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RESUMO

OBIJETIVO: Realizar a deteccao e caracterizacdo das cepas de virus respiratério sincicial humano (VRSH), nos casos de
infeccdo respiratéria aguda (IRA), circulantes nos estados brasileiros do Acre, Amapd, Amazonas, Pard e Roraima, no
ano de 2015. MATERIAIS E METODOS: Foram coletadas 1.082 amostras de aspirado de nasofaringe e swab combinado
narina e garganta de pacientes de diferentes géneros e faixas etdrias com IRA e submetidas & gRT-PCR para VRSH. As
amostras positivas foram inoculadas em cultura celular HEP-2 e as que apresentaram efeito citopdtico foram submetidas
a trés etapas: extracdo do RNA viral, amplificacéo do gene G pela RT-PCR e sequenciamento genético. RESULTADOS:
Das 1.082 amostras, 57 (5,3%) foram positivas para VRSH, sendo 38 (66,7%) de pacientes de O a 4 anos de idade. A
circulacéo predominou entre marco e julho, perfodo de transicdo climdtica na RegiGo. Apenas no Acre, Amazonas e
Paré foram detectadas amostras positivas, 15 (26,3%), 23 (40,4%) e 19 (33,3%), respectivamente. O efeito citopdtico
foi avaliado em 45 (78,9%) amostras, nas quais foram identificados os subgrupos: 40 (88,9%) do VRSH-B com gendtipo
BA e cinco (11,1%) do VRSH-A do genétipo ONT. CONCLUSAQO: Este estudo revelou uma taxa de infeccdo viral
relevante em criancas de O a 4 anos de idade. A circulacéo viral ocorreu no Acre, Amazonas e Pard durante o periodo
de mudanca climdtica. Foi notéria a ocorréncia dos gendtipos BA e ON1, sendo a primeira vez que se comprova a
circulagdo do ONT no Paré.

Palavras-chave: Virus Sinciciais Respiratérios; Pesquisa sobre Servicos de Sadde; Biologia Molecular; Genétipo.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To detect and characterize the Human respiratory syncytial virus (HRSV) strains in cases of severe acute
respiratory infection (SARI) circulating in Brazilian States of Acre, Amapd, Amazonas, Pard, and Roraima in 2015.
MATERIALS AND METHODS: A total of 1,082 samples of nasopharyngeal aspirate and combined nasal-throat swabs of
patients of different sex and age groups with SARI and submitted to qRT-PCR for HRSV. Positive samples were inoculated
in HEP-2 cell cultures and those presenting cytopathic effect were submitted to three steps: extraction of RNA viral load,
G-gene amplification by RT-PCR and genetic sequencing. RESULTS: Of 1,082 samples, 57 (5.3%) were positive for HRSY,
38 (66.7%) were from patients from O to 4 years old. Viral circulation predominated between March and July, period
of climate changes in the Region. Only in Acre, Amazonas, and Pard positive samples were detected, 15 (26.3%), 23
(40.4%), and 19 (33.3%), respectively. The cytopathic effect was evaluated in 45 (78.9%) samples with the following viral
subgroups: 40 (88.9%) of HRSV-B with BA genotype, and five (11.1%) of RSV-A of ON1 genotype. CONCLUSION: This
study showed a relevant viral infection rate in children O to 4 years old. Viral circulation occurred in Acre, Amazonas, and
Pard during the climatic changes period. The circulation of the genotypes BA and ONT was significant, and the first time
that the circulation of ON1 in Pard State was confirmed.
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INTRODUCAO

Mostrando um grande espectro de manifestacées
clinicas, as infeccées respiratérias sdo conhecidas por
causar altas taxas de morbidade, gerando o aumento
da demanda ambulatorial e em casos mais graves,
internacées hospitalares'2.

A infeccdo respiratéria aguda (IRA) é conhecida
como a manifestacdo mais frequente entre as doencas
do trato respiratério e é causada expressivamente por
agentes virais, principalmente pelo virus influenza e
o virus respiratério sincicial humano (VRSH)3. Assim,
o VRSH ¢é responsavel por aproximadamente 15 a
40% dos casos pedidtricos de pneumonia/bronquiolite
relatados®.

O VRSH é um virus pleomériico, envelopado, com
genoma ndo segmentado de RNA de cadeia simples,
de polaridade negativa, com aproximadamente
15.200 nucleotideos que codificam 11 proteinas®.
Esse virus pertence & ordem Mononegavirales,
familia  Pneumoviridae, género  Orthopneumovirus.
Considerando a regido hipervaridvel 2 da glicoproteina
G¢, o VRSH ¢ classificado em dois subgrupos (VRSH-A
e VRSH-B). At¢ o presente momento, foram descritos
14 gendtipos de VRSH-A, incluindo GAT-GA77, SAATE,
NAT-NA2?, ON1'0, CB-A"", NA3 e NA4?2, e 25
gendtipos para VRSH-B, classificados em GB1-GB5'3'4,
SAB1-SAB4815, URU1 URU2'¢, BA1-BA12'718, CB1 e
BA-C'?.

A variabilidade genética e antigénica entre os
subgrupos, bem como entre as cepas do mesmo
subgrupo, é mais enfatizada na glicoproteina G?9?',
com divergéncia na sequéncia aminoacidica que
pode atingir 47% entre os subgrupos'. A evolucéo
antigénica da glicoproteina G causa reinfecgdes
pelo VRSH e cria inferesse substancial em diferentes
estudos'822.23,

A presente investigagGo objetivou avaliar os
aspectos epidemiolégicos e moleculares relacionados &
circulacéo de cepas do VRSH associadas a casos de IRA
em cinco Estados da Amazénia brasileira, no periodo
de janeiro a dezembro de 2015.

MATERIAIS E METODOS
AMOSTRAS CLINICAS

Este estudo foi realizado com 1.082 espécimes
clinicos pertencentes a individuos de ambos os géneros,
de diferentes idades e diagnosticados clinicamente
com IRA. Dessas amostras, 424 (39,2%) pertenciam
a criancas de O a 4 anos de idade, 156 (14,4%) a
criangas de 5 a 14 anos, 90 (8,3%) a jovens de 15 a
24 anos, 278 (25,7%) a adultos de 25 a 59 anos e
134 (12,4%) a idosos com idade igual ou superior a
60 anos.

Todos os pacientes foram atendidos
ambulatoriamente em unidades de sadde localizadas
nos Estados da Amazénia brasileira (Acre, Amapd,
Amazonas, Pard e Roraima), de janeiro a dezembro
de 2015. Nesse cendrio, 370 (34,2%) amostras foram
oriundas do Acre, 170 (15,7%) do Amazonas, 496

(45,9%) do Pard, 36 (3,3%) de Roraima e 10 (0,9%) do
Amapd.

A coleta do espécime clinico foi realizada em
pacientes com diagndstico clinico de IRA, mediante
aspirado  de nasofaringe, utilizando bomba a
vécuo acoplada a um tubo coletor contendo meio
de transporte (Hanks e gelatina a 0,5%) ou swab
combinado narina e garganta. Posteriormente as
amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Virus Respiratérios do Instituto Evandro Chagas, sob
refrigeracéo (4 °C).

EXTRACAO DO RNA VIRAL (RNAV)

O RNAv foi extraido dos amostras de secrecdo
respiratéria  dos pacientes investigados utilizando o
kit comercial QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN,
Rendnia do Norte-Vestfdlia, Alemanha), seguindo as
instrucdes do fabricante. O RNA eluido foi armazenado
a -70 °C ou imediatamente usado para reacéo da
transcriptase reversa, seguida da reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (qRT-PCR).

DETECCAO DO GENOMA VIRAL

A deteccdo do genoma viral foi realizada por
gRT-PCR usando o kit comercial SuperScript [II™
One-stepgRT-PCR  with Platinum Taq® (Invitrogen Life
Technologies, Califérnia, EUA) para um volume final
de 25 pl, com 5 pL de RNAv, Master Mix PCR 2X,
SuperScript™ Il RT/Platinum® TagMix, iniciadores, a 40
nM (VRSH senso: 5' GCT CTT AGC AAA GTC AAG
TTR AAT GAT ACA 3'; VRSH antissenso: 5" GTT TTT
GCA CAT CAT AAT TRG GAG T) e sonda a 10 nM
(5" CTG TCA TCY AGC AAA TAC ACT AT 3') marcado
com corante reporfer de  6-carboxi-fluoresceina
(FAM) e corante  de  quimioterapia  com
6-carboxi-tetframetil-rodamina  (TAMRA). A reacdo de
amplificacéo foi realizada primeiro por uma transcricéo
reversa a 48 °C em 30 min, seguindo a ativacdo da
Taq polimerase a 95 °C em 10 min e a amplificagéo
pela PCR composta por 45 ciclos de 95 °C por 15 s
e 60 °C por 1 min, sendo o protocolo fornecido pelo
Centers for Diasease Control and Prevention?.

PROPAGACAO VIRAL EM CULTURA CELULAR

As amostras clinicas positivas para VRSH por
gRT-PCR foram submetidas ao cultivo viral na linhagem
de células HEp-2 (carcinoma epidermoide da laringe
humana) durante um periodo de observacdo de
12 dias. Nas amostras que apresentaram efeitos
citopdticos, a coleta do sobrenadante foi realizada para
a realizacdo da caracterizacdo molecular.

AMPLIFICACAO DO GENE G

Para a caracterizacdo genética do VRSH, uma
amplificagdo do gene responsdvel para codificar
a glicoproteina G foi feita a partir do RNA viral
extraido do sobrenadante da cultura celular infectada,
utilizando a técnica RT-PCR em um Unico tubo com o
kit comercial SuperScriptTM!" One-Step RT-PCR Platinum
Tag HiFi (Invitrogen Thermo Scientific, Califérnia, EUA)
e iniciadores especificos para o gene G do VRSH-A

(VRSH-A senso: 5'GCA AAC ATG TCC AAA AAC



AAG 3'; VRSH-A antissenso: 5'GTT ATG ACA CTG
GTA TAC CAA CC 3) para a amplificacdo de 1131
pb e VRSH-B (VRSH-B senso: 5GCA ACC ATG TCC
AAA CAC AAG 3'; VRSH-B antissenso: 5'GTT ATG
ACA CTG GTA TAC CAA CC 3) para a amplificacéo
de 1116 pb, obedecendo as seguintes condicdes de
ciclagem térmica: 94 °C por 5 min, seguido de 40
ciclos compostos por 94 °C em 40 s, 49 °C por 2 min,
72 °C durante 1 min e uma extenséo final a 72 °C por
7 min. Os produtos amplificados foram visualizados em
gel de agarose?.

SEQUENCIAMENTO DO GENE G

Para as amostras que exibiram amplificacdo
para o gene G, a purificacdo do produto RT-PCR foi
realizada com o kit comercial QlAquick PCR Purification
(QIAGEN, Maryland, EUA) seguindo as instrucées do
fabricante. O produto purificado foi quantificado para
determinar a concentracéo de DNA e depois utilizado
na reagdo de sequenciamento com o kit Big Dye®
terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystem,
Life Technologies, Califérnia, EUA). Posteriormente,
as amostras foram submetidas & precipitagdo com
isopropanol e etanol para remover o excesso de
bases marcadas néo incorporadas na reacdo. Apds a
precipitacdo, os espécimes foram novamente suspensos
em formamida altamente deionizada e submetidos &

eletroforese por sequenciamento automatizado ABIPrism
3130x! (Applied Biosystem, Foster City, EUA).

ANALAISE DA SEQUENCIA DE NUCLEQTIDIOS E
INFERENCIAS FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas do gene G foram
montadas usando o software CAP3?, alinhadas com
MAFFT v7.221% e editado com o Geneious v8.1.7
Bioinformatics Suite?® e comparado com sequéncias de
outros virus isolados e disponiveis no banco de genes
GenBank, do programa BLAST?.

A andlise filogenética foi realizada em trés etapas.
Primeiramente, foi usado o programa IQ-TREE v1.3.2%
para escolher o modelo evolutivo mais apropriado
para a realizacdo da andlise mais semelhante.
Posteriormente, a reconstrucdo filogenética foi feita

no mesmo software IQ-TREE*C. Também foi realizado
o teste de confiabilidade né&o paramétrico com 100
cépias pelo método bootstrap e, por fim, o software
Fig Tree v1.4.2%' foi usado para a edicdo da drvore
filogenética gerada.

NUMEROS DE ADESAO DE SEQUENCIA NUCLEOTIDICA

Os ndmeros de acesso GenBank das sequéncios de
nucleotideos obtidas no presente estudo sdo MF384372
a MF384416 para o gene G.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise de residuos, pelo teste qui-quadrado, foi
realizada para avaliar a diferenca entre as frequéncias
das infeccées por VRSH e a faixa etdria, utilizando
o software BioEstat v5.0. O resultado p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante.

APROVACAO NO COMITE DE ETICA

A presente investigacdo seguiu todas as orientacdes
contidas na Resolucdo CNS n° 466/2012 do Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do Instituto Evandro Chagas, em 4 de abril de 2016,
sob o parecer nimero 1.476.113.

RESULTADOS

Foram analisados 1.082 espécimes clinicos de
pacientes com diagndstico clinico de IRA. Desse total,
57 (5,3%) foram positivos para VRSH pelo gRT-PCR, dos
quais 45 (78,9%) apresentaram efeito citopdtico.

Considerando a distribuicdo das amostras positivas
por faixa etdria, a frequéncia de infeccdo por VRSH
foi mais expressiva em criancas menores de 4 anos de
idade, 38 (66,7%) amostras, resultado estatisticamente
significativo (p < 0,01), e nas faixas etérias de 5 a
14 anos de idade com cinco (8,8%) amostras e de
15 a 24 anos com trés (5,2%) ndo foi encontrada
significancia estatistica (p > 0,05). Enquanto que
nas faixas etdrias de 25 a 59 anos de idade, com
nove (15,8%) amostras e idades iguais ou maiores
de 60 anos, com duas (3,5%), a frequéncia foi
estatisticamente significativa (p < 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo, por faixa etdria, das amostras analisadas para VRSH de pacientes com diagnéstico clinico de
IRA atendidos em unidades de satdde dos estados do Acre, Amapd, Amazonas, Pard e Roraima, de janeiro

a dezembro de 2015

Faixa efdria Positivas Negativas .

(anos) N % N % P
0-4 38 66,7 386 37,7 p < 0,01
5-14 5 8,8 151 14,7 p > 0,05
15-24 3 5,2 87 8,5 p > 0,05
25-59 9 15,8 269 26,2 p < 0,05
= 60 2 3,5 132 12,9 p < 0,05

Total 57 100,0 1.025 100,0

* Valor de p na andlise de residuos por teste de qui-quadrado.
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Na distribuicdo entre os Estados, no que se refere &
faixa etéria, é possivel observar uma maior frequéncia
de IRA diagnosticada clinicamente em criancas de
0 a 4 anos de idade (424/1.082), sendo o Pard com
152 (30,6%) amostras, o Acre com 152 (41,1%) e o
Amazonas com 100 (58,8%); um grande contraste
quando comparado com 17 (47,2%) amostras de
Roraima e 3 (30,0%) do Amapd (Tabela 2).

Entre as 57 amostras positivas para VRSH, foi
possivel determinar os subgrupos virais em 45 (78,9%)
amostras, sendo que em 12 (21,1%) amostras néo
houve a amplificacdo do material genético, ou seja,
ndo foi evidenciado banda de interesse. Dessas 45,
cinco (11,1%) pertenciam ao subgrupo VRSH-A e 40
(88,9%) ao subgrupo VRSH-B.

A caracterizacdo do subgrupo viral mostrou que
todas as amostras do subgrupo B pertenciam ao
gendtipo de Buenos Aires (BA), sendo 37 (92,5%) da
linhagem BA9 e trés (7,5%) da linhagem BA10. As
cinco (100,0%) amostras do subgrupo A pertenciam ao
gendtipo de Ontério (ON1) (Figura 1).

As frequéncias dos gendtipos virais identificados
foram predominantemente observadas no Amazonas,
Acre e Pard. No que se refere & distribuicGo das
amostras  positivas  (57/1.082) para o  VRSH,
observou-se que 15 (26,3%) eram do Acre, 23 (40,4%)
do Amazonas e 19 (33,3%) do Pard, néo havendo
casos positivos em Roraima e Amapd (Tabela 3).

Quanto ao perfil de circulagdo do VRSH, no periodo
de janeiro a dezembro de 2015, a maior frequéncia de
todos os casos ocorreu entre os meses de marco a julho
(Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo mensal dos casos positivos para
VRSH de pacientes com diagnéstico clinico
de IRA atendidos em unidades de satdde dos
estados do Acre, Amapd, Amazonas, Paré e
Roraima, de janeiro a dezembro de 2015

Positividade
Més

N %
Janeiro 2 3,5
Fevereiro - -
Marco 9 15,8
Abril 11 19,3
Maio 20 35,1
Junho 7 12,3
Julho 6 10,5
Agosto 2 3,5
Setembro - _
Outubro - _
Novembro - -
Dezembro - -
Total 57 100,0

Sinal convencional ufilizado: — Dado numérico igual a zero, ndo

resultante de arredondamento.

Tabela 2 — Frequéncia de distribuico dos casos de IRA, por idade, de pacientes atendidos em unidades de satde dos
estados do Acre, Amapd, Amazonas, Pard e Roraima, de janeiro a dezembro de 2015

_ . Estados
FOIE(;n(e):;”O Acre Amapd Amazonas Paré Roraima Total
N % N % N % N % N % N %

0-4 152 41,1 3 30,0 100 58,8 152 30,6 17 47,2 424 39,2
5-14 54 14,6 4 40,0 19 11,2 76 15,3 3 8,3 156 14,4
15-24 31 8,4 - - 11 6,5 46 9,3 2 5,6 90 8,3
25-59 83 22,4 - - 18 10,6 166 33,5 11 30,6 278 25,7
= 60 50 13,5 3 30,0 22 12,9 56 11,3 3 8,3 134 12,4
Total 370  100,0 10 100,0 170 100,0 496 100,0 36 100,0 1.082 100,0

Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.

Tabela 3 - Frequéncia de subgrupos e gendtipos de VRSH em amostras de pacientes atendidos em unidades de sadde
de trés estados da Regi@o Amazénica brasileira, de janeiro a dezembro de 2015

Subgrupos / Genétipos

Nao genotipadas Total
Estados VRSH-B/BA9 VRSH-B/BA10 VRSH-A/ONI1
N % N % N % N % N %
Pard 7 19,0 - - 5 100,0 7 58,3 19 33,3
Amazonas 16 43,2 3 100,0 - — 4 33,3 23 40,4
Acre 14 37,8 - - - — 1 8,4 15 26,3
Total 37 100,0 3 100,0 5 100,0 12 100,0 57 100,0

Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero, néo resultante de arredondamento.
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Figura 1 — Arvore filogenética da sequéncia completa do gene que codifica a glicoproteina G do VRSH dos subgrupos A e B
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DISCUSSAO

Na presente pesquisa, predominou a infeccdo por
casos de VRSH em criancas de O a 4 anos de idade
(p < 0,01), fato comumente relatado e que se deve,
entre outros fatores, & suscetibilidade imunolégica
encontrada em criancas pequenas'®?2:%2,

Durante a investigacdo, o VRSH néo foi detectado
no Amapd e em Roraima. Uma justificativa para esse
resultado é que, nesses Estados, o tamanho amostral de
espécimes clinicos de criancas de O a 4 anos de idade
foi expressivamente reduzido quando comparado aos
demais, sendo que essa faixa etdria é a mais afetada
pelas infeccoes por VRSH. Em contraste, as amostras
clinicas obtidas no Amazonas, Pard e Acre, que, além
de terem sido obtidas em maior quantidade, eram
predominantemente de individuos de zero a quatro
anos de idade.

A maior circulacéo viral ocorreu do 3° ao 7° més
do ano de 2015, periodo de transicdo climética na
regiGo. Qutros estudos mostram que, durante esse
perfiodo, hd um maior indice de infeccdes pelo VRSH,
como os realizados no Brasil*®%* e em outros paises de
clima tropical, como a Colémbia®.

Desde o surgimento do gendtipo de BA, em 1999,
com circulacdo expressiva global, caracteristica que
persiste até hoje, essa cepa é predominante em relagéo
aos outros gendtipos do subgrupo B. Acredita-se que
isso ocorra devido & duplicagdo de 60 nucleotideos
na porcdo C-terminal, o que acumula mutacées,
fato que pode favorecer a infectividade do VRSH
e explicar a circulacdo expressiva desse gendtipo
no mundo®:37:38,

Este estudo é o primeiro a detectar a circulagdo
do gendtipo ONT no estado do Pard. Esse gendtipo
viral tem como caracteristica principal a duplicagdo
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de 72 nucleotideos na regido C-terminal da
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alteracées genéticas e assim explicar a expanséo global
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CONCLUSAO
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