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Echovirus 6 associado a doenca exantematica

Echovirus 6 associated with exanthematic disease
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e Rita de Cassia Compagnoli Carmona’

RESUMO

Exantema viral é considerado problema comum em regides tropicais, afetando principalmente criangas. Diversos exantemas cutineos esto associados
a infecces por Enterovirus. Amostras bioldgicas provenientes de uma crianga apresentando exantema generalizado foram enviadas ao Laboratério
de Virus Entéricos do Instituto Adolfo Lutz para a realizacio do diagnéstico laboratorial. Amostra viral isolada em RD (human rhabdomyosarcoma
cells) foi submetida a reacio em cadeia pela polimerase apresentando um produto de 437 pares de base, caracteristico de género Enterovirus.
0 sorotipo echovirus 6 (E-6) foi identificado por ensaio de imunofluorescéncia indireta. Em adicio, as amostras pareadas de soro apresentaram
soroconversio para E-6. Até o momento, néio hd relatos do envolvimento de E-6 associado a doengas exantemdticas no Brasil, enfatizando a importincia
da vigilancia epidemiolégica para essas doencas e suas complicacdes.
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ABSTRACT

Viral exanthems are a common problem in tropical regions, particularly affecting children. Various skin rashes have been reported in acute infections
caused by Enterovirus. Biological samples from a child who presented generalized rashes were sent to the Enteric Virus Laboratory of the Adolfo Lutz
Institute for laboratory diagnosis to be performed. A viral sample isolated from RD (human rhabdomyosarcoma cells) was subjected to the polymerase chain
reaction and showed a 437-base pair product that was characteristic of the Enterovirus genus. Echovirus 6 (E-6) serotype was identified using the indirect
immunofluorescence test. In addition, paired serum samples presented seroconversion to E-6. So far, there have not been any reports of E-6 involvement
in exanthematic diseases in Brazil. Thus, the importance of epidemiological surveillance for these diseases and their complications is emphasized.
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Os picornavirus s3o a causa mais freqiiente de infec¢des
humanas em todo o mundo. A familia Picornaviriade compreende
9 géneros: Enterovirus, Rhinovirus, Aphthovirus, Hepatovirus,
Parechovirus, Erbovirus, Kobuvirus, Cardiovirus e Teschvirus.
Dentro da familia Picornaviriade, seis géneros acometem
humanos: Rhinovirus, Eterovirus Humano (EVH), Hepatovirus,
Parechovirus, Cardiovirus e Kobuvirus. O género Enterovirus
consiste em 65 sorotipos humanos, os quais sio classificados em
5 espécies: Poliovirus e enterovirus humano de A a D'$%,

Surtos de EVH geralmente ocorrem durante o verdo e outono,
mas infeccdes esporddicas podem ser observadas ao longo
de todo o ano® . O enterovirus humano é adquirido através
de transmissdo fecal-oral e, de forma menos comum pela via
respiratoria. Esses virus sdo responsaveis por uma variedade
de manifestagdes clinicas, afetando diversos 6rgaos do corpo.
Uma vez presente, as manifestacoes clinicas, variam desde

doenca febril indiferenciada até paralisias graves e permanentes,
algumas vezes fatais. A maior parte das infec¢des por EVH sdo
assintomdticas. Dentre as sindromes clinicas causadas por EVH
destacam-se aquelas que afetam o sistema nervoso central,
pulmdes e coragdo®. Sindromes como poliomielite, meningite,
herpangina, conjuntivite e doengas respiratdrias, gastrointestinais
e de mdo, pé e boca sdo as mais freqiientemente associadas a
EVH", Vale ressaltar que encefalite, miocardite e sepse enteroviral
neonatal podem estar relacionadas com o desenvolvimento de
algumas doencas cronicas (e.g. diabetes tipo I e cardiomiopatia
dilatada)"'.

Um grande ntimero de doencas virais apresenta manifestacoes
cutineas: sarampo, rubéola, adenovirus, enterovirus nio-
poliovirus, virus respiratorios, dengue, virus Epstein-Barr, herpes
virus tipos 6 e 7, assim como parvovirus B19*%. Em vdrios casos,
€ o principal marcador da enfermidade, enquanto em outros pode
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aparecer meramente como uma manifestaco clinica incidental;
contudo quando o exantema ocorre torna-se um mecanismo
auxiliar para o diagndstico e sua importincia é reconhecida
desde a antiguidade®.

Imimeros exantemas cutineos estdo associados a infeccoes
agudas provocadas por Enterovirus. Os exantemas sao geralmente
transientes, associados com febre e outros sintomas’.

0 objetivo do presente trabalho foi realizar o diagndstico
diferencial e identificar o EVH, através do isolamento viral e
técnicas imunoldgicas e moleculares, como o agente etioldgico
responsdvel por um caso de doenca exantemdtica ocorrido no
més de janeiro de 2007 na Cidade de Sio Paulo, SP, Brasil.

RELATO DE CASO

Em Janeiro de 2007, o Laboratério de Virus Entéricos do
Instituto Adolfo Lutz recebeu amostras de fezes e soro pareados
provenientes de uma crian¢a do sexo masculino de 1 ano e
11 meses de idade, internada no Instituto de Infectologia Emilio
Ribas e nativa da Cidade de Itapevi, SP, Brasil. A crianca apresentou
febre de 39°C, crises convulsivas, exantema generalizado, incluindo
palma das mios e planta dos pés, além de perda de apetite e
adinamia. O diagndstico inicial foi uma infeccfio viral ndo especifica
caracterizada por lesoes de pele e mucosas. Foram descartadas
através de testes laboratoriais as suspeitas clinicas: varicela, rubéola,
caxumba, mononucleose, toxoplasmose, citomegalovirus e dengue.
Ndo houve um diagnéstico médico conclusivo.

0 exantema foi caracterizado inicialmente por lesdes
micropapulares na face, de coloragdo avermelhada, pruriginosa
e indolor, disseminando-se pelo corpo em menos de
24 horas. Membros superiores e inferiores apresentavam
papulas eritematosas em alvo e algumas coalescentes.
Posteriormente, as lesdes apresentaram um leve prurido,
fato ndo observado inicialmente. Pele dspera e apresentando
exantema maculopapuloso também foi observado. A crianga havia
apresentado febre hd 10 dias, sendo medicada com dipirona e
amoxicilina em outro servico sem melhora de quadro.

Exames laboratoriais. Isolamento viral e
identificacdo: amostras de fezes foram clarificadas através
de centrifugacdo a 10.000xg/60 minutos a 4°C; antibiGticos
(estreptomicina e penicilina [50mg]) foram adicionados
e o sobrenadante estocado a -70°C até a inoculacdo (0,1 e
0,2mL/tubo) em 3 diferentes linhagens celulares: RD (human
rbabdomyosarcoma cells, ATCC-CCL-136), HEp2 (human larynx
carcinoma cells, ATCC-CCL-23) e Vero (Afiican green monkey
kidney cells, ATCC-CCL-81) contendo meio de manutencio
(Eagle + L15, Eagle + ANNE + piruvato e meio 199,
respectivamente). Os tubos foram mantidos a 35-37°C. As
culturas foram observadas em microscépio invertido diariamente,
objetivando visualizar a presenca de efeito citopatico (ECP) viral.
Foram realizadas passagens sucessivas do material inoculado até
0 aparecimento ou nao do ECP caracteristico’.

Ensaio de imunofluorescéncia indireta: a cultura de
célula que apresentou em torno de 75% de ECP, teve as células

removidas mecanicamente com o auxilio de um scraper e a
suspensio celular transferida para uma lamina de vidro, a qual
foi seca e fixada com acetona. Em seguida, foi submetida 2 IFI,
utilizando anticorpos monoclonais especificos comercialmente
disponiveis (Chemicon International Inc, Temecula, CA/USA) para
o género (Enterovirus), grupos (echovirus (E), coxsackievirus
B (CV-B), enterovirus e poliovirus) e sorotipos. As laminas foram
examinadas com auxilio de um microscépio epifluorescente’.

Transcriptase resversa - reacdo em cadeia pela
Ppolimerase: 0 RNA viral foi extraido com Trizol® LS (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e cloroférmio a partir de virus isolado,
seguindo as instrucdes do fabricante. Apds centrifugacio a
12.000xg, a fase aquosa foi retirada e a precipitacdo realizada
com dlcool isopropilico. O precipitado de RNA foi lavado com
etanol 75%. No final do procedimento, o RNA foi rapidamente seco
e ressuspendido em dgua Milli-Q; RNAsin [10U] foi adicionado
e o RNA estocado a -70°C. O cDNA foi sintetizado a partir do
RNA extraido e da mistura: MgCl, 50mM; tampao PCR 10X,
dNTP 1,25nM, primer AS1/S1 20pM/pL, super script I RNAse
trancriptase reversa 2jiL; TagQ DNA polimerase 2,5U/pL, RNAsin
[10U] 40U/pL e dgua Milli-Q. As reacdes de amplificacio foram
realizadas no termociclador gene Amp PCR System 9600 Perkin
Elmer (Perkin-Elmer Corporation, Norwalk, CT, USA) com a
seguinte programacao: (42°C/thora) + (95°C/5minutos) +
25 ciclos (94°C/1 minuto + 50°C/ 2 minutos + 72°C/1 minuto)
+ (72°C/7 minutos). Os produtos de PCR foram separados
em gel de agarose 1,5%, acrescido de brometo de etidio e
visualizado sob luz UV. Os primers utilizados foram ENV-AS1
anti-sense (5’-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3’) e ENV-S1 sense
(5’-CAAGCACTTCTGTTTCCCCGC-3’), direcionados para a regido
5”- nfo traduzida do genoma de Enterovirus e que amplificam
um produto de 437pb*.

Microssoroneutralizacdo. A realizacio do diagnéstico
soroldgico requer amostras pareadas de soro (coletadas na fase
aguda da doenga e fase de convalescenca, respectivamente).
Essa técnica € aplicada para detectar anticorpos séricos (IgG).
Para realizaclo do teste, sio necessdrias dilui¢des seriadas dos
soros pareados, partindo de 1:8 a 1:1024. O painel de antigenos
padrdes utilizados inclui CV-B1, CV-B2, CV-B3, CV-B4, CV-B5,
CV-B6 e E-6, E- 7, E-30. Os antigenos (100 TCD 50/0,1mL) foram
acrescentados as placas e estas incubadas por 2 horas a 37°C.
Ap6s o periodo de incubagio, 100pL de suspensio celular de RD
(220.000 células/mL) foram distribuidos. As microplacas foram
incubadas por 72 horas (37°C) e observadas no microscépio
invertido, a fim de visualizar a neutraliza¢io da infectividade
viral e o aumento de 4x ou mais no titulo de anticorpos que é
considerado como indicador de soroconversio’.

Nos resultados, as amostras inoculadas em culturas de
células RD apresentaram ECP caracteristico de Enterovirus:
arredondamento, retragdo, picnose nuclear, refratilidade e
degeneracdo celular. O tempo necessdrio para observar a
positividade na cultura celular foi de 6 dias.

Fluorescéncia foi observada no citoplasma das células
sob a observagdo no microscépio de epifluorescéncia a 400x,
indicando reagdo positiva para o sorotipo echovirus 6. IFI foi
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negativo para os outros anticorpos monoclonais. RT-PCR foi
realizado a fim de confirmar o género EVH. Eletroforese em gel
de agarose evidenciou um produto de 437pb, identificando EVH
(Figura 1).
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Figura 1 - Transcriptase reversa — reacio em cadeia pela polimerase para
a regido 5 ndo transcrita do genoma de Enterovirus isolado em cultura
de células. Linhas 2, 3, 4, 5: produto de 437pb amplificado. Linha 6:
controle negativo. Linhas 1,7: peso molecular de 100pb DNA.

Em adigfo, o paciente exibiu soroconversio de anticorpos
para E-6, apresentando dilui¢io <1:8 na primeira amostra
(fase aguda da doenca) e 1:64 na segunda amostra (fase de
convalescenca). Os titulos para os demais antigenos estdo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Resultados da soroconversdo no titulo de anticorpos do
paciente com doenca exantemdtica

1# Amostra de soro 24 Amostra de soro

(fase aguda da doenca) (fase de convalescenca)
CV-B1 <18 <18
CV-B2 <18 <18
CV-B3 1:512 1:512
CV-B4 <18 <18
CV-B5 <18 <18
CV-B6 <18 <18
E-6 <18 1:64
E-7 <1:8 <1:8
E-30 1:8 1:8

CV: Coxsackievirus B1 a B6, E: Echovirus.

DISCUSSAO

Doencas virais estdo entre as primeiras causadoras de
morbidade em populaglo pedidtrica em regioes tropicais. Dentro
deste grupo, virus exantematicos s3o especialmente prevalentes’.
Exantemas virais sio comuns na infincia, sendo a maioria inofensiva
para a satide da crianga, mas em alguns casos podem ser sinais
de doengas sistémicas mais importantes’® '’. Reconhecimento
de exantemas é uma maneira importante de prover cuidados
primdrios'’.

Neste trabalho, o paciente possuia idade inferior a 2 anos e
era do sexo masculino. As criancas sdo de fato, mais atingidas
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pelas infeccdes virais que os adultos. Um estudo conduzido nos
anos 60 demonstrou que a taxa de ataque de um EVH, echovirus 9
envolvido com doenca exantemdtica foi de 50 2 70% em criangas
mas somente de 17 a 33% em adultos, fato este que reflete uma
maior exposi¢io das criancas ao agente'?. Entre as criangas,
0 sexo masculino apresenta o maior risco para desenvolver a
infec¢@io por Enterovirus com manifestacoes clinicas, enquanto
infeccOes assintomdticas sdo mais comuns no sexo feminino'.

0 desenvolvimento da doenca descrita nesse relato de caso
ocorreu no periodo de Janeiro, corroborando com os dados
disponiveis na literatura onde os Enterovirus apresentam um
comportamento sazonal, predominando no verao®.

0 isolamento de Enterovirus em cultura de células permanece
como método padrido ouro para o diagndstico®, permitindo
a realizacdo de IFI como também a RT-PCR apés a primeira
passagem em célula. Esse procedimento € de extrema importancia,
pois com essas duas metodologias de identificacdo agiliza-se o
diagndstico de Enterovirus, e com isso, possibilita o melhor fluxo
na liberagfio de resultados e conseqiientemente maior qualidade
na conduta médica a ser tomada. Vale ressaltar que o isolamento
de um echovirus a partir das fezes no necessariamente significa
que a doenca focal ou sistémica é devida a este virus; ele pode
ser um virus transiente nio relacionado com a patologia. Por
essa razio, a pesquisa de anticorpos através da técnica de
soromicroneutralizacio é o método de escolha empregado para
confirmar a relagdo entre o virus isolado e a resposta imunogénica
apresentada pelo paciente no periodo da infecgo’.

Virios tipos de Enterovirus podem causar enantemas e
exantemas, mas raramente vesiculas: coxsackievirus A (CV-A) 4,
CV-A5, CV-A6, CV-A9, CV-A10, CV-A16; Cv--BS; -2, B-4, E-6, B-11,
E-16, E-18 e enterovirus 71 (EVH-71)7%. Exantema vesiculares
causados por Enterovirus sao similares as lesdes provocadas
pela doenga de mio, pé e boca, mas ocorrem na cabega, tronco
e extremidades. Diferente da varicela essas vesiculas nio formam
pustulas®».

Enterovirus sio encontrados distribuidos por todo o mundo
e provocam uma variedade de exantemas cutineos, entretanto,
com excecdo da doenca de mio, pé e boca, as manifesta¢oes
sdo geralmente indistintas e impossibilitam o diagndstico
baseado apenas no exantema’. Embora o exantema por si s6
ndo provoque sintomas significativos, ele pode ser usado como
marcador para Enterovirus na comunidade®. O exantema pode
ser confundido com outras infecgdes virais, algumas das quais
possuem implicacdes mais sérias'”.

E-9 e E-16 sio fregiientemente associados com exantema
rubeliforme ou mobiliforme e febre baixa. As erupcdes se iniciam
na fase aguda e se disseminam para troncos e pernas*?. Além
desses dois echovirus, o E-25 também é comumente associado
a exantema'”.

E-6 é reconhecidamente associado 2 casos de meningite
asséptica’ *' 77, inclusive no Brasil'>. Durante seus periodos
de alta atividade, o virus estd geralmente associado a surtos.
As manifestacdes clinicas incluem meningite asséptica,
meningoencefalite, exantemas e doengas gastrointestinais. E-0 ¢
0 quinto tipo mais comum de Enterovirus identificado durante o
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periodo de 1970 a 2005 nos Estados Unidos, totalizando 6,2% dos
casos reportados com sorotipos conhecidos'. E-6 estd entre 0s 4
sorotipos mais prevalentes na Espanha em um estudo realizado
de 1988-1997%. Criancas menores de 1 ano sio a fonte mais
comum para a detec¢do de E-6"'.

No Brasil, foi descrita uma epidemia de doenca exantemdtica
em creche, acometendo 10 criancas de 7 a 13 meses de idade,
onde foi isolado CV-B3". Anterior ao presente estudo nio
hd relatos do envolvimento de E-6 em caso de doenca febril
exantemdtica descrita no pais.

Existem relatos de infeccGes cronicas ocasionadas por E-6
demonstradas in vitro e in vivo em pacientes com sindrome de
fadiga cronica, onde ocorre o aparecimento de vesiculas similares
a herpesvirus®.

Nesses resultados demonstrou-se a presenca de E-6 no estado
de S@o Paulo em 2007, associado a doenca febril exantematica,
confirmando a participacdo e importancia dos echovirus como
agente etiologico responsdvel por essa doenca. Este achado
enfatiza a importancia do diagnéstico diferencial para a
elucidagiio de casos clinicos como o relatado. E a necessidade de
intensificaco nos estudos epidemioldgicos e laboratoriais desse
sorotipo e a vigilancia para outros sorotipos de HEV envolvidos
em doencas exantemdticas no Brasil.
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