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PREFACIO

Nao ha assunto mais contemporaneo e bem contextualizado nesta década, do que as viroses
de importancia médica. Pois desde o inicio deste século, enfrentamos varias pandemias causadas por
virus, organismos tao intrigantes por ndo terem caracteristicas dos seres vivos, mas por ter um papel
crucial na evolugdo e na perpetuagdo da vida no planeta. Uma vez que, agem como agente seletores de
individuos mais aptos para a sobrevivéncia. Estes organismos, sao o material de estudo da Virologia,
que possui uma historia muito rica, ligada a humanidade e sua evolucao, como espécie dominante
no planeta, porém herdando das espécies que lhe antecederam, uma série de patdégenos virais, alguns
muito antigos como o grupo herpes ou modernos do ponto de vista da manifestagdo clinica no homem,
como os retrovirus. Hoje, ndo s6 o nosso pais, mas o mundo, enfrenta a pior pandemia do terceiro
milénio, até entdo. Mas ndo podemos esquecer das arboviroses que sao epidémicas no Brasil, tais
como a dengue, zika, febre amarela e a chikungunya, que ja ceifaram milhares de vidas nos ultimos
anos. Estima-se que sO para mamiferos, existem mais de 320 mil espécies! Entdo, ndo podemos
deixar de citar alguns que nao estdo na midia, mas que nem por isso, s30 menos importantes, como
o parvovirus humano B19 (B19V) agente causador do eritema infeccioso em criangas, ha muito
conhecido como “quinta doenca”. Esta infec¢do foi descrita inicialmente ha mais de 100 anos, no
entanto hé apenas 30 anos o virus tornou-se conhecido dos cientistas. E assim seguimos na luta eterna
contra viroses, pois as mutagdes sao uma regra que nos deixa reféns destes organismos tdo pequenos

que s6 sdo visiveis a luz do microscopio eletronico.

Em nossos livros selecionamos um dos capitulos para premiacdo como forma de incentivo
para os autores, e entre os excelentes trabalhos selecionados para compor este livro, o premiado foi o
capitulo 4, intitulado “PERSPECTIVAS ACERCA DA RELACAO ENTRE AMAMENTACAO E O
CORONAVIRUS SARS-COV-2: UMA REVISAO”.
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RESUMO: O Parvovirus Humano B19 (B19V) ¢ um patégeno comum cuja infecg¢ao pode levar auma
variedade de condicdes clinicas, desde uma doenga exantemadtica autolimitada benigna, semelhante
a outras patologias humanas, até a morte fetal. O B19V foi considerado responsavel por infecgdes
em adultos e criangas com sintomas indistinguiveis da dengue e de outros arbovirus. Para detectar o
B19V em amostras de pacientes de Itacoatiara, Manacapuru e Tefé, cidades do estado do Amazonas,
Brasil, coletamos 589 amostras de soro entre janeiro de 2013 e margo de 2018, de pacientes com
sindrome febril aguda. Inicialmente, os pacientes foram testados para malaria e dengue, as amostras
negativas foram testadas para DNA de B19V por nested-PCR. 32 amostras (31,6%) foram PCR
positivas, 16 amostras (15,8%) apresentaram anticorpos [gM B19V, em 8 amostras foram detectados
anticorpos IgM e DNA de B19V simultaneamente. Os pacientes referiram febre, cefaleia, dor dssea,
dor ocular e mialgia como os sintomas mais frequentes. Estudos recentes consideram o B19V a causa
da febre misteriosa em adultos brasileiros com sintomas semelhantes aos da dengue, portanto, nossos

resultados sugerem que a deteccao do B19V deve ser considerada como um diagnostico diferencial
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em pacientes adultos com doenca febril aguda.

PALAVRAS-CHAVE: Parvovirus. PCR. Amazonas.

DETECTION OF PARVOVIRUS B19 IN ADULT PATIENTS WITH ACUTE FEBRILE
SYNDROME IN MUNICIPALITIES IN THE STATE OF AMAZONAS, BRAZIL

ABSTRACT: The Human Parvovirus B19 (B19V) is a common pathogen whose infection may lead
to a variety of clinical conditions, from a benign self-limited exanthematous disease, similar to other
human’s pathologies, to fetal death B19V has been found to be responsible for infections in both
adults and children with symptoms indistinguishable from dengue and other arboviruses. To detect
the B19V in patients’ samples from Itacoatiara, Manacapuru and Tef€, cities in the Amazonas state,
Brazil, we collected 589 serum samples between January 2013 and March 2018, from patients with
acute febrile syndrome tested for malaria and dengue, negative samples were tested for B19V DNA
by nested-PCR. 32 samples (31.6%) were PCR positive, 16 samples (15.8%) presented IgM B19V
antibodies, in 8 samples IgM antibodies and B19V DNA were detected simultaneously. Patients
reported fever, headache, bone pain, ocular pain and myalgia as the most frequent symptoms. Recent
studies consider B19V the cause of mysterious fever in Brazilian adults with symptoms similar to
dengue, therefore, our results suggest that BI9V detection should be considered as a differential

diagnosis in adult patients with acute febrile illness.

KEY WORDS: Parvovirus. PCR. Amazonas.

INTRODUCAO

O Parvovirus Humano B19 (B19V) ¢ um patdégeno comum cuja infec¢do pode levar a uma
variedade de condi¢des clinicas, desde uma doenga exantematica autolimitada benigna, semelhante a
outras patologias humanas, até¢ a morte fetal (BONVICINI et al. 2017) foi descoberto acidentalmente
em 1974 por Cossart et al (1975) ao tentar detectar uma proteina HBsAg em lotes de soro humano,
entdo chamada de particula semelhante a soro-parvovirus devido a sua aparéncia, posteriormente, a
diferenciag¢do do material genético em soro de criangas com crise aplastica transitoria (CAT) de DNA
de fita simples ndo envelopados permitiu sua classificagdo como membro da familia Parvoviridae

(SETUBAL etal. 2001; QIU etal. 2017), o unico nesta Familia considerado patogénico para humanos.

O B19V destroi os precursores de eritrocitos assim incluidos no género Erythrovirus e ¢
predominantemente transmitido por meio de secregdes respiratorias, como saliva, expectoragao ou
muco nasal (SERVANT et al. 2002, WAWINA et al. 2017), ainda pode ser transmitido verticalmente,
por transplante de medula 6ssea e 6rgaos e por sangue transfundido e seus produtos (TOLFVENSTAM
et al. 2009; CAKIRCA et al. 2015). No entanto, o B19V raramente ¢ testado ou mesmo diagnosticado
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em postos de saude e, com isso, ndo se sabe qual a porcentagem de infec¢ao desse patdgeno em pessoas
que vivem em area endemica, como a cidade de Manaus, e municipios da regido como Manacapurq,
Tefé e Itacoatiara onde uma variedade de doencas febris agudas sdo diagndsticadas como outros virus
frequentes nesta regido, pela similaridade de suas manifestac¢des clinicas (FIGUEIREDO et al. 2018).
Agentes virais, como o virus da rubéola, o virus do sarampo e arbovirus como a dengue, geralmente
causam sintomas semelhantes a infeccao pelo B19V, que inclui erup¢ao na pele e dor nas articulagdes
(KANG, 2015). Durante as primeiras epidemias de dengue em Manaus, Amazonas, anticorpos IgM
contra 0 B19V foram detectados no soro de pacientes com erupc¢do cutdnea negativos para dengue
(FIGUEIREDO et al. 2018).

Em Tefé, Manacapuru e Itacoatiara com o estudo “Detec¢ao de arbovirus de importancia
médica (Flavivirus, Orthobuyanvirus ¢ Alphavirus) em pacientes atendidos em trés municipios do
Estado do Amazonas” além da identificagdo de dengue (DENV) e oropouche (OROV), detectamos
a circulacao dos B1V9 na populacgdo pediatrica, destacando a importancia do diagnostico diferencial
em amostras negativas para dengue. No entanto grande quantidade de amostras de pacientes adultos
com sintomatologia semelhante a dengue foi negativa. Com base nestas informagdes, consideramos
a necessidade de continuidade do estudo acima citado através da investigagao do B19V em amostras

de adultos negativas para dengue.

METODOLOGIA
Area de estudo

A cidade de Tefé (03 ° 21 ‘14 “S; 64 © 42 ‘39” W) ¢ um municipio da Mesorregido do Centro
Amazodnico, distando 523 quilometros de Manaus, sua populagdo, segundo estimativas do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020) ¢ de 62.230 habitantes. A principal fonte de renda
da cidade é o comércio local e a agricultura, uma vez que diversos alimentos sdo vendidos para outras
cidades, inclusive para a capital Manaus (IBGE, 2020). A cidade de Itacoatiara (03° 08 35 “S; 58° 26
39” W), localiza-se a leste de Manaus, a aproximadamente 270 quilometros de Manaus, com 86.839
habitantes, considerada o maior polo agropecudrio do Brasil Regido Norte do Brasil, com area de
8.891,9 km? e um dos maiores destinos turisticos da Amazonia (IBGE, 2020)

A cidade de Manacapuru (03 ° 17 ‘59 “S; 60 © 37°14” O); esta localizada ao sul de Manaus,
aproximadamente 84 quildometros de Manaus, a populagdo estimada ¢ de 94.175 habitantes que tém

como principais atividades econdmicas a agricultura e a pecudria (IBGE, 2020).

Coletas das amostras, testes moleculares e imunologico

Os pacientes com sindrome febril aguda inscritos neste estudo foram atendidos no Hospital
Geral José Mendes de Itacoatiara, Hospital Lazaro Reis de Manacapuru e Hospital Regional de Tefé,

entre janeiro de 2013 e marco de 2018. Inicialmente, os pacientes foram submetidos a exame de
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esfregago para maldria. Todas as 589 amostras de soro negativas para maléria de pacientes com idades
entre seis meses e 83 anos foram coletadas e encaminhadas a Fundacdo de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), referéncia em doengas infecciosas, situado em Manaus, Estado

do Amazonas.

Na FMT-HVD, o RNA foi extraido das amostras, usando o Mini-kit de RNA viral QlAamp
(Qiagen, Hilden, Alemanha) seguido de protocolo de PCR multiplex semi-nested para detec¢ao de
RNA de DENV (Lanciotti et al. 1992). 101 amostras negativas para malaria e dengue foram testadas
parao DNA do B19V. O acido nucléico total foi isolado das amostras usando DNA PureLink viral RNA
/ DNA Mini-Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) seguido de protocolo de nested-PCR para detecgao
de DNA de B19V (Mendonga et al. 2008). Todos os produtos da nested-PCR foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

O kit Anti-Parvovirus B19 ELISA (Euroimmun,Germany, Alemanha) foi empregado de

acordo com as instrugdes do fabricante para detectar anticorpos IgM.

Aspectos Eticos

Os pacientes receberam informagdes e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica da Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), ntimero 700.915.

RESULTADOS E DISCUSSAO

32 amostras (36,1%) coletadas entre janeiro de 2013 e margo de 2018 foram PCR positivas,
sendo 18 da cidade de Manacapuru, 13 de Itacoatiara e 1 de Tefé (Grafico 1). Febre, cefaleia, dor 6ssea
e dor ocular foram relatados como os sintomas mais frequentes (Grafico 1). O B19V esta relacionado
a varias manifestacdes clinicas, como eritema infeccioso, crise aplastica transitoria, eritroblastose
fetal e aplasia medular de eritrocitos em individuos com AIDS e outras formas de imunossupressao.
Também esta associado com artrite reumatoide e outras doengas do tecido conjuntivo autoimune, no
entanto a maioria dos casos de infec¢cao por B19V sdo assintomaticos (KERR 2000; SETUBAL et al.
2001; CAKIRCA et al. 2015).
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Gréfico 1. Distribui¢@o dos sintomas dos casos de doenga febril por BI19V e dos casos positivos por faixa etaria e

municipio.
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Um total de 16 amostras (15.8%) foram positivas para o teste sorologico ELISA- IgM B19V,
em 8 amostras foram detectados simultaneamente anticorpos IgM e DNA de B19V (Tabela 1). Embora
a resposta imune seja capaz de neutralizar a infec¢do ao longo da vida e proporcionar protecao contra
o virus, em muitos individuos ocorre a persisténcia do B19V em diversos tecidos independente da
imunocompeténcia do hospedeiro (GARCIA et al. 2009; Silva et al. 2018).

Dentre as amostras positivas na PCR, 6 foram positivas com mais de 5 dias apds o inicio dos
sintomas, mas somente uma (MCPU 72) apresentou resultado positivo para os dois testes (Tabela 1).
Durante a infec¢ao aguda mediado por imunoglobulina M, esses fragmentos podem ser liberados no
plasma a partir desses tecidos, explicando a detecgdo de DNA nas amostras apos o periodo agudo
da infec¢do. Portanto, a presenca de DNA de B19V no soro ndo estaria necessariamente associada a

presenca da particula viral infecciosa (SILVA et al. 2018).

Tabela 1. Comparag@o dos resultados obtidos pelos métodos ELISA-IgM e PCR.

ID AMOSTRA ANO DE COLETA PCR ELISA-IgM
MCPU 19 2013 POSITIVO POSITIVO
MCPU 49 2013 POSITIVO POSITIVO
MCPU 71 2013 POSITIVO POSITIVO
MCPU 72 2013 POSITIVO POSITIVO

MCPU 102 2013 NEGATIVO POSITIVO
MCPU 103 2013 NEGATIVO POSITIVO
ITA 129 2017 POSITIVO POSITIVO
ITA 144 2017 POSITIVO POSITIVO
TA 160 2017 NEGATIVO POSITIVO
TA 176 2017 POSITIVO POSITIVO
ITA 181 2017 NEGATIVO POSITIVO

VIROSES DE IMPORTANCIA MEDICA




ITA 182 2017 NEGATIVO POSITIVO
ITA 183 2017 POSITIVO POSITIVO
TF 151 2018 NEGATIVO POSITIVO
TF 164 2018 NEGATIVO POSITIVO
TF 280 2018 NEGATIVO POSITIVO

MCPU= Manacapuru; ITA= Itacoatiara; TF= Tefé

No Brasil os primeiros relatos de infecgcdes por B19 descrevem a deteccdo de anticorpos
anti-B19 em doadores de sangue do Rio de Janeiro (SILVA CRUZ et al. 1989, SETUBAL et al. 2001),
estudos soroepidemioldgicos posteriores confirmaram que a soroprevaléncia aumenta com a idade,
aproximadamente 85 % dos idosos tém evidéncia sorologica de infec¢ao anterior (TOLFVENSTAM
et al. 2009, CAKIRCA et al. 2015).

O primeiro estudo a avaliar anticorpos especificos para B19V (IgM) em amostras de
pacientes residentes no Amazonas incluiu predominantemente pacientes pedidtricos menores de 15
anos (Figueiredo et al.2005), nossos resultados corroboram com estudos recentes que consideram o
B19V a causa de febre misteriosa em adultos brasileiros com sintomas semelhantes aos da dengue
(FIGUEIREDO et al. 2019, DI PAOLA et al. 2019, FAHSBENDER et al. 2020).

A infeccdo pelo virus teve maior incidéncia entre o género feminino com 19/32 (59,3%) dos
casos de infecgdes e, 13/32 (40,6%) para o género masculino ndo gerando dados estatisticos relevantes,
corroborando com estudos anteriores que indicam a nao predominancia entre homens e mulheres
(Menegolla et al. 2017). Com base em estudos de soroprevaléncia, o B19V circula ativamente sem

distin¢do de areas geograficas ou étnicas, embora apresente diferencas regionais (Rogo et al. 2014).

CONCLUSAO

Nossos resultados confirmam o B19V como agente etioldgico de febre sem explicacdo em
individuos adultos. Portanto, o B19V deve ser considerado no diagndstico diferencial de agentes
etioldgicos de sindrome febril aguda devido a grande semelhanga clinica entre as viroses comuns na

Amazodnia e em outras regides brasileiras.
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