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Resumo

A gastroenterite estd entre as principais causas de morte em criangas menores de cinco anos em todo o mundo.
Rotavirus, calicivirus, adenovirus entérico e astrovirus estdo entre os principais agentes etioldgicos virais envolvidos,
entretanto, em aproximadamente 40% dos casos, 0 agente causador é desconhecido. Estudos recentes relataram o
bocavirus humano (HBoV) como uma possivel causa de gastroenterite aguda. Este estudo teve como objetivo
investigar os genotipos do HBoV em amostras fecais de recém-nascidos internados em Belém do Pard em 2011.
Trata-se de um estudo transversal, retrospectivo, descritivo, em que os dados foram analisados por PCR em tempo
real. Em 100 amostras fecais de neonatos (criancas de 0 a 28 dias), 0 HBoV foi detectado em 20% das amostras, com
maiores taxas de deteccdo no sexo feminino. Os maiores picos ocorreram em periodos com menores registros
pluviométricos, sendo o gendtipo HBoV1 o Gnico detectado. A coinfeccgdo foi identificada entre HBoV e rotavirus A
em 10% dos casos. O presente estudo € pioneiro, pois relata a deteccdo desse agente viral exclusivamente em
neonatos. Estudos adicionais serdo necessarios para elucidar o papel deste virus em infec¢Bes gastrointestinais em
criancas com idade inferior a 28 dias.

Palavras-chave: Bocavirus humano; Pacientes internados; Recém-nascido.

Abstract

Gastroenteritis is among the leading causes of death in children under five worldwide. Rotavirus, calicivirus, enteric
adenovirus and astrovirus are among the main viral etiological agents involved, however, in approximately 40% of
cases, the causative agent is unknown. Recent studies have reported human bocavirus (HBoV) as a possible cause of
acute gastroenteritis. This study aimed to investigate the HBoV genotypes in fecal samples of newborns hospitalized
in Belém do Para in 2011. This is a cross-sectional, retrospective, descriptive study, in which data were analyzed by
real-time PCR. In 100 fecal samples from neonates (children aged 0 to 28 days), HBoV was detected in 20% of the
samples, with higher detection rates in females. The highest peaks occurred in periods with lower rainfall records,
with the HBoV1 genotype being the only one detected. Co-infection was identified between HBoV and rotavirus A in
10% of cases. The present study is a pioneer, as it reports the detection of this viral agent exclusively in neonates.
Additional studies will be needed to elucidate the role of this virus in gastrointestinal infections in children aged less
than 28 days.
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Resumen

La gastroenteritis es una de las principales causas de muerte en nifios menores de cinco afios en todo el mundo.
Rotavirus, calicivirus, adenovirus entéricos y astrovirus se encuentran entre los principales agentes etioldgicos virales
involucrados, sin embargo, en aproximadamente el 40% de los casos, se desconoce el agente causal. Estudios
recientes han informado que el bocavirus humano (HBoV) es una posible causa de gastroenteritis aguda. Este estudio
tuvo como objetivo investigar los genotipos de HBoV en muestras fecales de recién nacidos hospitalizados en Belém
do Para en 2011. Se trata de un estudio transversal, retrospectivo, descriptivo, en el que los datos fueron analizados
por PCR en tiempo real. En 100 muestras fecales de neonatos (nifios de 0 a 28 dias de edad), se detectd HBoV en el
20% de las muestras, con tasas de deteccion mas altas en mujeres. Los picos mas altos ocurrieron en periodos con
registros de menor precipitacion, siendo el genotipo HBoV1 el nico detectado. Se identificé coinfeccion entre HBoV
y rotavirus A en el 10% de los casos. El presente estudio es pionero, pues reporta la deteccion de este agente viral
exclusivamente en neonatos. Se necesitaran estudios adicionales para dilucidar el papel de este virus en las
infecciones gastrointestinales en nifios menores de 28 dias.

Palabras clave: Bocavirus humano; Pacientes hospitalizados; Recién nacido.

1. Introducéo

A gastroenterite aguda (GA) é uma doenca tratavel e evitavel, contudo é a principal causa de desnutri¢do e a sexta
principal causa de morte em criangas menores de 5 anos de idade no mundo. As estimativas globais de mortalidade por diarreia
em menores de 5 anos no ano de 2017 apontam que ocorreram cerca de 6 mil mortes por diarreia, sendo que aproximadamente
495 dbitos incidiram em criangas de 0 a 27 dias (WHO, 2018).

As taxas de mortalidade por diarreia no Brasil no ano de 2019, em criangas menores de 4 anos de idade, mostram que
h& maior vulnerabilidade em menores de 1 ano de idade, ocorrendo maior nimero de 6bitos na regido Nordeste, seguida das
regides Norte e Sudeste. De acordo com os dados das estatisticas vitais, no referido ano foram notificados no territério nacional
13.356 mil internagBes hospitalares por diarreia e gastroenterite de origem infecciosa presumivel em criangas menores de 1 ano
e 273 Bbitos. Das internacdes, 1.988 ocorreram no estado do Pard, sendo 503 referentes ao municipio de Belém, 21 dbitos no
estado, com maior prevaléncia 42,85% na capital (Brasil, 2021).

A diarreia é definida como a ocorréncia de 3 ou mais evacuagdes amolecidas ou liquidas no periodo de 24 horas e é
classificada como: diarreia aguda aquosa, quando tem durabilidade de até 14 dias; disenteria, caracterizada pela presenca de
sangue nas fezes; e diarreia persistente, quando prevalece por mais de 14 dias (Morais et al., 2017). E uma das manifestacdes
clinicas da GA, que é um termo utilizado quando diversos patdgenos causam infeccdo no trato gastrointestinal (TGI),
desencadeando alteracBes nas fungfes intestinais, e pode estar associada a nduseas, vomito e dor abdominal (Carvalho,
Gabbay, Siqueira, Linhares, & Parente, 2014; Lima, R. M; Dias, 2010).

A GA é uma sindrome que tem como principais agentes etioldgicos bactérias, parasitos e virus, 0s quais geralmente
sdo transmitidos de forma direta (de pessoa a pessoa, através das maos contaminadas) ou de forma indireta (pela ingestdo de
agua e alimentos contaminados ou contato com objetos contaminados) (Brasil, 2019). Os principais virus envolvidos séo:
rotavirus, calicivirus, adenovirus entéricos e astrovirus, no entanto, em cerca de 40% dos casos ndo se conhece 0 agente
etioldgico envolvido, todavia estudos recentes tém relatado a associagdo do bocavirus humano (HBoV) como agente causador
de GA (Campos et al., 2016; De et al., 2017; Khamrin et al., 2012; Lasure & Gopalkrishna, 2017).

O HBoV pertence a familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género Bocaparvovirus. E um parvovirus descrito
pela primeira vez em 2005, sendo identificado em amostras do trato respiratério (TR) de criangas com doengas respiratorias
(Allander et al., 2005). Apesar de sua identificacdo ser predominante em amostras respiratorias, também foi encontrado em
amostras fecais de estudos realizados em diversas partes do mundo (Alam et al., 2015; Albuquerque et al., 2007; Arthur et al.,
2009; Chhabra et al., 2013; La Rosa et al., 2016; Lasure & Gopalkrishna, 2017; Nora-Krukle et al., 2018; Paloniemi et al.,
2014; Proenca-Modena et al., 2013; Vicente et al., 2007; Zhou et al., 2017).

O HBoV foi relatado como patégeno humano em 2005, entretanto a sua relacdo com a GA ndo é bem esclarecida
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(Allander et al., 2005; Lasure & Gopalkrishna, 2017). No entanto, tem sido detectado com bastante frequéncia em paciente
com esta doenca, principalmente em criancas entre 6 a 24 meses, sugerindo que este virus possa ser um agente etioldgico de
GA (Campos et al., 2016). Considerando-se que uma quantidade significativa de casos de Doencas Diarreicas Aguda (DDA)
continua sem etiologia definida, estudos que investigam agentes patogénicos emergentes para GA, tal como HBoV, séo de
extrema relevancia, pois dessa forma pode-se verificar a relagdo deste virus com a GA e identificar o padrdo de circulagdo do
virus. Além do mais, investigagdes de novos patdgenos causadores de GA em criangas menores de 5 anos é extremamente
importante, visto que mesmo apos a introducdo da vacina contra o rotavirus humano (RV) ainda existem muitos casos de

doencas diarreicas.

2. Metodologia

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana do Instituto Evandro Chagas (IEC), sob parecer
de nimero 3.987.053/2020, CAAE: 7003519.0.0000.0019. Foi dispensado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
visto que a presente pesquisa esta vinculada a outro estudo visando a detec¢do e caracterizagdo molecular de rotavirus A
(RVA), o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana do IEC, sob parecer de nimero 0046/2011, CAAE:
0015.0.072.000-11.

Trata-se de um estudo transversal, retrospectivo, descritivo. De acordo com Hochman, Nahas, Oliveira Filho, &
Ferreira (2005), os estudos transversais analisam dados ou fenémenos que ocorreram ao longo de um determinado periodo e o0s
casos sdo representados simplesmente pela presenca do fator investigado. Ainda segundo os autores, estudos retrospectivos
analisam fatos ou doencas que j& ocorreram em um determinado periodo e quando descrevem a caracterizagdo dos aspectos de
da doenca e sua distribuicdo no tempo apresentam perfil epidemioldgico de estudo descritivo.

Esta pesquisa caracteriza-se como retrospectiva, visto que utilizou-se amostras fecais do Acervo Bioldgico da Secéao
de Virologia do IEC, as quais foram coletadas no periodo de janeiro a dezembro de 2011 por meio de uma vigilancia para
investigacdo de rotavirus em neonatos sem quadro diarreico, internados na ala de Neonatologia em um hospital referéncia na
atencdo a gestante de alto risco e ao recém-nascido. Estas amostras fecais foram armazenadas em freezer a -20°C para
conservacao e posteriormente enviadas para a Secdo de Virologia, Laborat6rio de Rotavirus do IEC e foram testadas em outros
estudos para investigacdo de RVA, astrovirus e norovirus (Hernandez et al., 2012; Neri, 2012).

Foram resguardados todos os procedimentos éticos, conforme a Resolugdo N°466/2012 do Conselho Nacional de
Salde, do Ministério da Salde (Brasil, 2012), e do total de 112 espécimes coletado foram utilizado somente 100 de acordo
com os seguintes critérios: amostras fecais de neonatos (0-28 dias) que encontravam-se em quantidade suficiente para
realizacdo da suspenséo fecal ou que j& estavam na forma de suspensao fecal.

Apo0s essa triagem as suspensfes fecais foram preparadas a 10% em tampdo Tris-Ca+ 0,01M pH 7,2 visando a
extracdo do DNA viral. O genoma viral foi extraido conforme o método descrito por Boom et al. (1990), sendo utilizada agua
pura como controle negativo, amostras sabidamente positivas como controle positivo e adotadas medidas de controle para
evitar contaminacdo das amostras durante todo o processo, como: realizacdo dos procedimentos em Cabine de Seguranca
Bioldgica, higienizacdo da cabine e das micropipetas com alcool etilico a 70% antes e apds 0 uso e esterilizada por acdo de luz
UV (ultra violeta) por aproximadamente 15 minutos, abridor de microtubos, ponteiras estéreis com filtro, higienizagdo das
maos e troca de luva sempre que necessario.

Para deteccdo do HBoV foi empregada a técnica de PCR em tempo real (QPCR) segundo o procedimento descrito por
Ligozzi, Diani, Lissandrini, Mainardi, & Gibellini (2017), utilizando-se os seguintes iniciadores que detectam 0s quatro tipos
de HBoV e amplificam um fragmento de 69 pares de bases do gene NS1: HBoVIF 5’-CTGCTGCACTTCCTGATTCAAT-3’
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(93-114 nt); HBoVIR 5’-GGAGCTTCTTCCAGAGATGTTC-3’ (139-161 nt); HBoV2/3/4F 5’-
ATGCACTTCCGCATYTCGTC-3” (93-115 nt); HBoV2/3/4R: 5’-GGAGCTCTTYCCAGAGATGTTC-3* (139-161 nt) e
HBoV-Sonda 5’-ACTGCATCCGGTCTC-3" (118-132 nt).

Tal procedimento ocorreu com a utilizacdo dos seguintes reagentes: 20 pL de H20 livre RNAse/DNAse q.s.p., 10 pL
de GoTag® Probe qPCR Master Mix (2X), 0,5 uL de HBoV1F, HBoV1R, HBoV2/3/4F, HBoV2/3/4R (900 nM) (cada), 0,5
pL de HBoV-Sonda (250 nM) e 3 pL da amostra. Posteriormente essa mistura foi processada em sistema de detecgdo 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) nas seguintes condices: 1 ciclo de 50°C por 2 minutos; 1 ciclo de 95°C
por 10 minutos; 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 58°C por 60 segundos, utilizando kit comercial GoTag® Probe gPCR
Master Mix, 2X (Promega, USA). Amostras com valores Ct menores de 40 foram consideradas positivas, assim como no
estudo de Ligozzi et al. (2017).

Para descricdo dos genotipos os espécimes fecais, considerados positivos pela gPCR, foram testados pela PCR
seguida de Nested-PCR visando a amplificagdo parcial do gene VP1, por meio da utilizacdo dos seguintes iniciadores que
detectam os quatro genétipos do HBoV e amplificam 612 e 576 pares de bases respectivamente, de acordo com o protocolo
descrito por Kapoor et al. (2010): Pan-Boca F1-CGCCGTGGCTCCTGCTCT (267-284 nt); Pan-Boca R1-
TGTTCGCCATCACAAAAGATGTG (856-878 nt) na primeira amplificacdo; Pan-Boca F2 -
GGCTCCTGCTCTAGGAAATAAAGAG (275-297 nt) e Pan-Boca R2 -CCTGCTGTTAGGTCGTTGTTG TATGT (826-850
nt) na segunda amplificagéo.

Para realizacdo da PCR foi realizada uma mistura com os seguintes reagentes: 3 pL de DNA, 1 pL de dNTP (10mM)
(mistura dos quatro desoxirribonucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 2,5 uL de Tampédo 10X, 0,75 uL de
MgCI2 (50mM); 0,5 uL de Pan-Boca F1 (20puM); 0,5 pL de Pan-Boca R1 (20puM); 0,5 pL de TaQ DNA polimerase 5U/ pL e
16,25 pL de H20 livre RNAse/DNAse q.s.p. Posteriormente, 3 puL. do produto da extragdo foi adicionado a essa mistura e este
material foi levado ao termociclador sob as seguintes condi¢des: 10 ciclos de 95°C por 35 segundos; 58°C por 1 minuto; 72°C
por 1 minuto; 30 ciclos de 95°C por 30 segundos; 54°C por 45 segundos; 72°C por 45 segundos e finalizando com 1 ciclo de
72°C por 10 minutos (Kapoor et al., 2010).

Apos esta etapa foi realizada uma Nested-PCR, onde 1 pL do DNA obtido na primeira amplificagio foi adicionado a
uma segunda mistura, com os seguintes reagentes, sob as mesmas condi¢fes empregadas na primeira amplificacdo: 1 pL de
dNTP (10mM); 2,5 pL de Tampéo 10X; 0,75 pL de MgCI2 (50mM); 0,5 uL de Pan-Boca F1 (20uM); 0,5 pL de Pan-Boca R1
(20uM); 0,5 pL de TaQ DNA polimerase 5U/ pL e 18,25 uL de H20 livre RNAse/DNAse g.s.p.

Ap0s foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em Tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE 1X), conforme o
protocolo de Herring, Inglis, Ojeh, Snodgrass, & Menzies (1982). Ap6s a polimerizacdo foram aplicados 8 pL dos produtos
obtidos na Nested-PCR juntamente com 2 puL de corante Blue Green Loading Dye |. Este corante foi aplicado na mesma
proporcdo com 2 pL do marcador de peso molecular (PM) de 123 pb, diluido em 6 pL de TBE. Posteriormente foi adicionado
o0 tampao de corrida (TBE1X) na cuba de eletroforese horizontal até cobrir o gel, sendo executada a corrida na voltagem de
120 V e corrente elétrica de 400 mA, com duracdo de 30 a 40 minutos. O gel foi visualizado e fotografado em aparelho de foto
documentacdo de gel (Vilber Loumart) e as amostras que apresentaram amplicons em tamanhos adequados para o HBoV
foram submetidas a purificagdo e sequenciamento.

Na etapa de purificacdo utilizou-se as enzimas ExoSAP-IT® (ThermoFisher, USA) de acordo com o protocolo
descrito pelo fabricante, com a finalidade de remover o excesso de primers ndo incorporados que podem interferir no resultado
de sequenciamento. A técnica consistiu na adi¢do de 5 uL do produto da Nested-PCR com 2 pL da enzima ExoSAP-IT®. Essa
mistura foi incubada a 37°C por 15 minutos e posteriormente a 80°C por 15 minutos e os produtos foram estocados a -20°C.

A reacdo de sequenciamento foi realizada com os mesmos iniciadores do Nested-PCR para HBoV e conduzida
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segundo o protocolo descrito pelo fabricante do kit Big DyeTerminator® v.3.1 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas
foram alinhadas e editadas utilizando o programa Bioedit v.7.0.5. e em seguida comparadas com outras amostras de HBoV
depositadas no banco de genes GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a ferramenta BLAST. Para a andlise
filogenética foi adotado o método de Neighbour-joining, onde a matriz de distancia, usando a formula de dois parametros de
Kimura, foi calculada a partir das sequéncias alinhadas. Os dendogramas foram construidos no programa MEGA v.5.0.1. A
analise de bootstrap realizada usando 2.000 réplicas, obtendo-se resultados reprodutiveis e proporcionando maior
confiabilidade aos agrupamentos.

Todos os dados obtidos neste estudo foram analisados pelo software Bioestat 5.3 (Ayres, Ayres Junior, Ayres, &
Santos, 2007). Na andlise bivariada verificou-se a associacdo entre cada uma das varidveis independentes (sexo e idade) com
as variaveis dependentes (positividade para o HBoV e coinfec¢do) pelo teste qui-quadrado (y2). P valor <0,05 foi considerado
estatisticamente significante sendo adotado o Intervalo de Confianca (IC) de 95%. Os dados deste estudo, bem como os

graficos foram organizados e montados em planilhas do Microsoft Office Excel 2010.

3. Resultados
A Tabela 1 apresenta a quantidade de casos positivos para o0 HBoV, sendo distribuidos em 3 grupos nas seguintes
faixas etarias: 0 a 9 dias, 10 a 19 dias e 20 a 28 dias de vida. Também demonstra a frequéncia do virus identificada no sexo

feminino e masculino.

Tabela 1 - Associagao entre as variaveis faixa etaria e género e a infecgdo pelo HBoV em neonatos hospitalizados em Belém

do Para, no periodo de janeiro a dezembro de 2011.

Infeccédo por HBoV

Variaveis HBoV (+) HBoV (-) Total p*
n % n % n %
Faixa etaria
(em dias)
0-9 6 30 28 35 34 34
10-19 8 40 36 45 44 44 0,6263
20 - 28 6 30 16 20 22 22
Sexo
Masculino 9 45 43 53,7 52 52
. 0,4836
Feminino 11 55 37 46,3 48 48
Total 20 100 80 100 100 100

Fonte: Autores.

Foi possivel observar que a positividade para 0 HBoV ocorreu em 20% (20/100) dos neonatos, observando-se uma
ligeira maior frequéncia nos neonatos que apresentavam 10 a 19 dias de vida, representando 40% dos casos (8/20), sendo que
do total de amostras coletadas 44% apresentavam-se nessa faixa etaria. No que diz respeito ao género, observou-se que 55%
(11/20) dos neonatos infectados pelo HBoV eram do sexo feminino, entretanto a maioria das amostras coletadas pertenciam ao
género masculino (52%). Analisando-se os dados apresentados, conclui-se que ndo houve significancia estatistica em ambos
aspectos epidemioldgicos.

Na Figura 1 é observada a distribuicdo temporal dos casos de HBoV ao longo do ano de 2011, sendo que 0 nimero de
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amostras coletadas por més esta representado pela barra na cor azul, as amostras positivas pela barra na cor laranja e a linha em
amarelo representa o percentual de casos positivos no referido ano.

Figura 1 - Frequéncia mensal de HBoV humano detectado por gPCR em 100 amostras fecais de neonatos hospitalizados em
Belém do Para no periodo de janeiro a dezembro de 2011.
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Fonte: Autores.

Como mostra a Figura 1 a prevaléncia do HBoV ocorreu nos meses de margo, setembro e outubro. Vale ressaltar que
nos meses de maio e julho ndo foi detectada positividade para o virus.
Dentre os 20 espécimes fecais positivos para 0 HBoV, foi possivel sequenciar e analisar 2 amostras (10%), as quais

amplificaram na Nested-PCR, sendo identificado o tipo HBoV1 circulando entre os neonatos, conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Analise filogenética do gene VP1 de HBoV detectadas em amostras fecais de neonatos hospitalizados em Belém do
Para no periodo de janeiro a dezembro de 2011. Os espécimes do presente estudo estdo em negrito.
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JFI2T789Tunisia/ Bocavirus Humano 1/TUNB497/2010
MK533739/ Brasi Bocavirus Humano 1/PTRO1F10/2015
MH427515/ Arabia Saudtal Bocavirus Humano 1/Riyadh 1512014
JF327789 Tunisia/ Bocavirus Humano 1/TUNB497/2010

T 1 KUB67128 Indial Bocavirus Humano 1 isolate/NIV0912860/2009

» I— MK211512/ Espanhay Bocavirus Humano 1INSVH2015-19-11953/2015
| KY623421/ Argenting/ Bocavirus Humano 1/HBoV Imé&/2015

EF690647/ Talandial Bocavirus Humano 1/CU430xx

l-—— , /
» MF177721/ Brasi Bocavirus Humano 4/RJ LVCA1447/1997 ] HBoV4

KUG67150ncia/ Bocavirus Humano 4NIV9133032009
MGI53834/Bras¥ Bocavirus Humano ATO-2432014
MN648225/Brast Bocavirus Humano JLVCA255332016
MHOO3678/ Brasi Bocavirus Humano J/AM-12-300/2012 HBoV3
MKS33732/ Brasil/ Bocavirus Humano ¥ PTR10-F272014
MK533738/ Brasil Bocavirus Humano ¥ PTR13-F12014
MK533737/ Brasil Bocavirus Humano ¥PTR12-F82015 d
| MN648316/ Brast Bocavirus Humano 2/PB LVCA28814/2017
7 MN648315/ Bras¥ Bocavirus Humano 2/ RJ LvCA275112017 | HBoV2
MN648296 Brast Bocavirus Humano MG LVCA25856/2016

0%
Fonte: Autores.

Percebe-se que as 2 amostras positivas para 0 HBoV agruparam-se com espécimes oriundos de diversos paises, como:
Italia, Tailandia, Grécia, Brasil, Egito, China, Tunisia, Arabia Saudita, india, Espanha e Argentina.

Foi possivel identificar virus entéricos em 32% (32/100) dos espécimes fecais, ocorrendo monoinfeccdo em 29%
(29/100) dos casos, observando-se a maior frequéncia do HBoV em 18% (18/100), seguido do RVA em 7% (7/100), astrovirus
em 2% (2/100) e norovirus em 2% (2/100). Ao analisar a coinfeccdo geral, esta ocorreu em 3% (3/100), sendo 2% (2/100)
entre 0 HBoV e RVA e, em 1% (1/100) foi identificada a coinfecgdo entre 0 RVA e 0 astrovirus. No que tange a coinfeccéo

entre 0s casos positivos para 0 HBoV ocorreu entre 0 HBoV e o RVA apresentando frequéncia de 10% (2/20), conforme
demonstracdo na Tabela 2.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i1.34639

Research, Society and Development, v. 12, n. 1, €8612134639, 2023
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i1.34639

Tabela 2 - Coinfeccdo envolvendo o bocavirus humano e rotavirus da espécie A em neonatos hospitalizados em Belém do

Para no periodo de janeiro a dezembro de 2011.

PACIENTE GENOTIPO DE HBoV TIPO RVA
492665 HBoV1 Gl
5410401 *NI Gl

*NI: Nao identificada. Fonte: Autores.

Observa-se que das duas amostras nas quais ocorreram a coinfeccdo entre 0 HBoV e RVA, foi possivel realizar a

caracterizacdo em apenas um espécime e o genétipo envolvido foi 0 HBoV1.

4. Discussdo

A detec¢do de HBoV em amostras fecais de criangas com quadro de diarreia tem ganhado destaque desde que este
virus foi identificado como possivel causador da GA (Albuquerque et al., 2007; Vicente et al., 2007). A sua presenga em
amostras fecais de criancas menores de 5 anos tem sido relatada com distribuicdo global (Alam et al., 2015; Albuquerque et al.,
2007; De et al., 2017; Jin et al., 2011). Todavia, até o presente momento ndo hd um esclarecimento sobre a relagdo deste virus
com a GA, pois enquanto alguns estudos sugerem que o HBoV é um potencial patdgeno para as ocorréncias nas infeccoes
gastrointestinais (Rikhotso et al., 2020; Vicente et al., 2007), outros mesmo havendo alta prevaléncia do HBoV, contestam o
seu real potencial patogénico, devido a coinfec¢do com outros virus entéricos (Albuquerque et al., 2007; Arthur et al., 2009;
Jinetal., 2011; Malta et al., 2020).

No que concerne a prevaléncia do HBoV nos neonatos participantes da presente pesquisa, foi observada a positividade
em 20% (20/100) dos casos analisados. Tais achados corroboram ao que foi apresentado em outros estudos envolvendo
criangas nessa faixa etéria, utilizando o mesmo método diagndstico, os quais relataram a frequéncia do HBoV entre
aproximadamente 10% e 23%, em crian¢as menores de 2 anos de idade (Alam et al., 2015; Jin et al., 2011; Malta et al., 2020;
Proenca-Modena et al., 2013). Portanto, diante dos resultados apresentados, bem como de outras pesquisas que utilizaram a
gPCR com método diagndstico, percebe-se que a escolha de uma técnica com alta sensibilidade de detec¢do viral é um fator
que reflete na frequéncia do virus.

A deteccdo do HBoV varia conforme a idade da crianca, pois a medida que esta vai se desenvolvendo os anticorpos
maternos vdo diminuindo e consequentemente ocorre um aumento da taxa de deteccdo deste virus. A maior taxa de detecgdo é
relatada entre as idades de 1 a 2 anos, fase em que a crianga comega a levar objetos a boca e também a consumir a mesma
refeicdo da familia, e posteriormente ocorre reducéo da deteccdo viral, 0 que pode ser explicado pela imunidade protetora
adquirida apés a exposicao ao virus (Nantachit et al., 2021).

O presente estudo € pioneiro em investigacdo de HBoV exclusivamente em neonatos. Até o presente momento, as
publicacdes de estudos envolvendo criancas de 0-28 dias tém apresentado os resultados distribuidos em grupos de idade, sendo
que a frequéncia do HBoV é geralmente apresentada nos extratos das faixas etarias de 0 a 6 meses € de 0 a 2 anos, 0 que
dificultou a correlagdo dos resultados encontrados neste estudo com de outras pesquisas envolvendo recém-nascidos. Dentro
desse contexto e com base nos dados disponiveis, os estudos tém relatado que a presenga do HBoV nas infecgdes neonatais se
manifesta com baixa frequéncia, presumindo-se que 0s anticorpos maternos adquiridos durante a gestacdo e amamentacéo
influenciam nesta baixa taxa de detec¢do (Campos et al., 2016; Nantachit et al., 2021; Tymentsev et al., 2016). Todavia, tais
resultados divergem dos observados na presente pesquisa e isso pode ser explicado pelas diferentes técnicas empregadas, ja

que nos estudos citados foi utilizada a técnica de Nested-PCR para deteccdo do HBoV e estudos que utilizam a gqPCR como

8


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i1.34639

Research, Society and Development, v. 12, n. 1, €8612134639, 2023
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i1.34639

método diagndstico apresentam resultados semelhantes aos observados neste estudo (Alam et al., 2015; Jin et al., 2011; Malta
et al., 2020; Proenca-Modena et al., 2013).

Ao analisar o perfil epidemiolégico dos neonatos participantes do presente estudo, notou-se que ndo houve
significancia estatistica para as variaveis analisadas (sexo e idade). A média de idade dos casos positivos foi de 14,9 dias.
Apesar de ter apresentado ligeira maior frequéncia na faixa etria de 10 a 19 dias, e pelo fato de a transmissdo deste virus
envolver a via fecal-oral, é improvavel que a maior detecgdo do virus nessa faixa etaria esteja relacionada a transmissao pela
ingestdo alimentar, visto que até onde se sabe ndo existe variagdo quanto a forma de alimentacdo dentre o grupo de idade
analisado. A alimentacdo de neonatos hospitalizados depende do estado clinico do paciente. Em situagdes em que nao é
possivel o aleitamento materno exclusivo, deve ser fornecido ao neonato leite humano pasteurizado ou férmulas lacteas
procedentes respectivamente de banco de leite humano e lactario, administrados por meio de sondas enterais (inseridas via oral
OuU nasogastrica), através de copinho, mamadeira ou seringa (OPAS, 2017). Contudo é sabido que a transmissdo de virus
entéricos pode ocorrer por meio do parto via vaginal, pelo contato com fezes da mae (Brasil, 2014), fazendo-se necessario a
investigacdo da presenca deste virus, exclusivamente em recém-nascidos, associado ao tipo de parto. Quanto a presenca do
virus por faixa etaria e a comparagdo com outras pesquisas, ndo foi possivel fazer esta correlacéo, visto que os estudos que
incluem criancgas de 0 a 28 dias ndo descrevem a prevaléncia do HBoV somente nessa faixa etaria.

Com relacdo ao género, apesar de a maioria dos participantes pertencerem ao sexo masculino, observou-se que 55%
dos casos positivos eram do sexo feminino, entretanto, ndo houve significancia estatistica. Estes achados corroboram com os
resultados apresentados por Proenca-Modena et al. (2013), em um estudo realizado no Paraguai, em que a maioria dos
participantes também era do sexo masculino, todavia a frequéncia do HBoV foi mais prevalente no sexo feminino, com taxa de
positividade de 4,6% e 6%, respectivamente, também sem associacdo estatisticamente significativa. J& em outra investigacéo
conduzida no Brasil, a prevaléncia do HBoV foi oposta a encontrada na presente andlise, onde observou-se uma taxa de
positividade do HBoV em 14,1% dos casos no sexo masculino e 10,5% no sexo feminino, porém também ndo foi relatada
significancia estatistica (Malta et al., 2020). Diante dos resultados apesentados, conclui-se que o sexo ndo é um fator
determinante para a ocorréncia das infecg¢des por HBoV, visto que ndo houve significancia estatistica nos respectivos estudos,
mesmo quando a infec¢do acometeu mais um género que o outro, entretanto faz-se necessario a realizagdo de pesquisas que
envolvam somente neonatos para elucidar se além dos fatores regionais a faixa etéaria influencia na prevaléncia entre os
géneros.

Quando analisamos a distribuicdo temporal das infec¢des por HBoV percebe-se que ndo houve um padrdo sazonal. As
infecgBes ocorreram ao longo do ano de 2011, observando-se uma curva crescente no periodo de agosto a outubro, com maior
pico em outubro, periodo com menor registro pluviométrico, corroborando com achados de Soares et al. (2019), os quais
relataram maior deteccdo do HBoV durante 0os meses com menor ocorréncia de chuvas na regido Norte. Tal fato também foi
observado por Linhares et al. (2000), quando reportaram aumento da ocorréncia de diarreia infantil por RVA no Norte do
Brasil no mesmo periodo.

Quando verificamos a sazonalidade do HBoV em outros paises, alguns estudos sugerem que o HBoV tem pico
sazonal durante os meses de outono e inverno (Jin et al., 2011; Tymentsev et al., 2016), enquanto outros colocam que nos
meses de verdo e primavera hd maior ocorréncia (Arthur et al., 2009; Nantachit et al., 2021). Diante do exposto, pode-se
perceber que a prevaléncia do HBoV é influenciada pelos aspectos geogréaficos o qual desempenha importante papel na
sazonalidade do virus. Outros fatores como tempo de estudo, regido, diferencas climaticas e econdmicas, cultura e os habitos
de higiene pessoal e dos alimentos também podem influenciar na prevaléncia do virus, uma vez que a transmissao ocorre por
meio da via fecal-oral.

Além do método empregado para o diagndstico das infecgdes por HBoV, a escolha dos iniciadores utilizados para
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amplificacdo genémica do virus também assume grande relevancia, visto que ao utilizar-se iniciadores que amplificam os
quatro tipos do HBoV, existe a possibilidade de apresentar maior frequéncia de deteccdo. Contudo, neste estudo, apesar da
utilizacdo dos iniciadores que amplificam os quatro genétipos do HBoV e, ainda que o0 HBoV2, HBoV3 e HBoV4 estejam
relacionados as infecgdes gastrointestinais e 0 HBoV1 as infecgdes respiratorias, na presente analise, foi encontrado apenas o
tipo HBoV1 em 2 espécimes fecais. Tais achados estdo de acordo com os resultados de Soares et al.(2019), realizado na regido
Norte do Brasil com amostras fecais coletadas no periodo de novembro de 2011 a novembro de 2012, em que apesar de terem
sido encontrados os gen6tipos HBoV1, HBoV2 e HBoV3, a predominancia foi do HBoV1 em 94,8% dos casos positivos,
corroborando com os achados da presente pesquisa.

Quando realizada a comparacdo da prevaléncia do HBoV1 com os resultados de estudos realizados em outra regido do
Brasil, percebe-se que este gendtipo também foi o mais prevalente no estudo de Sousa e colaboradores (2012), na regido
Centro-Oeste no periodo de 1994 a 2004, com frequéncia de 91,6%. Entretanto, em outras pesquisas envolvendo este virus no
trato gastrointestinal, realizadas nas regides Norte, Nordeste, Sudeste e Sul com amostras coletadas no periodo de 2014 a 2017
a identificacdo do HBoV1 também foi relatada, porém com menor frequéncia, quando comparado com outros genoétipos
identificados (Castro et al., 2019; Malta et al., 2020; Watanabe et al., 2018). Diante dos resultados apresentados nos estudos
citados, percebe-se que houve uma mudanga da prevaléncia dos gendétipos do HBoV, no periodo de 2014 a 2016, onde 0
HBoV3 assumiu prevaléncia em dois dos estudos com amostras coletadas nesse periodo. Ja em outra pesquisa com amostras
coletadas em 10 estado brasileiros no periodo de 2016 a 2017, a maior frequéncia relatada foi do HBoV2. Dessa forma, infere-
se que tais mudancas possam estar relacionadas as alteracdes climaticas, que tém ocorrido nos Gltimos anos, ou até mesmo
devido tempo do estudo, visto que j& foram relatadas variagBes da prevaléncia dos gen6tipos em pesquisas realizadas por um
periodo maior que um ano em outros paises (Jin et al., 2011; Nantachit et al., 2021; Tymentsev et al., 2016). Como esta
pesquisa se limita ha apenas um ano de estudo, ndo foi possivel identificar se o tempo foi fator determinante para detecgéo de
apenas um genotipo de HBoV.

No que tange & coinfec¢do do HBoV com outros virus entéricos, esta envolveu somente o HBoV e RVA, observando-
se uma frequéncia de 10% (2/20) dos casos. A coinfeccdo entre 0 HBoV com outros agentes virais como: adenovirus,
astrovirus, norovirus tem sido relatada a nivel mundial, entretanto é comumente observada a codeteccdo do HBoV como o
RVA em maior frequéncia, confirmando com os achados desta pesquisa (Alam et al., 2015; Albuquerque et al., 2007; Allander
et al., 2007; Chhabra et al., 2013; Jin et al., 2011; Rikhotso et al., 2020; Soares et al., 2019; Sousa et al., 2012). Apesar do
HBoV ter sido identificado em 62,5% (20/32) das amostras positivas para os virus entéricos investigados, ndo é possivel
afirmar que ele é um agente causador de GA em neonatos, uma vez que 0s participantes da presente pesquisa eram
assintomaticos para GA. Além do mais, devido a falta de dados sobre o estado clinico dos participantes, infere-se que o HBoV
assume um papel oportunista, sendo necessario melhor esclarecimento da sua acdo no TGI em estudos futuros que englobem o
tipo de parto e se os participantes apresentam sintomas de infeccdo do trato respiratorio, visto que este genétipo estd
relacionado principalmente as infecc@es neste sitio.

A presente investigacdo apresentou algumas limitag6es, incluindo: indisponibilidade das amostras fecais coletadas em
outros periodos e informagdes incompletas sobre os dados clinicos. Porém, vale mencionar que essa é uma investigacao

pioneira que reporta a detec¢do do HBoV exclusivamente em neonatos.

5. Concluséao

Os achados do presente estudo apontam que a frequéncia do HBoV varia conforme a técnica empregada para a

deteccdo do virus; as infec¢des por HBoV ndo foram correlacionadas a faixa etaria e género; a deteccdo do HBoV ocorreu
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durante a maior parte do ano investigado, portanto ndo demonstrou nenhum padréo sazonal; o genétipo HBoV1 foi o Unico
detectado; os aspectos epidemiolégicos da infeccdo pelo HBoV em casos de GA em neonatos sdo raros, ndo apenas no Brasil,
como no mundo todo, ndo sendo possivel fazer uma comparacdo mais precisa entre os resultados encontrados na presente
analise com estudos ja publicados; a ocorréncia de coinfeccdo do HBoV com outros virus foi relatada somente com 0 RVA,
contudo, faz-se necessario estudos complementares para investigagdo do HBoV e outros agentes entéricos importantes, para
melhor elucidacdo da presenga do HBoV nas infec¢des gastrointestinais.

Né&o se pode inferir que o HBoV seja um agente causador da GA, visto que a presenca do virus foi identificada em
neonatos assintomaticos. Sugere-se que em trabalhos futuros, envolvendo a presenca do HBoV no TGI de neonatos, seja
investigado se 0s recém-nascidos apresentam ou ndo sintomas respiratorios, dado que este virus também é um agente causador
de infeccOes respiratdrias, e também sobre o tipo de parto, haja vista que a contaminacdo pode ocorrer por meio do parto
normal.
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