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Este € um estudo do tipo transversal, em que o critério clinico para incluséo das amostras foi a suspeita clinica e/ou
aparecimento dos sinftomas da varicela ou herpes-zoster para identificacdo dos genétipos do virus da varicela-zoster
(WZ), por meio das técnicas de reacéo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento, com posterior pesquisa
de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP). De novembro de 2008 a marco de 2012, foram coletadas 93 amostras
(85 casos de varicela e oito de herpes-zoster) de swab nasal, oral e de secrec@o de vesiculas rompidas em vdrios
sfitios anatémicos (49 de individuos do sexo masculino e 44 do feminino). As estirpes Dumas e Oka parental foram
incluidas como referéncia padréo dos gendtipos europeu (classe 1 ou 3) e japonés (classe 2), respectivamente.
Estirpes com variabilidade no SNP foram classificadas dentro de um grupo de genétipo denominado mosaico
(classe 5). As classes 1 ou 3 foram identificadas em 11 amostras do VVZ, nove casos de varicela e dois casos
de herpes-zoster, enquanto que duas amostras apresentaram o gendtipo de classe 5, ambos casos de varicela. O
gendtipo classe 1 ou 3 foi encontrado nos Municipios de Ananindeua, Belém e Marituba, Estado do Pard, Brasil,
sendo que o gendtipo classe 5 apenas em Ananindeua. A PCR foi sensivel em 13 amostras de material direto de
vesiculas, enquanto que em amostras de saliva nGo se obteve sucesso.

Palavras-chave: Virus da varicela-zoster; Varicela; Herpes-zoster; Gendtipos; Reacdo em Cadeia da Polimerase;
Polimorfismos de Nucleotideo Unico.

INTRODUCAO

O  herpesvirus  humano-3  (HHV-3), também
conhecido como virus da varicela-zoster (VWZ) da

subfamilia  Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus,
apresenta como principal caracteristica a capacidade de
estabelecer laténcia. A particula intacta do VWZ mede de
180-200 nm de diémetro, com genoma linear de DNA
dupla fita de 125 kb, que estd contido em um cerne
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de 75 nm dentro de um nucleocapsidio. Assim como
outros herpesvirus, o VWZ tem regides Unicas longas e
curtas, uma regido de repeticdo terminal (TR) e outra
invertida (IR), dentro das quais se enconfram os genes
duplicados, além das regides internas de repeticdes
R1 a R5'2,
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O WZ pode causar varicela (catapora) durante a
infeccGo primdria, estabelecendo posteriormente uma
infeccéo latente. Em diversas situacées em que ocorre
um declinio da imunidade celular especifica contra o
VWZ pode ocorrer reativacéo da replicacdo viral, com
possibilidade de manifestacdo clinica por meio do
herpes-zoster’. A vacina com o VVZ atenuado estirpe
Oka/Merck, licenciada nos Estados Unidos da América
(EUA), quando aplicada em duas doses com diferenca
de trés meses, apresenta 85% de eficacia na prevencéo
contra a varicelo e 95% contra doenca grave que
requer terapia antiviral, sendo bastante segura e bem
tolerada por criancas sauddveis. Eventos adversos, tais
como herpes-zoster pés-vacinal, séo raros e ocorrem na
maioria dos casos em imunocomprometidos®.

Para distinguir a estirpe Oka (utilizada em vacinas)
do tipo "selvagem" de VVZ, diversos estudos combinaram
as técnicas de polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP) e reacéo em cadeia da
polimerase (PCR) para produzir métodos laboratoriais
com relativo grau de sucesso para uso na rotfina. Esses
métodos evidenciam a divergéncia genética nas ORF38
e ORF54 do genoma viral, as quais t¢m como produto,
respectivamente, as seguintes glicoproteinas (gp):
gp40, uma proteina tegumentar que interage com os
microttbulos da célula na formacéo da particula viral e
gp55, uma proteina tegumentar estrutural denominada
de proteina portal do capsideo®¢78?,

Por meio de técnicas de PCR e RFLP, duas regides
clivadas por enzimas de restricio correspondentes a
polimorfismos em polimorfismo de nucleotideo Unico
(single nucleotide polymorphisms — SNP) do WWZ tém
funcionado como poderosa referéncia pontual para
caracterizagdo  epidemiolégica e  geogréfica  das
variacdes das estirpes'®. SNPs sdo regides que contém
variacdes Unicas de pares de bases'®. No caso do WZ,
a partir de 2000, seus SNPs foram caracterizados a
partir de metodologias de genotipagem publicadas por
dois grupos, um norte-americano e outro inglés'! 121314,

As duas metodologias de SNP baseadas em
genotfipagem diferem em suas abordagens. O método
de SNP disperso, desenvolvido pelo Grupo de Breuer,
no Reino Unido, baseia-se em ensaios de mobilidade
heteroduplex para identificar 92 polimorfismos em
37 ORFs distribuidos uniformemente pelo genoma do
VWZ. Esse grupo de pesquisa identificou trés gendtipos
filogeneticamente distintos circulando no Reino Unido e
um quarto no Jap&ao? !4,

O grupo norte-americano (Universidade de lowa,
lowa, EUA), liderada por Grose, sequenciou cinco genes

de glicoproteinas, dentre esses a ORF que codifica
a maior proteina de transativacdo imediata (IE62)'.
Sessenta e um polimorfismos, 21 nas glicoproteinas e 40
na ORF62, foram identificados'?. A andlise filogenética
dessas regides identificou quatro classes'®.

Um terceiro grupo de pesquisa, liderado por Schmid
no Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
localizou um fragmento de 447 pb na ORF22, regido
denominada de '"up stream" C-terminal, o qual foi
suficientemente polimérfico para permitir a identificacdo
de quatro subtipos virais'®. Loparev et al'® analisaram
variacdes genofipicas utilizando um fragmento de 447
pb da regiGo ORF22 (especificamente as posicoes
nucleotidicas 37902, 38055, 38081, 38177 e
38229), que tem como produto a gp24, uma grande
proteina estrutural que faz parte do tegumento viral,
com localizacéo subcelular no virion''3. A diversidade
nucleotidica desta sequéncia foi usada para definir o
gendtipo de 326 isolados de VWZ de amostras de cinco
continentes'®.

O uso das endonucleases de restricdo Pstl e Bgll,
permitiu identificar os sftios de clivagem para estas
enzimas na ORF38 e ORF54, respectivamente. Diversas
estirpes isoladas nos EUA contém um sitio de restrico
da enzima Pstl na regido ORF38, onde ocorre uma
troca do nucleotideo guanina (G) por adenina (A) na
posicdo 69349 que a estirpe Oka vacinal ndo possui®.
Além disso, uma troca do nucleotideo citosina (C) por
timina (T) na posicdo 95241 resulta na eliminagéo do
sitio de restricGo da enzima Bgll, localizada na ORF54,
a qual é encontrada em todas as estirpes japonesas e
que estd ausente em muitos isolados dos EUA%7®7. Dessa
maneira, as estirpes japonesas podem apresentar os
gendtipos Pstlt Bgll* ou Pstl-Bgll*, enquanto muitos VVZ
isolados nos EUA s@o Pstl* Bgll=6787,

Em 2007, a andlise dessas trés ORFs permitiv a
classificagdo dos gendtipos do VWZ por distribuicdo
geogrdfica em: europeu (E), japonés (J)) e
mosaico (M)'.

Ao todo, esses trés grupos de pesquisa identificaram
cinco subtipos virais distintos, embora nenhum grupo
tenha identificado todos os cinco. De acordo com
a conferéncia VZV Nomenclature Meeting 200872,
realizada em 25 de julho de 2008 em Whitechapel,
Londres, Reino Unido, as cepas de VVZ detectadas e
caracterizadas por sequenciamento dos SNPs seriam
agrupadas em classes de 1 a 5, em substituicGo aos
gendtipos preconizados na classificacdo do CDC. As
diferentes nomenclaturas utilizadas por cada grupo séo
apresentadas no quadro 1.

Protétipo de estirpes no Genbank
Nomenclatura Baseado em
Dumas pOka 11 8, DR CA123
lowa-Canadd Glicoproteinas B D C
Reino Unido SNPs dispersos J B A2/)2 A
CDC ORF22 El J E2 M2 M1
Nova Genoma completo 2 3 4 5

Fonte: Adaptado de Breuer et al?, 2010.

Quadro 1 — Nomenclatura genotipica do VWZ utilizada atualmente



Loparev et al'® identificaram SNPs que discriminam
os gendtipos ET e E2 nas ORF21, ORF22 [regido 2],
e ORF50. Andlise de SNP em qualquer destas regides

é suficiente para discriminar cepas E1 de outras
europeias. Duas posicdes adicionais em ORF38
(69349) e ORF54 (95241), originalmente usadas

para confirmar os eventos adversos da vacina Oka,
também fornecem informacées para genotipagem.
Esses dois marcadores ndo sdo Uteis para vacina Oka
especificamente, mas servem para distinguir algumas
cepas J, M1, M2 e M4 de outros gendtipos. Um
subconjunto de isolados de gendtipo J (por exemplo,
pOka, que foi a fonte para a vacina de virus Oka)
contém um sitio de restricdo Pstl na ORF38 e ORF54
incluindo a sequéncia de um local de restricdo Bgll
comum a gendtipos J, M1, M2 e M4213,

O gendtipo E foi identificado em cepas obtidas de
pacientes da Alemanha, Islandia, Republica Tcheca,
Polénia, Rissia europeia, Bielorrdssia, Ucrania, Lituénia,
Letébnia, Molddvia e Esténia'®?. Esse gendtipo também
foi o mais prevalente na Asio, Russia, Cazaquistdo, leste
da Austrdlia, Canadd, Estados Unidos, Jordania, Chile
e Nicardgua, mostrando-se altamente cosmopolita.
Com base na andlise dos isolados obtidos a partir
de vdrios locais geogrdficos distintos, o gendtipo E
mostrou um grupo de bases conservadoras no perfil
dos SNPs da ORF22 e todas as cepas E também
apresentaram o padrdo de marcador Pstl Bgll. Uma
observacéo surpreendente foi a descoberta do dominio
geogrdfico de cepas do gendtipo M em dreas tropicais
e subtropicais, como a Africa (Congo, RepUblica do
Tchad, Marrocos e Guiné-Bissau) e na Asia (Indig,
Bangladesh, Nepal e China)'3?!.

Além das cepas J comuns no Japdo, Austrdlia e
alguns paises do leste asidtico, os padrées Bgl* também
sGo comumente isolados em climas tropicais (por
exemplo, na Africa equatorial, India, Bangladesh, no
sul da China, América Central e norte da Austrélia). Em
contraste, virus Bgl- sGo comuns em climas temperados.
Dois isolados Pst~ Bgl~ também foram observados na
Australia'3181922 - Assim, para dominéncia geogréfica,
foram observados os gendtipos E1 e E2 (Europa), M1
(Africa) e J (Japdo). O predominio de cepas genétipo
E na América do Norte e Austrdlia provavelmente
foi estabelecido durante a colonizacdo europeia nos
séculos XVI e XVII. Mudancas relativamente recentes
na imigracdo e/ou padrdes de viagens internacionais
para cerfas regides geogrdficas  (principalmente
Europa, Austrdlia e Estados Unidos) tém ocasionado

a cocirculacdo de uma variedade de gendtipos de
WZW3,17,]9,20,23,24,25,26,27

Um gendtipo proposto como recombinante do VWZ
de amostras do Brasil foi classificado como uma estirpe
do gendtipo M'?. De dez isolados obtidos de forma
independente no Brasil, oito estirpes tipo M e dois do
gendtipo E tinham padrées de SNP semelhantes aos
descritos por Barrett-Muir et al'328,

No Brasil, a maior parte dos estudos envolvendo
varicela e herpes-zoster considera apenas os aspectos
sinfomatolégicos??3031:3233  Assim  sendo, este estudo
teve por objetivo permitir o conhecimento de estirpes

circulantes do VWZ na regi@o metropolitana de Belém,
Estado do Pard, Brasil e disponibilizar informacées
importantes de identificacdo e distribuicdo dos genétipos
do WZ, nas diversas faixas etdrias investigadas e/ou
associacdo desses & determinada patologia.

MATERIAIS E METODOS
AREA DE ESTUDO

As amostras para este estudo foram obtidas nos
Municipios de Ananindeua, Belém e Marituba, localizados
na regiGo metropolitana de Belém, Estado do Paré.

POPULACAO DO ESTUDO

Estudo do tipo transversal em que o critério clinico
para incluséo das amostras foi a suspeita clinica e/ou
aparecimento dos sintomas de varicela ou herpes-zoster.
Durante o periodo de novembro de 2008 a marco de
2012, foram coletadas 93 amostras de swab nasal/oral
(49 de individuos do género masculino e 44 do
feminino). Desses 93 individuos, 26 (13 de individuos
do género masculino e 13 do feminino) apresentavam
vesiculas rompidas, das quais foram coletados swab.
Todas as amostras, oriundas de pacientes procedentes
das redes puUblica e privada de satde, foram coletadas
no Instituto Evandro Chagas (IEC), localizado em
Ananindeua, Estado do Pard.

IDENTIFICACAO, PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO
DAS AMOSTRAS

A coleta das amostras foi realizada em 93 individuos
(85 casos de varicela e oito de herpes-zoster), sendo 93
amostras de swab nasal/oral e 26 amostras (22 casos
de varicela e quatro de herpes-zoster) de secrecdo de
vesiculas rompidas em vdrios sitios anatémicos. As
amostras foram identificadas e coletadas no dia do
atendimento e encaminhadas para a Secdo de Virologia
do [EC. O periodo de coleta das amostras foi definido
entre o primeiro até 12° dia apéds o inicio dos sintomas.

Na etapa de processamento, sem extracdo de dcidos
nucleicos e utilizacdo direta do material clinico para
etapa de amplificacdo, as amostras de swab nasal,
oral e vesiculas foram mergulhadas, cada uma, em
um microtubo contendo 100 pl de &gua destilada e
esterilizada, sendo o swab lavado em 400 plL do mesmo
tipo de dgua, pressionando-o contra a parede do tubo
para retirar o méximo de particulas virais e, apds esta
etapa, a suspensdo foi armazenada a -70° C*.

AMPLIFICACAO DO DNA VIRAL POR PCR

As estirpes Dumas e Oka parental foram incluidas

como referéncia padrdo dos gendtipos E (classes
1 ou 3) e J (closse 2), respectivamente. As estirpes
foram classificadas nas classes de 1, 2 ou 3 quando

exibiram os SNPs de um dos dois gendtipos. Algumas
estirpes apresentaram variabilidades nessas sequéncias
e foram classificadas dentro do grupo de gendtipo M
(classes 4 ou 5)%13.

Apds o processamento das amostras de swab nasal,
oral e/ou de vesiculas, o material foi utilizado diretamente
na PCR. Amostras de células diploides humanas HEp-2
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(carcinoma epidermoide humano) foram usadas como
controle negativo, enquanto que uma amostra comercial
da vacina Varicela Biken® (Sanofi Pasteur, Suita, Osaka,
Japéo), estirpe vOka, foi utilizada como controle positivo
para identificacdo das ORFs 22, 38 e 54.

A reagdo de amplificagGo de um fragmento de
447 pb da regido ORF22 foi realizada em termociclador
Gene Amp PCR System 9600 (Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia, EUA) com os oligonucleotideos
p22R1f 5-GGGTTTTGTATGAGCGITGG-3' e p22R1r
5'-CCCCCGAGGTTCGTAATATC-3'; para amplificacdo
de 350 pb da regiGo ORF38 foram utilizados os
oligonucleotideos PstA 5'-TTGAACAATCACGAACCGTT-3'
e PstB 5-CGGGTGAACCGTATTCTGAG-3};
e para amplificacgo de 222 pb da ORF54
foram utilizados os oligonucleotideos Nla
5'-GGAACCCCTGCACCATTAAA-3! e Fok
5' TCCCTTCATGCCCGTTACAT-3"°.

As mesmas condicdes de reacdo de PCR foram
adotadas para essas duas regides com volume final
de 50 pul, usando AmpliTag Gold PCR Master Mix
(0,025 U da enzima GoldTag DNA polimerase, tampéo
II'1X para PCR, 2,5 mM de MgCl,, 200 pM de cada
deoxinucleotideo  trifosfato  [Invitrogen,  Carlsbad,
Calitérnia, EUA]), 0,2 uM de cada oligonucleotideo, e
5 pl da amostra. Cada etapa incluiv um aquecimento
inicial de 96° C por 5 min para atfivacéo da enzima,
seguida por 40 ciclos de: 94° C por 1 min, 58° C por
2 min e 72° C por 2 min; apéds essa etapa foi realizada

uma extenséo final a 72° C por 7 min'°.

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A visualizacdo dos produtos da PCR ocorreu por
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,8%
contendo 6 ulL de Sybr Safe (Invitrogen, Carlsbad,
Calitérnia, EUA) e imerso em tampéao tris-borato-EDTA
(TBE) 1X. Foram misturados 10 plL da reacdo de PCR
com 1 ul de azul de bromofenol e aplicados no gel
para uma eletroforese a 100 V e 400 mA por 30 min.
Para andlise do padrdo das bandas, foi utilizado um
marcador de peso molecular de 123 pb (Invitrogen)
diluido em tampdo TBE 1X'°. Os amplicons foram
visualizados com o sistema de fotodocumentacdo Gel
Doc 1000 (Bio Rad, Hercules, Califérnia, EUA).

PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR

O produto da PCR foi purificado visando o
sequenciamento de nucleotideos (nt). Para tal, utilizou-se
o kit QlAquick PCR purification (QIAGEN, Hilden,
Alemanha) seguindo-se o protocolo descrito pelo
fabricante.

SEQUENCIAMENTO DE NUCLEQTIDEQS

Os produtos da PCR foram sequenciados para
determinacéo do gendtipo dos VWZ pela identificacdo
de mutacdo no sitio de clivagem da enzima de restricéo
Pstl, a qual resulta na mudanca G69349A (ORF38). A
mutagdo C95241T (ORF54) causa a eliminacdo do sitio
de restrigdo para a enzima Bgll. O produto do SNP da
ORF22 foi utilizado para andlise de mutacées nas posicoes
nucleotidicas 37902, 38055, 38081, 38177 e 3822910,

Na reacdo de sequenciamento foi realizada
uma mistura de 3,2 pmol de cada oligonucleotideo
correspondente e 10 ng do produto como fonte.
Foram realizados 25 ciclos de 96° C por 10 s,
50° C por 5 s e 60° C por 4 min. Os produtos
resultantes foram purificados com colunas giratérias
(Princeton Separations, Adelphia, Nova Jersey, EUA)
e resuspendidos em tampdo de eluico (Applied
Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA)'°.

Os polimorfismos  nucleotidicos  especificos do
WZ foram analisados em sequenciador automdtico,
3130X/Genetic Analyzer (AB Applied Biosystems/Hitachi,
Chiyoda, Téquio, Japdo) empregando o método Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA)™.

EDICAO E ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS
NUCLEOTIDICAS

As sequéncias nucleotidicas obtidas neste estudo
foram alinhadas e editadas usando o programa BioEdit
Sequence Alignment Editor v.7.0.5.2 e comparadas com
sequéncias de outras estirpes do VWZ disponiveis no banco
de dados (GenBank — National Center for Biotechnology
Information, EUA [www.ncbi.nlm.nih.gov]), usando o
aplicativo Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
As sequéncias genémicas de cada ORF do WZ foram
comparadas entre si, bem como com sequéncias de outros
herpesvirus (virus herpes simples 1 e 2, virus Epstein-Barr
e citomegalovirus) disponiveis no GenBank!'°.

As estirpes Dumas (X04370), HJO (AJ871403), CA
123 (ndmero de acesso no GenBank DQ457052), DR
ou Morroco 1 (DQ452050), Var160 ou Mexico 68
(KC112914.1), pOka (AB097933) e vOka (AB097932)
foram utilizadas para comparacdo das substituicdes
nucleotidicas nas amostras analisadas neste estudo'.

ANALISE FILOGENETICA

Os dendrogramas foram construidos utilizando-se o
programa MEGAS5.1 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis, v5.1.3.308). A andlise da disténcia genética
entre as sequéncias foi calculada pelo algoritmo
de neighbor-joining (NJ), pelo método de Kimura
2-parémetros. O método de bootstrap com 2.000
réplicas foi utilizado para o célculo da robustez dos
dendrogramas®.

ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

O estudo nd@o ocasionou qualquer risco ou
prejuizo para os participantes ou seus responsdveis.
O projeto envolvido no presente estudo foi avaliado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IEC, bem
como pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa,
qguando cabivel, sob n® 0028/2009, com parecer de
aprovagdo n° 0004/2009. Quanto aos aspectos de

biosseguranca, em todos os procedimentos foram
utilizados  equipamentos  de  protegdo  individual,
sendo que a manipulacdo de todo material

potencialmente infectante foi realizada em laboratério
de seguranca NB2, em cabine de seguranca biolégica
classe 2.



RESULTADOS
SNP UTILIZADOS PARA GENOTIPAGEM DO WZ

As amostras de swab nasal, oral e de vesiculas
foram analisadas na PCR. De 93 amostras, apenas
26 individuos apresentavam vesiculas e desses foram
coletados swab. Apds a realizacGo da PCR, foram
amplificadas 50% das amostras (13/26) e swab de
vesiculas. As amostras amplificadas e sequenciadas
foram analisadas quanto as substituicdes nucleotidicas

ORF22 (447 pb) ORF22 (447 pb)
W% ORF3s (350 pb) WM ORF38 (350 pb)
ORF54 (222 pb)

QRE54 (222 pb)

CP: controle positivo; CN: controle negativo; PM: peso molecular 123 pb.

o

em cinco posicdes na ORF22, duas posicdes na ORF38
e duas posicdes na ORF54 (Figura 1).

WZ118686 e  VWZ119611
apresentaram substituicdes nucleotidicas nas posicoes
A38081C da ORF22 e T95241C, C95300T da ORF54.
As amostras VWZ118683, VWZ118684, VWZ118685,
WZ118845, WZ119609, WZ119701 e WZ119954
apresentaram mudanca de nucleotideo na posicao

G69424A da ORF38 (Quadro 2).

As amostras

CP ORF22

CP ORF38

CP ORF54

Figura 1 - Visualizacdo dos produtos das ORFs 22, 38 e 54 apds PCR
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NUmeros nas linhas superiores indicam ORF e a posicdo do SNP no genoma. As estirpes a seguir foram definidas como referéncia: Dumas do
gendtipo E; CA123 e DR do genétipo M; pOka e vOka do gendtipo J, para comparacdo dos pares de bases de posicdes onde ocorreram mudanca
de nucleotideo. O SNP da ORF54 ¢ o sitio usado em alguns protocolos para discriminar a estirpe vacinal Oka de muitas estirpes desconhecidas. A
cor lilés indica mutagdo individual intraespecifica; verde indica mutagées comuns com a estirpe de referéncia do genétipo E; amarela indica mutagées

em comum com a estirpe Oka parental genétipo J; branco indica bases em comum para ambas estirpes de referéncia E e J.

Quadro 2 - Andlise de variagdo genotipica utilizando dados de trés ORFs do WZ
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Os gendtipos 1 ou 3 foram encontrados em
11 amostras VWZ, enquanto que duas
apresentaram o gendtipo 5 (Figura 2).

amostras

A andlise filogenética mostra a distribuicdo das
estirpes dentro das classes 1 ou 3 e classe 5. Essas

63

19
22

o DQ457052 HHV-3 CA123/USA/[5]

VZVs/Ananindeua.BRA/18.12/V[5]
VZVs/Ananindeua.BRA/26.12/V[5]

67
32

0.001

amostras s@o oriundas dos Municipios de Ananindeua
(sete casos de varicela e um de herpes-zoster),
Belém (trés casos de varicela e um de herpes-zoster)
e Marituba (um caso de varicela). A descricdo das
estirpes e as sequéncias das amostras analisadas foram
cadastradas no GenBank (Quadro 3).

VZVs/Belem.BRA/51.11/Z[1 or 3]

VZVs/Ananindeua.BRA/18.12(3)/V[1 or 3]

VZVs/Belem.BRA/08.12/V[1 or 3]

NC 001348 HHV-3 Dumas/(1)

0| JQ211599 Human herpesvirus 3 strain VZVi/Philadelphia-USA/73/V(3)
JQ972913 Human herpesvirus 3 strain Ellen/USA/1964
VZVs/Ananindeua.BRA/07.12/V[1 or 3]
0| VZVs/Ananindeua.BRA/10.12/Z[1 or 3] )
VZVs/Ananindeua.BRA/18.12/V[1 or 3]

11 VZVs/Belem.BRA/18.12/V[1 or 3]

6! VZVs/Ananindeua.BRA/18.12(2)/V[1 or 3]

VZVs/Belem.BRA/26.12/V[1 or 3]

VZVs/Ananindeua.BRA/28.12/V[1 or 3]

VZVs/Marituba.BRA/30.12/V[1 or 3]

——— Classe 1 ou 3

~ Classe 5

DQ452050 HHV-3 M2DR/Morocco/M2/[4] 7}- Classe 4
AB097933 HHV-3 strain Oka/sub-strain pOka/J/[2]
AB097932 HHV-3 strain Oka/sub-strain vOka/J/[2]
Controle positivo - orf22- vOka[2] ‘

~ Classe 2

As estirpes de referéncia utilizadas foram: Dumas, representando o gendtipo E; pOka e vOka referéncia do gendtipo J; VZVi/Philadelphia.USA/73/V[3]
referéncia do gendtipo E; DR e Morroco 1 referéncia do genétipo M; e CA 123 referéncia do genétipo M. Os valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas)

estdo indicados nos nés da drvore.

Figura 2 — Andlise filogenética utilizando o método de agrupamento de vizinhos (NJ) baseada no polimorfismo nucleotidico da
ORF22 (447 pb), envolvendo 13 amostras dos Municipios de Belém, Ananindeua e Marituba

Estirpe N° de acesso no GenBank
Amostra Sexo/Idade
Isolado/Cidade.Pais/Semana.Ano/Tipo[Classe]* ORF22 ORF38 ORF54

116787 VZVs/Belem.BRA/51.11/Z[1 or 3] F/65 KX352173 KX352186 KX352199
117332 VZVs/Ananindeua.BRA/07.12/V[1 or 3] F/16 KX352174 KX352187 KX352200
117441 VZVs/Belem.BRA/08.12/V[1 or 3] M/34 KX352175 KX352188 KX352201
117568 VZVs/Ananindeua.BRA/10.12/Z[1 or 3] M/49 KX352176 KX352189 KX352202
118645 VZVs/Ananindeua.BRA/18.12/V[1 or 3] F/8 KX352177 KX352190 KX352203
118683 VZVs/Belem.BRA/18.12/V[1 or 3] M/12 KX352178 KX352191 KX352204
118684 VZVs/Ananindeua.BRA/18.12(2)/V[1 or 3] M/8 KX352179 KX352192 KX352205
118685 VZVs/Ananindeua.BRA/18.12(3)/V[1 or 3] F/8 KX352180 KX352193 KX352206
118686 VZVs/Ananindeua.BRA/18.12/V[5] F/31 KX352181 KX352194 KX352207
119609 VZVs/Belem.BRA/26.12/V[1 or 3] M/7 KX352182 KX352195 KX352208
119611 VZVs/Ananindeua.BRA/26.12/V[5] F/7 KX352183 KX352196 KX352209
119701 VZVs/Ananindeua.BRA/28.12/V[1 or 3] M/22 KX352184 KX352197 KX352210
119954 VZVs/Marituba.BRA/30.12/V[1 or 3] M/31 KX352185 KX352198 KX352211

* Descricdo da estirpe: espécime (representado pela sigla do virus "VZV" e a letra s

sigla da palavra specimen, ambas descritas em inglés), lugar de

origem da amostra (cidade e pafs), periodo da coleta (semana e ano da coleta), tipo (amostra de origem de casos de varicela "V" ou zoster "Z') e

a classe a que pertence a estirpe.

Quadro 3 — Descricdo das estirpes e nUmeros de acesso no GenBank



DISCUSSAO

7

Este é um estudo inédito de investigacdo genotipica
do WZ na Regido Norte do Brasil, adotando SNP para
andlise das diferencas entre as classes 1 ou 3 e classe
521315 A preferéncia por esse método baseou-se no
fato de que as técnicas de genotipagem geralmente
utilizadas no laboratério devem ser de simples
execucdo e capazes de atingir resultados satisfatérios
em amostras com quantidade limitada de DNA, como,
por exemplo, a partir de vesiculas e crostas.

Alguns estudos mostram que extracéo e purificacdo
de d4cido nucleico nem sempre sdo necessdrias para
realizacGo da PCR%%. A amplificacdo do material
torna-se rdpida, sensivel e com um custo efetivo
menor, principalmente quando muitas amostras sdo
analisadas®. As amostras deste estudo foram imersas
em solucdo de dgua destilada e armazenadas em
freezer a -70° C por vdrios meses sem deterioracéo em
qualidade, mesmo apds vérios ciclos de congelamento
e descongelamento.

7

A PCR de material direto de vesiculas é sensivel e
especifica para deteccéo do VWZ, e espécimes de saliva
podem funcionar como uma ferramenta de suporte
para o diagnéstico em determinados casos em que,
apds extragéio com kit comercial, a PCR néo funciona
por baixa quantidade de DNA viral®.

Neste estudo, a PCR foi realizada em todas as
amostras de swab nasal, oral e de vesiculas. De 26
amostras coletadas de vesiculas e processadas em
4dgua destilada submetidas a PCR, 13 (50%) foram
amplificadas. As amostras foram coletadas do primeiro
até 12° dia apds o surgimento das vesiculas na pele,
sendo que as amostras amplificadas foram coletadas
entre o primeiro até o nono dia apés o inicio dos
sinfomas. O ideal é que essa coleta ocorra até o sétimo
dia, quando as vesiculas ainda estdo produtivas®®3740,

Chun et al®, em estudo com criancas que
apresentaram varicela pés-vacinal, coletaram amostras
de vesiculas em swab, armazenaram em frasco estéril
e posteriormente realizaram extragdo e purificacdo
do DNA do WZ com kit comercial, com positividade
de 58%. Esses resultados foram superiores aos
encontrados em outros dois estudos, que utilizavam
a mesma metodologia de extracdo e purificacdo,
com presenca do DNA do WZ em 46%*° e 35%*,
respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados em
estudo realizado na Suica em que o DNA do WWZ
estava presente em 21 (47%) de 45 amostras de soro
coletadas até os primeiros oito dias da fase aguda da
doenca*?.

A andlise das sequéncias das ORFs 22, 38 e 54
associou a semelhanca das estirpes encontradas nesta
pesquisa com as classificadas dentro das classes 1 ou
3 e classe 5. Do total de 13 estirpes isoladas, apenas
duas apresentaram gendtipo classe 5, sendo as

demais classificadas em classe 1 ou 3. Vérios estudos
demonstraram uma distribuico geogréfica distinta
dos principais gendtipos do VWZ quando compararam
as regides de clima temperado com as de clima
tropical?:2226.28434445 () dominio regional de gendtipos
especificos poderia ter sido estabelecido pelo clima
e/ou outros fatores, como interacdes virus-hospedeiro
ou introducéo de estirpes em uma populacdo indcua
ao WZ, por meio da imigragéo ou viagens. Estratégias
modernas de genotipagem podem ajudar a resolver
essas questdes. As regides em que vdrios gendtipos
VWWZ predominam, e esses dados, combinados com os
padrées migratérios  histéricos humanos, contribuem
para identificar os provéveis pontos de origem para
esses gendtipos'?. A presenca de dois tipos diferentes
de gendtipos neste estudo pode estar associada a um
ou mais desses fatores.

Na Argentina, estudo utilizando a mesma técnica de
andlise da ORF22 em amostras de swab de vesiculas
encontrou apenas estirpes de gendtipo E (classe 1 ou 3)
em amostras de 13 criancas com varicela*.

Os resultados deste estudo, realizado na regido
metropolitana de Belém, também mostraram um
predominio da classe 1 ou 3, com 11 amostras de
WZ, e diferem, portanto, do estudo no qual, de dez
amostras de VVZ coletadas no Brasil, oito estirpes
foram classificadas como classe 5 e apenas duas como
pertencentes & classe 1 ou 3%1°,

O genoma do WZ é muito estdvel e a variagéo
na sequéncia do DNA observada ocorre, geralmente,
como mutacdes pontuais individuais. Essa justificativa
¢ plausivel e indica que um pequeno nimero de
variantes  favorecidas  ocorre  independentemente
enfre as estirpes do tipo selvagem, em mais de uma
localizacdo geogrdfica. A literatura ressalta que nédo se
pode descartar a possibilidade de que o VWZ de classe
5 tenha surgido, primeiramente, nas regides tropicais,
quando sofreram mutacdes depois que ocorreram as
migracdes humanas para o clima temperado. Estirpes
classes 1, 2 e 3 podem ter surgido independentemente
da 5 como resultado do isolamento das ilhas japonesas
e as exploracées e colonizacdo dos europeus em
diversos continentes, respectivamente?'3.

A andlise das estirpes circulantes no Brasil permitiria,
por exemplo, a associacdo de quadros clinicos graves &
infeccGo por determinada estirpe. Além disso, estudos
comparando as estirpes vacinais com estirpes VVZ
circulantes no Pafs possibilitariam uma avaliacdo mais
detalhada em relacdo ao esclarecimento de sintomas
pds-vacinais, pois permitiria avaliar se uma infeccéo
estd sendo causada pelo virus vacinal ou se o individuo
adquiriu, incidentalmente, o virus selvagem préximo ao
periodo de vacinacéo, associando o aparecimento de
vesiculas & vacina.

Na India, pesquisadores observaram, em avaliagdes
clinicas, que estudantes com varicela apresentavam
vesiculas largas com tamanho maior que 8 mm em
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diémetro, semelhante ao que ocorre com pacientes
adultos do sexo masculino infectados pelo gendtipo
classe 5 do VWZ%. Duas regides do VWZ que tém sido
utilizadas para investigar as transmissdes hospitalares
sdo a R1 na ORF11 e OriS?¥3 No entanto, os
pardmetros precisos que informardo a sua utilizacéo
para a investigacGo de surtos ainda ndo estdo
estabelecidos. Os gendtipos mais associados com
hospitalizacdes de pacientes com varicela continuam
desconhecidos, e a viruléncia de um gendtipo pode
ser influenciada mais pelo nivel de resposta do
hospedeiro e sua imunidade que por um gendtipo
especifico*4.

Uma vigiléncia quanto aos tipos de gendtipos do
WZ é importante, especialmente para monitoramento
de eventos adversos futuros causados pela varicela,
e a andlise de polimorfismos no genoma do virus
em momentos diferentes permitiria estimar sua taxa
evoluciondria“.

Neste estudo foi possivel a avaliacdo do gendtipo
de apenas duas amostras de pacientes com
herpes-zoster. A andlise genotipica em amostras de
pacientes com herpes-zoster poderia proporcionar
uma avaliacdo mais detalhada de quanto tempo
determinada estirpe circula no Pafs (taxa evoluciondria),
além de avaliar as estirpes mais associadas &
reativacdo viral e surgimento do herpes-zoster anos
apds a infecg@o priméria pelo WZ.

A infeccdo primdéria com VVWZ ocorre, geralmente,
durante a inféncia, por volta dos 10 anos de idade®.
O herpes-zoster desenvolve-se a partir da reativagéo
do WZ e a estirpe isolada em casos de zoster é
a mesma encontrada em infeccées por esse virus
adquiridas na inféncia. Portanto, uma estirpe do WZ
isolado de uma paciente de 70 anos de idade com
herpes-zoster, na Coreia do Sul, provavelmente circulou

cerca de 60 anos atrds, na década de 1940%. Neste
estudo, a amostra de WZ a partir de um caso de
herpes-zoster em adulto de 65 anos de idade, oriundo
de Belém, revelou estirpe do gendtipo classe 1 ou 3,
sugerindo que a mesma {4 circula por, no minimo,
cerca de cinco décadas no Brasil. Outra amostra de
paciente com herpes-zoster também foi identificada
como classe 1 ou 3, esse com idade de 45 anos,
o qual sempre residiu em Ananindeua, mas serdo
necessdrios estudos de andlise de taxa evoluciondria
para melhor estimar o perfodo em que as classes 1 ou
3 foram introduzidas na regido.

A andlise das ORFs 21 e 50 é necessdria para
definicdo das estirpes de gendtipo europeu (E1 e E2)
em classe 1 ou 3%'7. Outros estudos de genotipagem
sGo necessdrios para acompanhar o possivel impacto
da vacinacdo na circulacdo de gendtipos do VWZ no
Brasil, além de possiveis associacées com diferentes
quadros clinicos e a possibilidade de andlise da taxa
evoluciondria do virus.

Este ¢ um estudo inédito no Brasil, pois é a primeira
vez que o VVZ tem o gendtipo definido por testes
realizados em uma instituicGo de pesquisa nacional.

CONCLUSAO

Os gendtipos do WZ foram classificados em
classes 1 ou 3 e classe 5. O gendtipo classe 1 ou 3
foi encontrado nos Municipios de Ananindeua, Belém e
Marituba, sendo que o classe 5 foi encontrado apenas
em Ananindeua. A PCR foi sensivel em 13 amostras de
material direto de vesiculas, enquanto que em amostras
de saliva ndo foi obtido sucesso. A investigacdo das
ORFs 21 e 50 é importante para definicdo das classes
1 e 3 nas amostras analisadas. Outros estudos s@o
necessdrios para identificar os genétipos do VWZ
circulantes no Brasil.

Varicella-zoster virus: identification of genotypes in cases of varicella and herpes zoster
in the Municipalities of Ananindeua, Belém and Marituba, Paré State, Brazil

ABSTRACT

This is a cross-sectional study in which the clinical criteria for inclusion of the samples was the clinical suspicion
and/or onset of symptoms of chickenpox or shingles in order to genotype varicella-zoster virus (VZV) by the
polymerase chain reaction (PCR) and sequencing techniques, with a search of single nucleotide polymorphisms
(SNP) subsequently. From November 2008 to March 2012, 93 samples (85 cases of varicella and eight herpes
zoster) were collected from oral, nasal swab and secretion of ruptured vesicles in several anatomical sites (49 male
and 44 female). Dumas and Oka parental strains were included as European genotypes of the reference standard
(class 1 or 3) and Japanese (class 2) genotypes, respectively. Strains with the SNP variability were classified into a
group of genotype describe as Mosaic (class 5). Classes 1 or 3 were identified in 11 samples of VZV, nine cases of
varicella and two cases of herpes zoster, while two samples showed the class genotype 5, both cases of varicella.
The genotype class 1 or 3 was found in the Municipalities of Ananindeua, Belém and Marituba, Pard State, Brazil,
and genotype class 5 only in Ananindeua. PCR was sensitive in just 13 samples of direct vesicles material, but in
saliva samples there were not positive results.

Keywords: Varicella-Zoster Virus; Chickenpox; Shingles; Genotypes; Polymerase Chain Reaction; Single Nucleotide
Polymorphisms.



Virus de la varicela zéster: identificacién de los genotipos en casos de varicela y
herpes zéster en los Municipios de Ananindeua, Belém y Marituba, Estado de Pargq,
Brasil

RESUMEN

Este es un estudio de tipo transversal, en que el criterio clinico para inclusién de las muestras fue la sospecha clinica
y/o aparicién de sintomas de varicela o herpes zéster para identificacién de los genotipos del virus de la varicela zéster
(WZ), por intermedio de las técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacién, con posterior
estudio de polimorfismo de nucledtido Unico (SNP). De noviembre de 2008 a marzo de 2012, se recolectaron 93
muestras (85 casos de varicela y ocho de herpes-zéster) de hisopado nasal, oral y de secrecién de vesiculas rotas en
varios sitios anatémicos (49 de individuos del sexo masculino y 44 del femenino). Las estirpes Dumas y Oka parental
fueron incluidas como referencia estandar de los genotipos Europeo (clase 1 o 3) y Japonés (clase 2), respectivamente.
Estirpes con variabilidad en el SNP se clasificaron dentro de un grupo de genotipo denominado Mosaico (clase 5). Las
clases 1 o 3 fueron identificadas en 11 muestras del VVZ, nueve casos de varicela y dos casos de herpes-zéster, mientras
que dos muestras presentaron el genotipo de clase 5, ambos casos de varicela. El genotipo clase 1 o 3 se encontré en
los Municipios de Ananindeua, Belém y Marituba, Estado de Pard, Brasil, siendo que el genotipo clase 5 solamente en
Ananindeua. La PCR fue sensible en 13 muestras de material directo de vesiculas, mientras que en muestras saliva no
se obtuvo suceso.

Palabras clave: Virus de la Varicela-Zéster; Varicela; Herpes Zéster; Genotipos; Reaccién en Cadena de la Polimerasa;

Polimorfismos de Nucleétido Simple.
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