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Epidemiologia molecular de cepas de rinovirus humano
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RESUMO

O rinovirus humano (HRV) é o mais comum entre os agentes virais associados a infeccées no trato respiratério
superior, sendo reconhecido como o principal patégeno causador de resfriado comum. Com o objetivo de detectar
e caracterizar cepas de HRV associadas a casos de sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) na Cidade de Belém,
Estado do Pard, Brasil, foram analisadas 224 amostras de pacientes com SRAG atendidos em unidades hospitalares
no perfodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2014. A andlise das amostras foi desenvolvida utilizando-se trés
etapas principais: a) extracdo do RNA viral (RNAv); b) amplificacdo do RNAv pelas técnicas de reacéo em cadeia
mediada pela polimerase precedida de transcricéo reversa (RT-PCR) em tempo real e RT-PCR convencional;
e c) sequenciamento do genoma viral. Entre as 224 amostras analisadas, 59 (26,3%) foram positivas para HRV;
dessas, em 22 foi possivel realizar a caracterizacdo das espécies de HRV por sequenciamento, sendo 13 (59%)
classificadas como HRV-A, oito (36,3%) como HRV-C; uma foi classificada como enterovirus humano D68 (EV-Dé8).
A distribuicdo por faixa etdria evidenciou que os adultos foram os mais acometidos pelo HRV, representando 45,7%
(n = 27) dos casos positivos. Notou-se ainda a grande concentracdo de casos positivos para o virus no grupo
de 0—4 anos de idade durante o periodo estudado (n = 23, 39%). Quanto & distribuicGo mensal do HRV em
Belém, foi verificada a circulagéo predominantemente no primeiro semestre do ano, a qual costuma estar associada
ao perfodo de maior pluviosidade na regido. Os resultados obtidos expressam uma taxa de infeccdo por HRY
relevante, mostrando que esse virus é um agente importante no que diz respeito as infeccdes respiratérias em
Belém.

Palavras-chave: Rhinovirus; Sindrome Respiratéria Aguda Grave; Variacdo Genética.

ABSTRACT

Human rhinovirus (HRV) is the most common viral agent associated with infections of the upper respiratory tract
and is the main causative agent of the common cold. This study aimed to detect and characterize HRV strains
associated with severe acute respiratory syndrome (SARS) in Belém, Pard State, Brozil, by analyzing samples from
224 SARS patients admitted to hospitals between January 2013 and January 2014. Sample analysis was performed
in three stages: (a) viral RNA isolation (VRNA); (b) amplification of vRNA using conventional and real-time reverse
transcription polymerase chain reaction; and (c) viral genome sequencing. Among the 224 analyzed samples,
59 (26.3%) were HRV-positive, of which 22 HRV species could be characterized through sequencing. Thirteen
(59%) were classified as HRV-A and eight (36.3%) as HRV-C; one sample was classified as human enterovirus
D68 (EV-D68). Distribution by age revealed that adults were the most affected by HRV, accounting for 45.7%
(n = 27) of total positive cases. There was an increased number of HRV-positive cases in the 0-4-year-old group
(n = 283, 39%) during the study period. Relating to monthly HRV distribution in Belém, circulation was predominant
during the first semester, which is typically associated with increased rainfall. The results indicate a high HRV infection
rate; thus indicating that the pathogen is an important agent of respiratory infections in Belém.
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INTRODUCAO

O rinovirus humano (HRV) é o mais comum entre
os agentes virais associados a infecgdes no trato
respiratério  superior, sendo reconhecido como o
principal patégeno causador de resfriado comum. Essas
infeccoes estdo entre as principais causas de morbidade
em criancas menores de 5 anos de idade e apresentam
considerdvel impacto econémico, em virtude do
elevado numero de consultas médicas e absenteismo
laboral atrelados a elas'?.

Integrante  da  familia  Picornaviridae,  género
Enterovirus, o HRV estd dividido em trés espécies,
HRV-A, HRV-B e HRV-C. Com base nas caracteristicas
antigénicas e genéticas, hoje |4 sGo descritos mais de
100 sorotipos de HRV. A andlise das sequéncias de
nucleotideos, principalmente das regides codificadoras
das proteinas VP1 e VP2/VP4, permitiu agrupar os
sorotipos entre as trés espécies, sendo que atualmente
80 sorotipos compdem a espécie HRV-A, 32 pertencem
a espécie HRV-B e 55 a espécie HRV-C. A particula
viral mede de 25 o 30 nm de diGmetro e apresenta
simetria icosaédrica. O capsideo é formado por 60
cépias de cada uma das quatro proteinas estruturais
(VP1, VP2, VP3 e VP4) e envolve o material genético,
que é composto por uma fita simples de RNA de
polaridade positiva ndo segmentado (+ssRNA), com
aproximadamente 7.200 pb, e possui uma Unica regido
de leitura aberta (open reading frame)®.

O desenvolvimento de  métodos  moleculares
proporcionou a realizacGo de estudos sobre a
diversidade do HRV e, com isso, a caracterizacdo
das diferentes cepas que circulam no mundo. Tais
investigacdes vém ampliando o conhecimento sobre
esse virus, possibilitando a descrico de novas espécies
e sorotipos, bem como a associacdo das diferentes
espécies aos distinfos quadros de infeccdo respiratéria
desencadeados por HRV45678,

Este estudo objetivou realizar o epidemiologia
molecular e a caracterizacdo genética do HRV em
amostras de pacientes hospitalizados com sindrome
respiratéria aguda grave (SRAG) na Cidade de Belém,
Estado do Pard, Brasil.

MATERIAIS E METODOS

POPULACAO DO ESTUDO

A populagio do estudo compreendeu 224
individuos, dos quais 130 (58%) eram do sexo feminino
e 94 (42%) do masculino, em diferentes faixas etdrias,
com queixas sugestivas de infeccéo respiratéria aguda,
hospitalizados em unidades de sadde de Belém, no

periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2014, triados
pela Rede de Vigiléncia da Gripe, cujo diagnéstico para
o virus influenza mostrou-se negativo.

AMOSTRAS

A coleta do espécime clinico foi realizada em
pacientes que apresenfavam sinais e sinfomas de
infeccdo respiratéria com até cinco dias de evolucdo.
Tal coleta foi realizada mediante aspirado de
nasofaringe, utilizando-se bomba a vdcuo acoplada
tubo coletor contendo meio de

a um transporte
(Hanks e gelatina a 0,5%) ou por swab combinado
(narina/garganta), que foram colocados em tubos

contendo meio de transporte e encaminhados sob
refrigeracéo (4° C) ao Laboratério de Virus Respiratérios
do Instituto Evandro Chagas, devidamente rotulados
com nome do paciente e data de coleta.

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
Extracdo do RNA viral
O RNA viral (RNAv) foi extraido a partir do

espécime clinico, utilizando-se o Purelink™ Viral RNA/
DNA Mini Kit (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
EUA), seguindo-se as orientacdes do fabricante,
e posteriormente estocado a -70° C, quando ndo
submetido de imediato & etapa de deteccéo.

Deteccéo de HRV por rRT-PCR

A deteccdo do genoma viral foi realizada através da
reacGo em cadeia mediada pela polimerase precedida
de transcricdo reversa em tempo real (rRT-PCR); foram
empregados o kit comercial AgPath-ID™ One Step
RT-PCR Kit (Ambion, Life Technologies, Austin, EUA),
sondas e oligonucleotideos iniciadores especificos para
HRV (Quadro 1), de acordo com o protocolo
desenvolvido pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)".

Amplificacdo dos genes VP4/VP2 e regido 5' NCR
por RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase precedida
de transcricdo reversa (RT-PCR), em um Unico tubo,
foi realizada utilizando-se  AgPath-ID™ One  Step
RT-PCR Kit (Ambion, Life Technologies, Austin, EUA) e
oligonucleotideos iniciadores especificos (Quadro 2),
que produzem um fragmento de 549 pb, que
compreende os genes VP4 e VP2 e a parte hipervaridvel
da regido 5' NCR, como descrito por Savolainen et al.
Cada conjunto de amostras submetido & amplificacdo
foi acompanhado de um controle negativo (égua
livre de DNAse e RNAse) e um positivo (RNA de HRV
clonado em plasmideo), os quais foram produzidos e
cedidos pelo CDC*.

Iniciador Sequéncia dos oligonucleotideos 5'-3' Tamanho do amplicom
HRV For CPXGCCXGCGTGGC

HRV Rev GAAACACGGACACCCAAAGTA 207 pb

HRV Pro FAM-TCCTCCGGCCCCTGAATGYGG C-BHQ1

X: base modificada (LNA — locked nucleic acid — 4cido nucleico bloqueado); P: pirimidina derivada (base degenerada mimetizando uma mistura de

bases C/T); FAM: 6-carboxifluoresceina; BHQ1: Black Hole Quencher®-1.

Quadro 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacéo da regido ndo codificadora (noncoding region — NCR) de HRV



Iniciador

Sequéncia dos oligonucleotideos 5'-3'

Toamanho do amplicom

HRV F

HRV R

GCATCIGGYARYTTCCACCACCANCC

GGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGT

549 pb

I:inosing; Y: T, C; R: G, A; N: A, C, G, T.

Quadro 2 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacéo da regido NCR e genes VP4/VP2 dos HRV

Para amplificacdo, a mistura de reagdo foi
inicialmente incubada a 45° C por 30 min e 94° C
por 5 min, seguindo-se 40 ciclos de 94° C por 45 s,
61° C por 45 s e extensdo a 72° C por 1 min. A etapa
de extensdo final foi feita a 72° C por 10 min. As
etapas de RT-PCR foram realizadas em termociclador
automdtico MasterCycler EP Gradient S (Eppendorf,
Birkmann Instrument, Hamburgo, Alemanha).

Eletroforese em gel de agarose

Ao término da amplificacéo, os produtos da RT-PCR
foram analisados por meio de eletroforese horizontal
em gel de agarose 1,5% corado por GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, CA5, EUA).
Os produtos foram submetidos & migracéo no gel,
junfo com o marcador de peso molecular 200 lines
Smartladder (EUROGENTEC, San Diego, EUA),
inicialmente por 5 min a 80 V, seguindo-se de 25 min
a 110 V. A visudlizagdo dos amplicons, impregnados
pelo corante, foi feita em transiluminador com luz
UV e fotografado com o auxilio do sistema Vilber
Loumart.

Purificacgo e quantificacgo do produto da
RT-PCR

Nas amostras em que foi observada a banda no
tamanho esperado (549 pb), procedeu-se & purificacéo
do produto amplificado. Para tal procedimento, foi
utilizado o kit comercial QIAquick PCR Purification
(QIAGEN, Maryland, EUA), sendo seguidas as
instrucées do fabricante. Ao final do processo, o
produto eluido foi quantificado, seguindo-se instrucées
do fabricante do marcador de peso molecular Low
Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Assim,
a concentracdo de cada amostra foi determinada
comparando-se a intensidade das bandas do marcador
com a banda das amostras, sendo o resultado expresso
em nanogramas.

Reacdo de sequenciamento

Para a reagdo de sequenciamento, foi utilizado
o kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied  Biosystem, Life Technologies, Carlsbad,
EUA). Foram preparadas misturas de reacdo com
volume final de 10 pl, composta por 2 ulL de Big
Dye®, 1 uL de tampdo 5X Running Buffer, 5 pul
de DNA (50 ng) e 0,5 uM de oligonucleotideos
especificos (Quadro 2). Essa mistura foi processada
em termociclador automdtico  (MasterCycler  EP
Gradient S,  Eppendorf,  Birkmann  Instrument,
Hamburgo, Alemanha), tendo sido executado um ciclo
a 94° C por 2 min, seguido de 25 ciclos, cada um
composto por 94° C por 45 s, 50° C por 30 s e 60° C

por 4 min.

Precipitacdo e eletroforese do produto da reagdo
de sequenciamento

Apds a reacGo de sequenciamento, as amostras
foram submetidas & precipitagdo com isopropanol
e etanol, com a finalidade de se retirar o excesso
de nucleotideos marcados ndo incorporados na
reagdo de sequenciamento. Foram  adicionados
40 pl de isopropanol 65% ao produto da reacéo;
incubou-se por 15 min & femperatura ambiente. Em
seguida, foi realizada centrifugaco a 4.500 rpm
durante 45 min. O sobrenadante foi desprezado e
o sedimento lavado com 200 upl de etanol 70%;
seguiu-se cenfrifugacdo a 4.500 rpm por 20 min.
O sobrenadante foi desprezado. Apéds o descarte
do sobrenadante, o sedimento foi secado em
termobloco a 60° C por 5 min e ressuspenso em
15 plL de formamida deionizada (Formamida Hi Di,
Applied Biosystems, Life Technologies, Foster City, EUA).
Apds  ressuspensas  em formamida, as amostras
foram submetidas & desnaturago por 95° C
durante 5 min e, em seguida, colocadas em banho
de gelo por 2 min. Posteriormente, foi realizada a
eletroforese em sequenciador automdtico ABIPrism
3130 «xI (Applied Biosystem, Foster City, EUA),
baseada no método de terminacdo de cadeia
por didesoxirribonucleotideos marcados com
substdncias  fluorescentes que, ao contato com
raios laser, emitem fluorescéncia de diferentes
comprimentos de ondas correspondentes a cada um
dos quatro nucleotideos que compdem basicamente
a molécula de DNA (A, C, T, G) localizados na
extremidade 3"°.

Andlise da sequéncia
inferéncias filogenéticas

de nucleotideos e

As suites de bioinformdatica Geneious v8.1.4 e
UGENE v1.16 foram utilizadas para visualizacéo,
edicdo e alinhamento das sequéncias obtidas.
Para o estudo filogenético, as sequéncias foram
comparadas com as de outros rinovirus isolados
e disponiveis no banco de dados do Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A construcdo das drvores
filogenéticas foi realizada através do método de
agrupamento de vizinhos (neighbor-joining)'', usando
o programa SeaView'?. A andlise de bootstrap com
1.000 réplicas foi usada para dar confiobilidade aos
grupamentos filogenéticos'®.

RESULTADOS

O presente estudo analisou 224 amostras por
rRT-PCR, das quais 59 (26,3%) foram positivas para o
HRV.
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A distribuico por faixa etéria evidencia que
os adultos foram os mais acometidos pelo HRY,
expressando 45,7% (n = 27) dos casos positivos.
Nota-se ainda a grande concentracdo de casos
positivos para o virus no grupo de 0—4 anos durante o
periodo estudado (n = 23, 39%) (Figura 1).

72

0-4

5-10 11-15
M Testadas

16-18 19-25 26-59 > 60
M Positivas
Faixa etdria

Figura 1 - Distribuicdo por faixa etdria das amostras positivas
para HRV, detectadas por rRT-PCR

Quanto & distribuicdo mensal dos casos positivos
de HRV, os meses de maio e junho mostraram um
maior pico de infecgdes no ano de 2013, com 20 e
25 casos positivos, respectivamente, seguido pelo més

de setembro, no qual foram observados seis casos
(Figura 2).

Todas as 59 amostras positivas foram submetidas &
RT-PCR e 34 (57,62%) mostraram bandas de interesse,
tendo sido, em seguida, purificadas e quantificadas
para realizacdo da reagéo de sequenciamento para
posterior andlise.

Entfre as 34  amostras  submetidas  ao
sequenciamento, em 22 foi possivel realizar «a
identificaco das espécies de HRV, sendo 13 (59%)
classificadas como HRV-A, oito (36,3%) como HRV-C
e uma como enferovirus humano D68 (EV-Dé68).
Nenhuma amostra de HRV-B foi detectada. Entre as
espécies de HRV-A e HRV-C, diferentes gendtipos
puderam ser identificados (Figura 3).

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a presenca de HRV em
amostras de pacientes hospitalizados com SRAG em
Belém no periodo de 12 meses. Os resultados obtidos
expressaram uma taxa de infeccdo por HRV relevante,
fato j& descrito em outros estudos realizados em
Teresopolis' (Estado do Rio de Janeiro), Uberlandia'®
(Estado do Minas Gerais) e Buenos Aires'® (Argentina),
por exemplo, que apresentaram taxas de infecgdes por
HRV de 33%, 41,7% e 34,4%, respectivamente, o que
mostra que esse virus € um agente importante no que
diz respeito as infeccdes respiratérias.

Desde sua descoberta, o HRV foi intimamente
associado aos quadros de infeccdes respiratérias
moderadas, tais como o resfriado comum. Atualmente,
de acordo com as diversas investigacdes conduzidas
em todo o mundo, o HRV tem aparecido como um
dos principais agentes associados a casos graves de
infeccoes respiratérias, como asma e infeccdes do trato
respiratério inferioré!7:18:19:20,

Os resultados do presente estudo demonstraram
que os principais grupos etdrios acometidos foram os
de criancas de 0-4 anos e adultos de 26-59 anos.
Da mesma forma, a investigacdo conduzida por
Costa'® verificou uma alta taxa de criancas menores
de 5 anos de idade com infeccdo respiratéria aguda
causada por HRY, e o estudo realizado por Seo et
al?’, no ano de 2014, detectou a presenca do virus

em adultos hospitalizados com infecgdo respiratéria
aguda (IRA).
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Figura 2 — Distribuicdo mensal das amostras positivas do HRV
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Figura 3 — Andlise filogenética das cepas de HRV detectadas em Belém, Estado do Pard, Brasil, e cepas de outras partes do mundo

Quanto a distribuicdo mensal do HRV em Belém,
durante o periodo estudado, foi verificada a maior
circulacéo desses agentes nos meses de maio e junho,
assim como visto para outros virus respiratérios, como
influenza, metapneumovirus e virus respiratério sincicial;
a circulagdo do HRV ocorreu predominantemente
no primeiro semestre do ano, o qual costuma estar
associado ao perfodo de maior pluviosidade na
regi@o??. Em investigacdes realizadas ao redor do
mundo, o HRV, assim como os demais agentes virais
causadores de IRA, tem seu pico de atividade associado
principalmente aos meses mais frios do ano”2223:24,

Estudos com base na variabilidade genética do HRV
permitiram identificar as trés espécies desse agente
que hoje circulam no mundo, bem como os distintos
sorotfipos presentes em cada espécie*?22526:27,

A caracterizacdo genética realizada neste estudo,
acinda que em um nUmero reduzido de amostras,
evidenciou a circulacéo das espécies A e C de HRV em
Belém no perfodo analisado, com distintos sorotipos
em cada espécie. Esses achados corroboram os de
outros autores, os quais demonstraram uma  maior
ocorréncia das espécies HRV-A e HRV-C, principalmente
em pacientes com quadros mais graves de infeccdo
respiratéria’ 2122,

Investigagdes realizadas nos anos de 2008 e
2009 no Japdo’ e, entre os anos de 2009 a 2012,
na China?', demonstraram dados semelhantes aos
do presente estudo, evidenciando também a maior
ocorréncia das espécies HRV-A e HRV-C; assim
como, neste trabalho, também ndo foi demonstrada a
circulacdo de HRV-B.

Rev Pan-Amaz Saude 2016; 7 nim esp:159-165
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No Brasil, estudo conduzido em distintas
populacées, no Estado de S&o Paulo, demonstrou a
circulacdo das trés diferentes espécies de HRV, sendo
a espécie HRV-A a mais prevalente, analogamente ao
encontrado nesta investigag@o?®.

Quanto & deteccdo de EV-D68 em uma das
amostras analisadas, tal fato jd havia sido descrito por
outros autores que utilizaram a mesma metodologia
de deteccdo abordada'®?®. O EV-D68 é um virus
detectado esporadicamente em casos de infeccdo
respiratéria, sendo que a maioria deles se apresenta
de forma grave, principalmente em criancas menores
de 5 anos de idade?®. Esse agente foi detectado
recenfemente em surfos de doenca respiratéria nos
Estados Unidos®'.
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