and, more recently
identified, the Human Bocavirus (HBoV). The HBoV DNA has a simple, non-enveloped and
belongs to the Parvoviridae family, genus Bocavirus. Presents four proteins, VP1 and VP2 are
structural proteins, NS1 and the nonstructural protein of unknown function NP1 phosphoprotein
nuclear. Aiming to verify the existence and determine the species of HBoV circulating in
Salvador, Bahia, in the period January to July 2012, this study analyzed 105 fecal samples from
children under 5 years of age who were admitted in the emergency of a hospital unit with
symptoms clinical acute gastroenteritis. Through DNA extraction and subsequent reaction of
the nested-PCR was observed that HBoV was present in 42% of the samples tested, it is
consider a high percentage of positivity, not befitting present some results in other studies where
the frequency of the virus was lower. In addition, these samples were also performed, enzyme
immunoassays for the presence of enteric viruses (NoV, HRV and AdV) revealing that 27% of
samples positive for HBoV were co-infected with NoV and AdV, while most of this was just
for HBoV infection. Sequencing and phylogenetic analysis of viral sequences showed that these
belong to the HBoV-1 and HBoV-2A species, the latter being, so far, not been reported in
Brazil. Finally, this paper seeks an innovative and pioneering way in the state of Bahia,
influence research for this new etiologic agent has been identified in patients with symptoms of
acute gastroenteritis worldwide and now has also been detected in the population of Salvador.

Keywords: Human Bocavirus, nested-PCR, coinfection
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1 INTRODUCAO

A gastroenterite infecciosa € uma patologia altamente contagiosa que vem se
estabelecendo tanto em paises desenvolvidos como em subdesenvolvidos e por isso é
considerada uma importante causa de morbidade e mortalidade em criancgas, especialmente nos
primeiros anos de vida (RIMOLDI et al., 2011). Os agentes etiologicos dessa infeccdo podem
ser de origem parasitaria, bacteriana e/ou viral. Dentre 0s agentes virais, 0S que mais se
destacam sdo: Norovirus (NoV), Rotavirus (HRV), Adenovirus (AdV) e mais recentemente
descoberto, 0 Bocavirus Humano (HBoV) (LOVERIDGE et al., 2010).

O HBoV pertence a familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae e género Bocavirus.
O genoma viral é constituido de DNA de fita simples linear, com aproximadamente 5.3 Kb; é
um virus ndo envelopado, medindo de 18 a 26 nandmetros de didmetro e com capside
icosaédrica formada por cerca de 60 capsémeros (SCHILDGEN et al., 2008).

O HBoV possui trés matrizes de leitura (ORFs) codificando quatro proteinas: VP1 e
VP2, proteinas estruturais (capsidio) do virion; NS1, proteina ndo estrutural; e a fosfoproteina
nuclear NP1, com fungéo desconhecida (ALLANDER et al., 2005; SILVIA et al., 2011).

Esse virus foi identificado pela primeira vez em 2005 na Suécia por Allander e
colaboradores que ao analisarem secrecOes respiratdrias de pacientes com pneumonia,
diagnosticados negativamente para todos os virus respiratérios estudados, chegaram a
conclusdo de que se tratava de um novo Parvovirus. Devido a sua relacdo préxima ao Parvovirus
Bovino (BPV) e Minutovirus Canino (CnMV), o novo virus foi entdo denominado Bocavirus
Humano (ALLANDER et al., 2005).

Recentemente foram identificadas trés novas espécies do virus semelhantes ao HBoV,
as quais foram chamadas provisoriamente de HBoV-2 (HBoV-2A e HBoV-2B), HBoV-3 e
HBoV-4, sendo que 0 nome HBoV refere-se a espécie descoberta por Allander em 2005 e que
passou entdo a ser descrita como HBoV-1 (KAPOOR et al., 2009; ARTHUR et al., 2009;
KAPOOR et al., 2010).

Dentre os outros virus que afetam o sistema gastrointestinal, encontra-se 0 HRV, um
virus RNA, que desde sua descoberta, em 1973, tem sido considerado como o maior
responsavel por diarreias agudas em crian¢as (RIMOLDI et al., 2011). Atualmente, observou-
se que o NoV, virus RNA positivo, € o agente viral de maior destaqgue mundial em casos de
gastroenterite em todas as faixas etarias, seguido do HRV e do HBoV (LOVERIDGE et al.,
2010; RIMOLDI et. al., 2011). Alguns relatos também citam o AdV, virus DNA, como um
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agente etiolégico de importancia na gastroenterite viral depois de NoV e HRV
(MOTAMEDIFAR et al., 2013).

Na Bahia, desde 2002, o grupo do Laboratorio de Virologia do ICS-UFBA vem
desenvolvendo estudos epidemioldgicos voltados a investigacdo de gastroenterites virais,
mostrando a predominancia do HRV do grupo A e gendtipo G9 em casos de diarreias agudas
na populagdo (CAMPOS et al., 2002; SANTOS et al., 2005; SERRAVALLE et al., 2007) e
identificando pela primeira vez a presenca do NoV em Salvador (CAMPOS et al., 2008),
reconhecido oficialmente pela secretaria de satde do estado da Bahia.

O HBoV é um agente viral que causa gastroenterite, mas ainda possui poucos estudos a
nivel mundial e no Brasil. O estudo aqui proposto visa, de forma inovadora e pioneira na Bahia
e no Brasil, direcionar as pesquisas para este novo agente etioldgico identificado em pacientes

com quadro de gastroenterite aguda.

2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 HISTORICO

O HBoV foi identificado pela primeira vez, como agente patégeno humano, em
setembro de 2005, por Allander e colaboradores, em Estocolmo, na Suécia. Esse virus foi
encontrado em amostras de secre¢des nasofaringeas de criangas hospitalizadas no periodo de
novembro de 2003 a outubro de 2004, com Infeccdo do Trato Respiratdrio Inferior (ITRI).
Objetivando rastrear a presenca de possiveis agentes etiologicos as amostras de aspirados
nasofaringeos foram submetidas ao diagndstico padrdo de infec¢Bes do trato respiratdrio que é
feito através da técnica de imunofluorescéncia (IF) e cultura de células, para detectar a presenca
dos Virus da Influenza e Virus Sincicial Respiratorio (RSV). Apds esse processo, as amostras
foram submetidas a extracdo do material genético que em seguida foi amplificado pela técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando o primer FR26RV-N. O produto da
amplificagéo foi purificado e entéo ligado ao vetor pCR-Blunt, posteriormente introduzido na
bactéria Escherichia coli TOP-10 para que as sequéncias de interesse fossem clonadas e entéo
sequenciadas. Ao final do estudo, sete sequéncias virais distintas foram observadas, quatro
contendo RNA e trés contendo DNA. Dentre estas, duas amostras, ST1 (Estocolmo 1) e ST2
(Estocolmo 2), caracterizadas como sequéncias de Parvovirus, ndo apresentavam similaridade
com amostras depositadas no banco de dados. Foi através da anélise filogenética que se
observou a semelhanca dessas sequéncias aos Parvovirus CnMV e BPV, ambos pertencentes
ao género Bocavirus, familia Parvoviridae (ALLANDER et al., 2005; (ALLANDER et al.,
2007).

Desde que foi descoberto em 2005 até os dias atuais, estudos passaram a encontrar o
virus do HBoV em amostras de pacientes com ITRI em todo mundo (Bl et al., 2007; HUSTEDT
et al., 2012; WANG et al., 201), assim como também em amostras de criangas com sintomas
de gastroenterite aguda (VICENTE et al., 2007).

2.2 CLASSIFICACAO
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O HBoV é considerado um Parvovirus devido a sua homologia na sequéncia de
nucleotideos com esses virus e por isso esta incluso na familia Parvoviridae (ALLANDER et
al., 2005). Essa familia se divide em duas subfamilias. A subfamilia Densovirinae, que infecta
invertebrados e compreende o0s géneros: Densovirus, Iteravirus, Brevidensovirus e
Pefudensovirus. A outra subfamilia é a Parvovirinae, que acomete vertebrados e é composta
por cinco géneros: Bocavirus, Parvovirus, Eritrovirus, Dependovirus e Amdovirus. O género
Bocavirus, por sua vez, subdivide-se em 5 espécies: Parvovirus bovino (BPV), Canine minute
virus (CnMV), Bocavirus gorila (GBoV), Bocavirus suino (PBoV) e Bocavirus humano
(HBoV) (BERNS & PARRISH, 2007).

Assim como 0 HBoV, estdo inseridos na familia Parvoviridae, os virus que infectam
humanos, B19 e PARV-4. O B-19, do género Eritrovirus, possui DNA de fita simples, ndo
envelopado, se replica em células eritrdides da medula éssea e do sangue, e provoca sintomas
como: eritema infeccioso, artropatia, erupgdo papular e em casos mais graves, encefalopatia e
epilepsia. Ja 0o PARV-4 é encontrado no sangue e tecido, principalmente de usuarios de drogas
injetaveis e individuos infectados por HIV, mas a sua patogenicidade na populacdo humana nao
foi claramente estabelecida até o momento (GARCIA et al., 2009; CORCIOLI et al., 2010).
Alguns membros da familia Parvoviridae também infectam e causam doengas em animais,
como é o caso do Parvovirus canino (CPV). Esse virus provoca leucopenia e sindrome entérica
principalmente em cachorros com 8 a 12 semanas de idade levando ao quadro clinico de:
vomito, anorexia, febre e diarreia, condi¢cbes que podem levar o animal a uma rapida
desidratacdo. Tal fato conduz a hip6tese de que 0 HBoV possa estar desempenhando um papel
similar na doenga gastrointestinal em humanos (ALBUQUERQUE et al., 2007).

De acordo com o estabelecido pelo VIII relatério do Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV), para serem consideradas espécies diferentes, estas precisam
apresentar similaridade de sequéncias de nucleotideos para a proteina ndo estrutural, abaixo de
95% (KAPOOR et al., 2009). Baseado nessa afirmacao, 4 espécies distintas foram classificadas,
sdo elas: HBoV-1 (ALLANDER et al., 2005), HBoV-2 (A e B) (KAPOOR et al., 2009), HBoV-
3 (ARTHUR et al., 2009) e HBoV-4 (KAPOOR et al., 2010). Apesar de alguns estudos
classificarem os HBoVs citados como “genotipos”, outros autores acreditam que a terminologia
“espécie” seja mais adequada, ja que genotipos de outros Parvovirus, tais como os relatados
para B19 e PARV4, sdo muito menos divergentes entre si e ndo sao classificados como espécies

independentes. Em contrapartida, a espécie HBoV-2 € encontrada separada em dois genotipos,
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HBoV-2A e HBoV-2B, que foram assim classificados com base no critério de divergéncia entre
aminoacidos da proteina VP-1 (KAPOOR et al., 2009).

Relacionado a origem do HBoV-1, duas hipdteses foram relatadas: a primeira sugere
que o HBoV-1 possa ter evoluido a partir de um HBoV entérico apos adquirir tropismo pelo
trato respiratdrio e a outra propde que o0 HBoV-1 possa ter sido deglutido junto com secrec¢des
respiratérias contaminadas e assim ter sido transferido para o sistema gastrointestinal
(KAPOOR et al., 2010; LEVICAN et al., 2013). Ja a espécie HBoV-2 foi descoberta em
amostras de fezes e possui alta semelhanca com o HBoV-1, com 78%, 67%, e 80% de
identidade com suas proteinas NS1, NP1 e VP2/VP1, respectivamente. Analisando a sequéncia
gendmica de HBoV-3, também descoberta em fezes, sugere-se que esta possa ter surgido a
partir de um evento de recombinacdo gendmica entre formas ancestrais das espécies 1 e 2
(ARTHUR et al., 2009). A analise da divergéncia da proteina NS1 do HBoV-4 mostrou que
esta possui maior divergéncia entre as espécies HBoV-1 e HBoV-3 e menor, quando comparada
a espéecie HBoV-2 (ARTHUR et al., 2009).

2.3 ESTRUTURA MORFOLOGICA GENOMICA E PROTEICA

Até hoje ainda existem dificuldades em cultivar o HBoV in vitro. Entretanto, através da
microscopia eletronica, pode-se perceber que a estrutura do HBoV é tipica dos virus da familia
Parvoviridae (Figura 1), ou seja, virus pequeno, ndo envelopado, capside com 18 a 26 nm de
didmetro composta por cerca de 60 capsdmeros, simetria icosaédrica e presenca de
protuberancias e depressdes em sua morfologia (Figura 2) (KHAMRIN et al., 2012). O genoma
viral da familia apresenta-se ndo segmentado, com aproximadamente 5.3 Kb de tamanho,
composto por acido desoxirribonucleico (DNA) de fita simples, com polaridade de ambos os
sentidos, ou sentido Unico, e apresenta estruturas em forma de ganchos (hairpins) em suas
extremidades (SILVA et al., 2010). E composta por trés ORFs codificando quatro proteinas; a
primeira codifica uma proteina viral ndo estrutural NS1 de funcdo desconhecida, a segunda
codifica duas importantes proteinas estruturais, VP1 e VP2, que compde a capside viral, e a
terceira codifica uma fosfoproteina nuclear, ndo estrutural, NP1 (Figura 3) (ALLANDER et al,
2005; SCHILDGEN et. al, 2008, JARTTI et. al, 2012). Tanto os genes das proteinas nao
estruturais (NS1 e NP1) como das proteinas estruturais (VP1 e VP2) sdo utilizados para desenho
de iniciadores. Enquanto os genes que codificam NS1 e NP1 formam uma regido mais
conservada do genoma, as regides VP1 e VP2 apresentam uma maior variabilidade e por isso

séo mais utilizadas para estudos de filogenia e variabilidade (ALLANDER et al., 2005).
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Figura 1: Imagem de um aglomerado de virus HBoV mostrado em microscopia eletronica
(Adaptado de SANTOS et al., 2010).
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Figura 2: Crioreconstrucdo do HBoV. (A) demonstracdo da totalidade da capside viral. (B) A
mesma estrutura da imagem A, mas com a metade anterior removida (Adaptado de GURDA et
al., 2010).

[ NS1 )[ NP-1 >| VP1VP2 )

D 1 2 3 4 s5K8

Figura 3: Esquema demostrando o tamanho da fita de DNA do virus e suas matrizes de leitura
abertas (ORFs) (Adaptado de CHOW et al., 2010).

Em alguns Parvovirus, como no caso do CnMV, as proteinas ndo estruturais NS1 e NP1
apresentam funcéo replicativa do DNA viral. No Parvovirus B19 € observado que a proteina
VP1 apresenta em sua estrutura uma regiao com atividade enzimatica de fosfolipase A2 (PLA2)
que tambeém € essencial no processo de replicagdo, ja que libera o virus do lisossomo apos sua
entrada na célula hospedeira (QU et al., 2008). De acordo com Allander e colaboradores, em
alguns Parvovirus a sequéncia que codifica a VP2 esta inserida dentro do gene que expressa

VP1, sendo que ambas possuem sequéncias iguais na regido 3’. Além disso, a por¢do N-
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terminal de VP1 possui uma sequéncia que funciona como sinalizador para o genoma viral
mostrando a localizagdo do nucleo (BERNS & PARRISH, 2007).

2.4 REPLICACAO VIRAL

Como ainda néo foi possivel cultivar o HBoV in vitro, ndo se sabe ao certo como ocorre
a sua replicacdo em células hospedeiras. No entanto, 0 modelo do ciclo de replicacdo dos
Parvovirus pode simular como provavelmente ocorre esse fenémeno (SHILDGEN et al., 2008).

Os Parvovirus, como j& foi mencionado, sdo capazes de sintetizar apenas quatro
proteinas, o que ndo é suficiente para que ocorra a replicacdo viral. Para que 0s virus possam
utilizar a maquinaria da célula hospedeira eles precisam infecta-la no momento em que esta
esteja na fase S de divisdo, obtendo assim todas as ferramentas necessarias para realizar o
processo. O primeiro passo para a replicagdo, assim como em todos 0s virus, € a adsor¢do e
penetracdo na célula. Para que isso ocorra, 0s Parvovirus ligam-se aos receptores da superficie
celular com auxilio de transferinas e entdo sdo englobados através de mediadores de clatrina,
formando um endossomo. O endossomo entdo € transportado no citoplasma onde os lisossomos
fusionam-se e vao degradando o capsideo do virus gradativamente até o DNA ser liberado e
penetrar no nucleo pelos poros nucleares, processo mediado pela VP1. Embora o mecanismo
seja desconhecido, considera-se que de 20 a 30 nucleotideos da regiao 5° do DNA sirvam como
primer para dar inicio ao processo de replicacdo mediado por DNA polimerase celular (BERNS
& PARRISH).

A estrutura de “hairpin”, formada por palindromos, presente na extremidade 3’ do
genoma viral é importante para a replicacdo porque serve como iniciador para sintese da cadeia
complementar. O alongamento da fita ocorre através de ligacdes covalentes que vao de encontro
com a extremidade 5’ da fita mae onde as extremidades sdo ligadas pela DNA-ligase da célula
formando um modelo linear “duplex”. O “hairpin” recém-formado é clivado do lado direito, na
estrutura 5°, pela endonulease viral NS1, fornecendo assim a porg¢do 3’- OH como iniciador
onde ambas as cadeias podem formar “hairpins”. Essas extremidades livres servirdo como
cadeia iniciadora para sintese de DNA que se estenderdo em ambas as fitas servindo como
molde para o reinicio do processo replicativo ou serem encapsidados para formacdo de novos
virus (Figura 4). No nucleo, os capsdmeros ligam-se ao DNA de fita simples viral e entdo séo
exportados para o citoplasma atraves do mecanismo de fosforilacdo da sequéncia de exportacao
nuclear (NES) presente na porcdo N-terminal da proteina VP2. A saida da progénie viral ocorre
por lise ou exocitose (BERNS & PARRISH, 2007).



22

Figura 4: Ciclo de replicacdo viral dos Parvovirus baseado no modelo de rolamento de
“hairpin” (Adaptado de BERNS & PARRISH, 2007).

2.5 PATOGENIA E MANIFESTACOES CLINICAS

2.5.1 Transmissao

Assim como no caso de outras viroses entéricas, como NoV, AdV e HRV, o HBoV
também possui rota de transmisséo fecal-oral, ou seja, o individuo contrai a doenca ao ingerir
agua ou alimentos contaminados com o virus. Sendo assim, pacientes que residem em locais
sem saneamento basico, ndo utilizam agua filtrada para beber e ndo lavam corretamente os
alimentos, estdo mais susceptiveis a contrair essa patologia. Os virus entéricos sdo
predominantemente resistentes ao calor e a inativacdo de detergente ja que ndo possuem
envelope e, devido a este fato, podem se manter estaveis por longo tempo, aumentando assim
a possibilidade de contagio entre os individuos. A transmissdo também pode ocorrer em larga
escala em creches e navios, onde o inadequado manuseio dos alimentos pode afetar um grande
numero de pessoas (CRAWFORD, 2000).

2.5.2 Quadros Clinicos
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a) InfecgOes Gastrointestinais

A gastroenterite aguda € uma infeccdo provocada principalmente pela acdo de agentes
microbiologicos. Entre os principais patdgenos virais associados a esta doenca encontram-se
HBoV, NoV, RHV e AdV. A atuagdo desses virus reduzem a absorcdo de nutrientes pelas
células da mucosa intestinal provocando diarreia osmotica e diarreia secretora, devido a lesdo
do epitelio da mucosa causado pela infeccdo, podendo também causar vomitos, dores
abdominais e febre. A sindrome clinica consiste em um periodo de incubacéo de um a dois dias,
seguido por 12 a 60 horas de vomitos e diarreias aquosas. A gastroenterite viral é uma doenca
de fécil disseminagdo, principalmente onde ha exposicdo de multiplos individuos a uma fonte
comum, como em creches, hospitais, hoteis, etc (CRAWFORD, 2000; KOSEK et al., 2003).

Relatos da presenca de HBoV em amostra de fezes de pacientes com gastroenterite
aguda foram observados em alguns estudos sugerindo um possivel tropismo do virus ao trato
digestivo (VICENTE et al., 2007; KAPOOR et al., 2009; ARTHUR et al., 2009; LEVICAN et
al., 2013). No entanto, o papel do HBoV em doencas gastrointestinais ainda néo esta claro. A
sintomatologia observada em humanos com gastroenterite aguda ocorre de maneira similar em
caes que se infectam com o CPV, nesse caso, leucopenia e quadros diarreicos frequentes. Esse
fato demonstra mais uma constatacdo de que o HBoV possa estar vinculado a gastroenterite
aguda (ALBUQUERQUE et al., 2007). O HBoV também tem sido evidenciado em pacientes
imunocomprometidos que possuem doenca gastrointestinal, além disso, ja foi relatado em casos

de HIV positivo ou em pacientes recém transplantados (GARBINO et al., 2008).

b) Infeccdes Respiratdrias (IR)

Além de estar associado a sintomas do trato gastrointestinal, o HBoV também tem sido
identificado em amostras de pacientes com IR, o que levanta a possibilidade do virus também
estar relacionado com essa patologia. Os sintomas comumente descritos variam em intensidade
desde um resfriado comum e desconfortavel, mas autolimitado, a pneumonias que trazem riscos
de vida. Em criangas hospitalizadas, bronquiolite, ataques de asma e chiados também sdo
frequentemente relatados (JAQUES et al., 2008; ALLANDER et al., 2007; BOSIS et al., 2008).

Dos muitos virus capazes de provocar infecgdo respiratoria superior (rinite, sinusite,
otite média, faringite e amigdalite) e inferior (bronquiolite, pneumonia intersticial e pleurite),
0s rinovirus e o virus da influenza sdo os mais encontrados (SAMUELSON, 2000; FABBIANI
et al., 2009).
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2.6 TRATAMENTO E CONTROLE

Casos de gastroenterite viral ndo necessitam de tratamento especifico, entretanto, em
casos de desidratacdo, na forma grave, a terapéutica inicial visa corrigir o disturbio
hidroeletrolitico, principalmente, nas faixas etarias de maior comprometimento como criangas
e idosos, bem como em populacGes de risco como imunossuprimidos e desnutridos que podem
apresentar alteracGes circulatérias importantes, correndo risco de morte devido ao choque
hipovolémico e as toxinas. O tratamento da desidratacdo é feito, em geral, por via oral (nas
formas leves ou moderadas) ou venosa nos casos onde ocorrem vOmitos repetidos ou com
desidratacdo grave (KING et al., 2003).

Com o advento da biologia molecular, varias pesquisas tém sido desenvolvidas com o
intuito de aprimorar o conhecimento dessas viroses entéricas e, consequentemente, desenvolver
vacinas e drogas antivirais para a prevencdo e tratamento destas infecc¢des, pois até 0 momento,
ndo existem medidas preventivas e terapéuticas eficazes para as mesmas.

As medidas que visam controlar e prevenir epidemias de gastroenterite viral no
momento sdo: deteccdo e diminuicdo das fontes de contaminacdo de agua e alimentos,
isolamento de profissionais em contato com a fonte do agente e diminuic¢éo do contato pessoa-
pessoa (SOUSA et al., 2012).

2.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O HBoV, desde a sua descoberta, tem sido identificado por meio de técnicas
provenientes da biologia molecular. Para detectar o virus, o principal método molecular usado
¢ a PCR. As amostras utilizadas sdo provenientes de fezes e, quando associado a infeccao
respiratdria, aspirados de nasofaringe ou swabs nasais (ARTHUR et al., 2009). Esta pode variar
no que diz respeito aos primers e ciclos utilizados, além de amplificar regides diferentes do
genoma viral, a depender da sequéncia alvo escolhida para desenvolver a pesquisa (SLOOT, et
al, 2007; KAPOOR et al., 2010). O HBoV também tem sido detectado através de técnicas mais
avancadas, como € o caso da PCR em tempo real, no entanto, apesar de oferecer vantagens
como maior sensibilidade e quantificacdo viral, ainda possui um custo elevado e por isso €
pouco utilizada (CHOW et al., 2009).

O diagnostico para outras viroses entéricas, que podem ser encontradas juntamente com

0 HBoV em amostras de fezes, NoV, AdV e HRV, é comumente baseado na deteccdo do virus
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em microscopia eletronica, métodos imunoenzimaticos ou reacdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR) (GREEN et al., 1995).

Até 0 momento ndo se obteve sucesso no cultivo em métodos de cultura do HBoV in
vitro ou em modelos de animais (SHILDGEN et al., 2008).

2.8 EPIDEMIOLOGIA

De acordo com os estudos vigentes até 0 momento, pode-se perceber que o HBoV esta
presente em varias partes do mundo: América, Asia, Africa, Europa e Oceania, demonstrando
assim um perfil global de distribuicdo. Essa dispersao esta relacionada tanto a pacientes com
sintomas de infeccdo do sistema respiratério como também do trato gastrointestinal (ARTHUR
et al., 2009; BASTIEN et al., 2006; PONS et al., 2009; SHEN et al., 2013). As quatro espécies
de HBoV relatadas at¢ o momento foram encontradas em ambas infec¢Ges. No entanto, a
maioria dos estudos associam a espécie HBoV-1 ao trato respiratorio enquanto as espécies
HBoV-2, HBoV-3 e HBoV-4 sdo mais relacionadas ao trato gastrointestinal (KHAMRIN et al.,
2012 a).

Grande parte dos estudos com o HBoV séo realizados em criancas com a faixa etaria
inferior a 5 anos; nesses estudos o grupo de pacientes com idade entre 0 a 2 anos é 0 mais
afetado. Entretanto, em alguns trabalhos sdo utilizados pacientes jovens e adultos que sdo
relatados com baixos percentuais de deteccdo. Além disso, criangas com idade inferior a 6
meses sdo pouco acometidas pelo HBoV, fato que pode ser explicado devido ao alto teor de
anticorpos que a crianga recebe através do leite materno (BLINKOVA et al., 2009).

A maioria dos estudos relacionados a detec¢do do HBoV no mundo séo realizados em
amostras de secre¢des do trato respiratdrio, sendo a maior parte destas provenientes de criangas
com sintomas de ITRI. A Infeccdo Respiratéria Aguda (IRA) é uma das mais importantes
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Aproximadamente 4 milhdes pessoas
morrem anualmente com ITRI, tornando assim um dos principais problemas de saltde publica
(CHOW et al., 2009). Os estudos mostram taxas de prevaléncia que variam de 1,5% a 1,9%,
fato que pode estar relacionado a diferentes fatores como: populacdo estudada, técnicas de
amostragem e sensibilidade dos ensaios (ALLANDER et al., 2008). No Brasil, na cidade de
Belém, um estudo para detectar a presenca de HBoV em pacientes de 0 a 2 anos com IRA teve
uma porcentagem relativamente baixa, com 0,76% de deteccdo (SILVA, et al., 2010). J& em
Porto Alegre houve um percentual maior de 13,2% em criangas com até dois anos de idade

(LEON et al., 2013). Na Argentina a prevaléncia foi de 21,5% para criangas com até cinco anos
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de idade (GHIETTO et al., 2011). Esses resultados mostram que a ocorréncia de HBoV esta
relacionada fortemente a pacientes jovens e sugerem que provavelmente existe uma grande
concentracdo do HBoV relacionado a IRA na regido Sul da América. Em outros paises também
existe uma grande frequéncia de deteccdo do HBoV em pacientes que sofrem com doencas
respiratorias: Austrélia, 15%; Alemanha, 87%, Jordania, 57%, Tailandia, 53%, dentre outros
paises (Bl et al., 2007).

Assim como IRA, a Gastroenterite Aguda também é uma patologia relevante e tem
contribuido com os elevados indices de morbidade e mortalidade infantil em todo mundo, sendo
responsavel por aproximadamente dois a trés milhées de mortes por ano (KHAMRIN et a.l,
2012b). Apds seu primeiro registro em fezes, ocorrido em 2007 na Espanha (VICENTE et al.,
2007), o HBoV passou a ser detectado em amostras fecais de criangas com sintomas
gastrointestinais em varias partes do mundo, podendo variar o percentual de deteccdo em 2,7%
(China), 9,1% (Ird) e 12,5% (Coréia do Sul) em paises orientais e 10,6% (Paraguai), 19,3%
(Chile) e 81% (Estados Unidos) em paises ocidentais (ZHAO et al., 2012; ROMANI et al.,
2013; KIM et al., 2010; MODENA et al., 2013; LEVICAN et al., 2013; BLINKOVA et al.,
2009). No Brasil, tem reportes deste agente etiolégico em estudos realizados nas cidades de
Goiania, Campo Grande e Brasilia, onde as amostras de fezes de criangas menores de 5 anos,
com sintomas de gastroenterite, foram analisadas com 5%, 6.5% e 6.9%, respectivamente, sem

notificacdo de sintomas respiratdrios nas amostras positivas de HBoV (SOUZA et al., 2012).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a presenca e quantificar a prevaléncia do HBoV em amostras de fezes de

criangas menores de 5 anos de idade internadas com quadro clinico de gastroenterite aguda na
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emergéncia de uma Unidade Hospitalar da cidade de Salvador no periodo de janeiro a julho de

2012.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar o HBoV em amostras de fezes.

Testar a deteccdo de NoV, HRV e AdV.
Caracterizar as espécies de HBoV através do sequenciamento e andlise filogenética.

N -
1 1

3
4

Analisar comparativamente a incidéncia de HBoV e outras viroses gastrointestinais

como NoV, HRV e AdV.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM
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A pesquisa foi conduzida a partir de 105 amostras de fezes provenientes de pacientes
atendidos em um hospital da rede hospitalar da cidade de Salvador, estado da Bahia. A
populacéo alvo para esse estudo foi de criancas menores de cinco anos de idade, de ambos 0s
sexos, com quadro clinico de gastroenterite aguda, disponivel no periodo de Janeiro a Julho de
2012.

As amostras de fezes coletadas desses individuos foram encaminhadas ao Laboratorio
de Virologia (ICS — UFBA) para seu armazenamento a -20°C até a realizacdo da analise
proposta.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Salvador sob
protocolo nimero 04.11.12. FR: 345422.

4.2 DETECCAO DE NoV, HRV e AdV

Para detectar a presenga de NoV, AdV e HRV, foram utilizados testes
imunoenzimaticos como ELISA: RIDASCREEN® 32 geracdo Norovirus (R-Biopharm,
Alemanha) para NoV, RIDASCREEN® Adenovirus (R-Biopharm, Alemanha) para AdV e
RIDASCREEN® Rotavirus (R-Biopharm, Alemanha) para HRV e também cromatografia:
VIKIA® Rota-Adeno (bioMérieux®) para identificacio de HRV e AdV, assim como o
RIDA®QUICK (R-Biopharm) para o NoV.

4.3 DETECCAO DO HBoV

4.3.1 Extragéo do DNA viral

Antes de iniciar a extracdo do DNA viral, cerca de 350 uL de cada amostra de fezes foi
diluida em 350uL de tampdo salino fosfato (PBS). Em seguida, as suspensdes foram
homogeneizadas e depois centrifugadas a uma rotacdo de 8000 RPM por um minuto, formando
um sobrenadante que seria utilizado na reacdo de extragdo do material genético viral do HBoV.
Para realizar a extragéo foi utilizado o kit da QlAamp DNA (QIAGEN, Alemanha) de acordo

com as instrucgdes do fabricante.

4.3.2 Nested-PCR
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Apos o processo de extracdo, 0 DNA foi submetido & técnica de nested-PCR. Para essa
reacdo foram utilizados primers para amplificar a regido parcial do gene que codifica as
proteinas estruturais VP1/VP2, tanto do HBoV1 quanto HBoV2 (Tabela 1) (KAPOOR et. al.,
2010). Na primeira amplificacdo foram utilizados 8uL. do DNA, 25 uL da solu¢do mastermix
green (Promega, USA), 1 uL do primeiro par de primers (AK-VP-F1 e AK-VP-R1) e 16 pL de
agua, formando uma solu¢@o final de 50 uL. Na segunda amplifica¢dao (nested-PCR) foram
utilizados os seguintes primers: AK-VP-F2 e AK-VP-R2. Cada amplificacdo foi realizada em
duas etapas. A primeira etapa ocorreu da seguinte maneira: 10 ciclos de 95°C por 35 segundos,
58°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, com uma diminui¢do de 0,5°C na temperatura de
anelamento, antes de recomegar cada ciclo; a segunda etapa: 30 ciclos de 95°C por 30 segundos,
54°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos, seguida de uma extensdo final de 72°C por 10
minutos. A segunda amplificacdo ocorreu em condi¢des similares a primeira, modificando
apenas as temperaturas de anelamento que foram alteradas para 60°C na primeira e 58°C na

segunda etapa da reacéo.

Tabela 1Primers utilizados no estudo.

Primers externos (Primeira amplificacdo) | Primers internos (Nested-PCR)

AK-VP-F1 AK-VP-F2
(CGCCGTGGCTCCTGCTCT) (GGCTCCTGCTCTAGGAAATAAAGAG)
AK-VP-R1 AK-VP-R2

(TGTTCGCCATCACAAAAGATGTG) | (CCTGCTGTTAGGTCGTTGTTGTATGT)

4.3.3 Eletroforese em gel de agarose

Uma fracdo de 10uL do produto amplificado no nested-PCR foi aplicada no gel de

agarose a 2% . Esse gel foi submetido a eletroforese por aproximadamente 40 minutos em uma
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cuba horizontal contendo tampdo TRIS/BORATE/EDTA (TBE), 1x concentrado.
Posteriormente 0 mesmo foi submerso em brometo de etidio (10 pg/ml) por 20 minutos ¢ em
sequida visualizado em um transluminador de luz ultravioleta onde o produto amplificado

apresentou um tamanho de 576 pb.

4.4 SEQUENCIAMENTO E CONSTRUCAO DA ARVORE FILOGENETICA

Os fragmentos de DNA foram purificados a partir do gel de agarose, utilizando o kit de
purificacdo da QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemanha) seguindo as instrugdes do
fabricante e depois armazenado no freezer a -80 °C. As amostras purificadas foram enviadas
para o Laboratério ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) para serem
sequenciadas. Nessa instituicdo foi utilizado o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100
Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os
DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer5’-
TGTTCGCCATCACAAAAGATGTG -3’ ¢ 2 uL do reagente Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reacGes de
marcacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) com uma etapa de desnaturacéo inicial a 96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos de
96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Apés marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitacdo com isopropanol e lavagem com etanol 70 %. Os produtos
precipitados foram diluidos em 10 uL de formamida, desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados
em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de seqlienciamento
foram coletados utilizando-se o programa Data Collectionv 1.0.1 (Applied Biosystems) com 0s
pardmetros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”; BioLIMS Project
“3100_Project1”; Run Module 1 “StdSeq50 POP6 50cm_cfv_100"; e Analysis Module 1 “BC-
3100SR_Seq FASTA.saz”.

A érvore filogenética foi construida utilizando o método de Méxima Verossimilhanga
que selecionou o filograma com maior probabilidade, segundo 0 modelo de evolu¢do molecular.
Para identificar as espécies das sequéncias geradas no presente estudo, foram utilizadas cepas
de trabalhos descritos na literatura obtidos no GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov) (Quadro 1).
As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa computacional CLUSTAL W que,
juntamente com o programa de edicdo de sequéncias, o0  BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), proporcionaram a analise de homologia entre

as mesmas. Apos o alinhamento e edicdo das sequéncias, estas foram utilizadas para inferéncia
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filogenética usando o tipo de arvore Neighbor-joining, método Hasegawa-Kishino-Yano
(HKY+G), incluido no software Mega 6.0 (http://www.megasoftware.net/mega.php). As 10
sequéncias parciais do gene que codifica a proteina VP1/VP2 foram depositadas no banco de
dados GenBank do NCBI com os nimeros de acesso KM366083-KM366092.

Numero de Procedéncia Espécie
Acesso (pais)

No GenBank

AB763337 Turquia HBoV-2A
AB763338 Turquia HBoV-2A
GQ243639 Estados Unidos HBoV-2A
FJ973559 Nigéria HBoV-2B
FJ973560 Nigéria HBoV-2B
GQ506568 Nigéria HBoV-4
FJ973561 Nigéria HBoV-4
GQ506590 Nigéria HBoV-4
JQ267789 Tailandia HBoV-4
AB761088 Bangladesh HBoV-3
AB763342 Turquia HBoV-3
HQ871672 China HBoV-3
FJ948861 Austrélia HBoV-3
EU918736 Austrélia HBoV-3
HQ871548 China HBoV-1
JQ267774 Tailandia HBoV-1
HQ871577 China HBoV-1
KC544963 Argentina HBoV-1
KJ634207 Argentina HBoV-1

Quadro 1: Cepas de HBoV selecionadas no GenBank de acordo com a espécie e procedéncia.
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5 RESULTADOS:

5.1 OCORRENCIA DE HBOV

Para realizar a deteccdo do HBoV, foram analisadas 105 amostras de fezes de criangas
com sintomas de gastroenterite aguda, atendidas no servico de emergéncia pediatrica de uma
unidade hospitalar da cidade de Salvador. Observou-se que, ap0s a realizacdo da técnica de
Nested-PCR, 42% (44 pacientes) das amostras apresentaram resultado positivo para HBoV,
enquanto 58% (61 pacientes) tiveram resultado negativo. O fragmento de 576 pares de bases

foi amplificado no caso das amostras positivas (Gréafico 1).

Detec¢ao do HBoV

Amostras
negativas
58%

Gréfico 1: Resultado das amostras de fezes de criancas analisadas pela técnica de nested-PCR
para a deteccdo de HBoV.

Analisando a faixa etaria (0 a 60 meses) dos pacientes com gastroenterite aguda,
verificou-se que houve um maior nimero de resultados positivos para HBoV entre as criancas
de 7 a 23 meses de idade, representadas por 47,72% (21 pacientes), seguidas por outras com 24
a 35 meses, com 15,9 % (7 pacientes), e, em menor quantidade, criancas de 36 a 47 meses e 48
a 60 meses, ambas com 13,6% (6 pacientes) e criangas jovens de 0 a 6 meses com 9% (4

pacientes) (Tabela 2).



Tabela 2 Distribuicdo dos pacientes positivos para HBoV em relacdo a sua faixa

Faixa etaria Numero de pacientes %
0-6 meses 4 9,09
7-23 meses 21 47,72
24-35 meses 7 15,90
36-47 meses 6 13,66
48-60 meses 6 13,66

5.2 OCORRENCIA DE NOV, ADV E HRV

A presenca de NoV, AdV e HRYV, foi detectada através de testes imunoenzimaticos em
amostras fecais provenientes de criangas com gastroenterite aguda. Do total de 105 amostras
78 (74%) néo
apresentaram resultado positivo para infecgéo viral pela metodologia utilizada. A distribuigéo

analisadas, 27 (26%) tiveram resultado positivo para 0s virus, enquanto

da presenca viral se deu da seguinte maneira: 20 amostras (19%) infectadas por NoV, 3 (3%)
por AdV, 3 (3%) por HRV e uma amostra (1%) com infeccdo mista entre AdV e HRV (Gréfico

2).

Deteccao de NoV, AdV e HRV

H NoV
3%
mAdV
3%
=] HRV
1%
B AdV e HRV
m Negativo

Gréfico 2: Distribuicdo das viroses entéricas: NoV, AdV e HRV detectadas em criangas por

testes imunoenzimaticos.
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Na tabela 3 estdo representados os resultados das faixas etarias das criangas com
gastroenterite aguda com detecgéo positiva para NoV, AdV e HRV. Observa-se que houve uma
maior deteccdo para os trés virus (inclusive a co-infeccdo) nas criangas de 0-23 meses,
destacando-se a presenca unica de HRV nessa faixa etaria. Por outra parte, observa-se que NoV
foi detectado em quase todas 0s grupos de idade com excecdo de 48-60 meses na qual também
ndo foi detectada a presenca dos outros virus. No caso de AdV, das quatro amostras positivas,

trés corresponderam a faixa etaria de 0-23 meses (Tabela 3).

Tabela 3 Distribuicdo da idade dos pacientes positivos para NoV, AdV e HRV.

Faixa etaria N pacientes NoV N de pacientes AdV N de pacientes HRV ~ AdV+HRV

0-23 meses 16 3 3 1
24-35 meses 3 - - -
36-47 meses 1 1 - -
48-60 meses - - - -

5.3 HBOV E CO-INFECCAO

Observou-se que do total das 44 amostras fecais de pacientes com resultado positivo
para HBoV, 12 (27%) pacientes apresentaram co-infeccdo, enquanto 32 (73%) estavam
infectados apenas por HBoV. Dentre os pacientes com co-infecgdo (n=12), houve maior
destaque para o NoV, o qual foi encontrado em associacdo com HBoV em 91,6 % (11 de 12
pacientes co-infectados ), sequido por AdV, que estava presente em apenas 8,4 % (1 de 12
pacientes co-infectados). Em nenhuma amostra positiva para HBoV foi encontrada associa¢do

com mais de um virus (Gréfico 3).



m HBoV+Co-infeccdo
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Detec¢ao do HBoV e Co-infecgcao com NoV e AdV

M Apenas HBoV
HBoV+NoV
HBoV+ AdV

Graéfico 3: Distribuicdo das co-infec¢bes com NoV e AdV em amostras de fezes positivas para

HBoV em criangas.

5.4 ANALISE FILOGENETICA

Das 44 amostras com resultado positivo para HBoV, as 10 que apresentavam bandas
mais definidas foram escolhidas para o sequenciamento e construcdo da arvore filogenética
(figura 4) de méxima verossimilhanga (-InL= -1780.609). Esse procedimento foi realizado
utilizando o modelo de substituicdo Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G) e confiabilidade
estimada pelo método de bootstrap com 1.000 pseudo-replicas. Através da construcdo e da
andlise dessa arvore foi possivel identificar as espécies de cada uma das amostras sequenciadas.

De acordo com essa analise foi possivel observar a formagédo dois clados: o superior,
contendo subdivisdes identificadas pelas cepas de HBoV-2 (A e B), HBoV-3 e HBoV-4 e 0
clado inferior, que ndo sofreu subdivis@es, contendo apenas as cepas de HBoV-1 (figura 4). Do
total das 10 amostras sequenciadas, 7foram filogeneticamente relacionadas a espécie HBoV-
2A: cepas KM366092, KM366089, KM366085, KM366084, KM366090, KM366091 e
KM366083 e 3 amostras a espécie HBoV-1: cepas KM366088, KM366086 ¢ KM366087. As
sequéncias de HBoV foram comparativamente analisadas com cepas de referéncia do GenBank
provenientes de paises distintos, dentre eles: Tailandia, Argentina, China, Bangladesh, Turquia,
Nigeria e Estados Unidos (Figura 5).
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Figura 5: Arvore filogenética do tipo Neighbor-joining construida pelo método Hasegawa-

Kishino-Yano (HKY+G), bootstrap de 1000 réplicas, a partir das sequéncias parciais da regido

do gene que codifica a poliproteina VP1-VP2 do HBoV.

6 DISCUSSAO
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A gastroenterite aguda é considerada uma das causas mais importantes de morbidade e
mortalidade em criancas em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento
(PATEL et al., 2008). Sua etiologia é diversificada e vem sendo representada principalmente
por agentes virais, dentre os quais se destacam: HBoV, NoV, AdV e HRV (CHOW et al., 2010;
JARTTI etal., 2012; RIMOLDI et al., 2011).

Desde que foi identificado pela primeira vez em 2005 até os dias atuais, estudos tem
sido realizados na tentativa de estabelecer relacdes de tropismo e patogenicidade do HBoV em
seu hospedeiro. Apds ter sido descoberto em amostras de aspirados nasofaringeos de criancas
com infec¢do do trato respiratorio inferior, 0 HBoV também passou a ser encontrado em fezes
de pacientes com gastroenterite aguda, mostrando a capacidade que o virus tem de se
desenvolver tanto no sistema respiratorio, como no sistema gastrointestinal (ALLANDER et
al., 2005; VICENTE et al., 2007; KAPOOR et al., 2009).

Até o momento poucos trabalhos relacionando a ocorréncia do HBoV a infeccéo
gastrointestinal em criangas, no Brasil, foram publicados. Do total de amostras analisadas pelo
presente estudo, 42% apresentaram resultado positivo, um percentual de detec¢do por HBoV
acima do que é normalmente relatado em outros estados, como no Rio de Janeiro (SANTOS et
al., 2010), onde apenas 2% das amostras analisadas apresentaram positividade e na regido
Centro-oeste, na qual a média de deteccdo variou de 5% em Goiania (1988 a 2002) a 6,9% em
Brasilia (1998-2002) (SOUZA et al., 2012). Alguns paises também relatam baixa deteccéo,
como Japao, Ird, Italia, China e Estados Unidos (KHAMRIN et al., 2012a; CASHMAN et al.,
2012; RIMOLDI et al., 2011; ZHAO et al., 2012; CHOW et al., 2010). Em contrapartida,
resultados mais recentes assemelham-se aos dados encontrados neste estudo que foram
observados no Chile e Bangladesh, onde os percentuais de detec¢do apresentaram indices de
19,3% e 63%, respectivamente (MITUI et al., 2014). Possivelmente, os diferentes percentuais
apresentados nos estudos anteriores estejam relacionados a variacdo da metodologia empregada
para detectar a presenca do HBoV, como no caso da escolha dos primers que amplificam as
regides alvo do DNA viral (KHAMRIN et al., 2012a). Como foi revelado por Kapoor e
colaboradores em 2010, a identificacdo de multiplas espécies (HBoV-1, HBoV-2, HBoV-3 e
HBoV-4) a partir de dois pares de primer, seria amplamente vantajosa. O uso destes primers,
denominados Panbocavirus, para a analise da amostragem da cidade de Salvador, diferente do
que foi utilizado nas regides Centro Oeste e Sul do Brasil (DIVINA et al, 2010; SOUZA et al.,
2012), permitiu que duas espécies fossem identificadas, HBoV-1 e HBoV-2A. A espécie
HBoV-2A, até 0 momento, nunca havia sido reportada no pais. Embora o HBoV-1 tenha sido

a primeira espécie a ser detectada, a patogenia do virus em pacientes com gastroenterite aguda
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ainda ndo estd clara. Originalmente descoberto em secrecGes de pacientes com infeccdo
respiratdria, estudos apontam que apdés a infeccdo primaria, o HBoV-1 pode persistir de forma
assintomatica no organismo por varios meses e apos ser deglutido, afetar o trato entérico
(LEVICAN et al., 2013; MODENA et al., 2013). Por outro lado, HBoV-2 e HBoV-3, que sdo
frequentemente detectados em amostras de individuos com sintomas gastroentéricos, raramente
sdo encontradas em pacientes com infeccdo respiratéria (CHIEOCHANSIN et al., 2010;
CHOW et al., 2010; WANG et al., 2011; ARTHUR et al., 2009; HAN et al., 2009). Ja a espécie
HBoV-4, que também é vista em pacientes com gastroenterite, possui poucos registros no
mundo (LAU et al., 2007; ARTHUR et al., 2009).

A faixa etéria dos pacientes infectados é um fator relevante, considerando que a maioria
dos estudos demonstram uma elevada incidéncia de infeccdo por HBoV entre criangas e pouco
relato em adultos (CHOW et al., 2008; CASHMAN et al., 2012; LEVICAN et al., 2013,
ROMANI et al., 2013). Nesse estudo, foi possivel observar uma alta frequéncia de infeccéo por
HBoV entre pacientes menores de 2 anos de idade, similar ao informado por muitos autores.
No entanto, crianc¢as na faixa etaria de 0 a 6 meses possuem poucos registros, fato que pode ser
explicado pela presenca de anticorpos maternos adquiridos durante o periodo de amamentacgéo
(SOUZA et al., 2012; YU et al., 2008; MODENA et al., 2013; BLINKOVA et al., 2009). Outro
fator também importante é a co-infecgdo entre HBoV e patégenos virais, como NoV, HRV e
AdV, encontrado em pacientes com gastroenterite aguda, fato frequentemente relatado na
literatura (JARTTI et al., 2012; ARTHUR et al., 2009; HAN et al., 2009). Nesse estudo, pode-
se observar que a maior parte das amostras positivas para HBoV tratava-se de infec¢do Unica
do virus, enquanto, nimero menor eram referentes a co-infeccdo com NoV (mais frequente) e
AdV. Em um estudo realizado no Rio de Janeiro também foi observada tal situacdo, onde co-
infeccdo com NoV, AdV e HRV estava presente em 21,4% das amostras (ALBUQUERQUE et
al., 2007). Na literatura mundial alguns autores mostram uma situacao contraria, onde a co-
infeccdo é predominantemente maior que a mono-infeccdo. Nesses casos de co-infecgdo, assim
como em grande parte dos estudos, o NoV também foi encontrado em maior nimero que o
AdV, mostrando assim sua relevancia perante os outros agentes virais (KHAMRIN et al.,
2012a; WANG et al., 2011).

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que 0 HBoV é um importante
patogeno viral de gastroenterite aguda em criangas no municipio de Salvador. A alta taxa de
deteccdo aqui encontrada € motivo de preocupacao e exige maior atencao a respeito para este
agente ainda pouco estudado. Nesse sentido faz-se necessaria alertar os profissionais da

medicina pediatrica sobre a presenca deste virus, como também a inclusdo de testes
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direcionados a detec¢cdo de HBoV na rotina dos laboratdrios dos hospitais de Salvador. Desta
forma pretende-se mostrar a importancia de continuar os monitoramentos epidemioldgicos das
gastroenterites que afetam a comunidade para colaborar com controle e prevencéo das doencas

que afetam criancas da primeira infancia.
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7 CONCLUSAO

e O HBoV demostrou ser uma gente etiologico de importancia nos quadros clinicos de
gastroenterite aguda em criancas menores de 5 anos de idade.

e A utilizacdo dos primers Panbocavirus, que at¢é 0 momento ainda ndo haviam sido
utilizados em estudos no Brasil para deteccéo de HBoV, possibilitou a identificacdo das
espécies HBoV-1 e HBoV-2A

e O HBoV-2A identificado no estudo € uma espécie que ndo havia sido relatada até o
momento no Brasil.

e O estudo mostrou que pacientes com 0 a 2 anos de idade sdo mais suscetiveis a contrair
0 HBoV.

e O HBoV foi detectado na maior parte dos casos como Unico patégeno da doenca nesses
pacientes.

e A co-infecgdo do HBoV com outros virus gastrointestinais, como NoV e AdV, ocorreu

em menor nimero.
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