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RESUMO

As infeccOes do trato respiratorio (ITRs) representam importante causa de
morbimortalidade em todo o mundo, sendo 0s virus importantes agentes etiologicos.
Estima-se que grande parte das criancas menores de cinco anos de idade tenha a cada
ano de quatro a seis ITRs, sendo esta causa comum de hospitalizacéo, especialmente em
paises em desenvolvimento. No Brasil, em particular na Regido Centro-Oeste, estudos
que avaliem a circulacdo de virus respiratorios em populacdo pediatrica sdo escassos.
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia de
diferentes virus respiratérios em populacdo pediatrica de Goiania-Goias, apresentando
ou ndo quadro sintomatico respiratério. Durante o periodo de maio/2014 a maio/2015,
foram coletadas amostras de swab respiratorio de criancas entre zero e seis anos de
idade, apresentando quadro de infeccdo respiratoria ou assintomaticas para a mesma,
atendidas no Hospital Materno Infantil, em Goiania. As amostras foram submetidas a
triagem molecular para 16 virus respiratorios por meio de trés protocolos de multiplex
nested-PCR. No total, 251 amostras foram coletadas, das quais 90 (35,9%)
apresentaram positividade para pelo menos um agente respiratorio, sendo rinovirus
(31%), virus sincicial respiratorio (27,4%) e parainfluenza (13,3%) os mais frequentes.
Criancas com até dois anos de idade apresentaram maior positividade global, contudo
sem diferenca estatistica. Indice de deteccdo semelhante foi observado entre os grupos
sintomatico (37%) e assintomatico (34,5%). Para as criancas do grupo sintomatico,
foram mais afetadas aquelas cujas amostras foram coletadas durante periodo de seca
(p<0,05) e aquelas com até dois anos de idade (p<0,05). No grupo assintomatico,
nenhuma diferenga estatistica foi observada. Foi observado indice de co-deteccdo de
6,4% (16/251), sendo a maioria de individuos sintomaticos (13/16) (p<0,05). A
avaliacdo do perfil temporal demonstrou maior indice de deteccdo nos meses de seca,
com menor precipitagdo pluviométrica, umidade relativa do ar e temperaturas mais
frias. Os resultados obtidos no presente estudo reforcam a importancia dos virus
respiratérios na populacdo pedidtrica, auxiliando na compreensdo dos fatores
epidemiolégicos e temporais associados aos diferentes patdgenos em nossa regiao.
Desta forma, abrem caminhos para novos estudos no estado de Goiés, fornecendo ainda
informacdes que auxiliem na construcdo de medidas de controle e prevencdo mais
eficazes contra estas infecgdes.

Palavras Chave: Virus respiratorios, Populacdo pediatrica, Multiplex-PCR.
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ABSTRACT

The acute respiratory infections (ARIs) are an important cause of morbidity
and mortality worldwide. Viruses have an important role in the etiology of the
respiratory infections. Children less than five years of age have about four to six ARIs
per year and this is a common cause of hospitalization, mainly in developing countries.
In Brazil, particularly in the West-Central region, studies that evaluated the circulation
of respiratory viruses in the pediatric population are scarce. Thus, this study aimed to
investigate the occurrence of respiratory viruses in the pediatric population, from
Goiania-Goias. Between May/2014 and May/2015, samples of nasal swabs were
collected from children from zero to six years of age presenting or not respiratory
symptoms, attended at the Materno Infantil hospital in Goiénia. For the molecular
screening, 16 viruses were investiged using three Multiplex Nested-PCR protocols. It
two hundred and fifty one samples were collected, of wich 90 (35,9%) were positive for
at least one respiratory agent, being rhinovirus (31%), respiratory syncytial virus
(27,4%) and parainfluenza virus (13,3%) the most prevalent. Children under two years
of age had greater overall positive, although not statistically significant. Similar
detection rate was observed among the groups symptomatic (37%) and asymptomatic
(34,5%). For the symptomatic group, children whose samples were collected during the
dry period (p<0,05) and those with up to two years of age were most affected (p<0,05).
In the asymptomatic group no statistical difference was observed. It was observed rate
of co-detection of 6,4% (16/251), mostly in samples of symptomatic patients (13/16)
(p<0,05). The evaluation of the temporal profile showed a higher detection rate during
the dry season, less rainfall, relative humidity and cooler temperatures. The results
reinforce the importance of respiratory viruses in children and contribute to further
understanding of the epidemiological and temporal factors associated with different
pathogens in our region. Thus, they open the way to new studies in the state of Goias,
also providing information to assist in the construction of control measures and more

effective prevention of these infections.

Keywords: Respiratory viruses, Pediatric population, Multiplex-PCR
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1 INTRODUCAO

1.1 InfecgBes do trato respiratdrio

As infeccdes do trato respiratorio (ITRS) representam importante causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, sendo responsaveis por mais de quatro
milhdes de Obitos anualmente e afetam, principalmente, criangas e idosos (Ruuskanen et
al. 2011, Falsey et al. 2014, WHO 2014a). Estudos relatam que criangas menores de
cinco anos de idade tém a cada ano, em média, de quatro a seis infec¢Bes do trato
respiratorio. As ITRs tém sido consideradas a causa mais comum de hospitalizacdo
infantil em paises em desenvolvimento (Nair et al. 2013, Niederman & Krilov 2013).

De acordo com o sitio anatémico, as ITRs sdo divididas em infecgdes do
trato respiratdrio superior (ITRS) ou infeccdes do trato respiratorio inferior (ITRI). As
ITRSs incluem infecgcdes que afetam nasofaringe, laringe e tonsila, enquanto as ITRIs se
referem as infecgdes que atingem traqueia, brénquio, bronquiolos e alvéolos (Figura 1).
De maneira geral, em individuos imunocompetentes, a maioria das infeccdes se
restringe ao trato respiratorio superior e tem carater autolimitado (Tregoning &
Schwarze 2010, Pavia 2011).

Trato ] Trato
respiratorio respiratorio
inferior superior
Ducto . Nariz

alveolar 1T,
Faringe
Alvéolo ——
. Laringe
Traquéia N
Bronquio » — \
A /\

Figura 1. Representacdo esquemé{tica do trato respiratorio.
Fonte: http://www.iaquk.org.uk/ResourcesRespiratory.html (Adaptado).

As ITRSs abrangem manifestagcdes como tosse, coriza, rinite, sinusite,

laringite e faringite, podendo ocorrer dores de ouvido no caso de otite média


http://www.iaquk.org.uk/ResourcesRespiratory.html

(Chonmaitree et al. 2008, Stover & Litwin 2014). Com relacédo as ITRIs, geralmente sao
mais graves e estdo relacionadas com a regido afetada. As sindromes associadas
incluem pneumonia, bronquite, bronquiolite e crupe, incluindo sintomas como falta de
ar, sibilancia e febre, podendo também estar relacionados com exacerbacdo de doencas
crbnicas, como asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (Pavia 2011).

Uma grande variedade de agentes tem sido encontrada em associagdo a
quadros respiratdrios, tais como virus, bactérias e fungos (Zumla et al. 2014, WHO
2014a). Neste contexto, os virus possuem grande relevancia, sendo responsaveis por
grande parte das infeccOes respiratdrias em todos 0s grupos etarios, com impacto
substancial em populacdo pediatrica, idosos e individuos imunocomprometidos (Seo et
al. 2014, WHO 2015).

As infecgBes respiratorias em geral possuem sintomatologia pouco variavel,
ndo sendo possivel a definicdo do agente etiolégico considerando apenas 0s sinais
clinicos (Nichols et al. 2008, Pavia 2011). Dessa forma, o diagnostico laboratorial
torna-se importante no contexto das ITRs, uma vez que a identificacdo do patdgeno
auxilia no direcionamento do tratamento e manejo da infeccdo. Fatores como a pouca
disponibilidade de antivirais e o0 desconhecimento dos eventos adversos em
consequéncia do uso inadequado de medicamentos contribuem para uma realidade onde
a prescricdo inadequada de antibioticos é frequente (Del Fiol et al. 2010, Zaas et al.
2014, Sharma et al. 2015). O uso excessivo de antibidticos e a duracdo prolongada
destes tratamentos estdo associados com a resisténcia bacteriana, com impacto direto a
comunidade gerando elevados custos econdémicos e acarretando riscos ao individuo, por
ocorréncia de reagdes adversas (Kronman et al. 2014, Schroeck et al. 2015).

Visto que os virus estdo presentes em até 80% das ITRs em populacdo
pediatrica (Niederman & Krilov 2013), torna-se necessaria uma revisao das praticas e
critérios estabelecidos para avaliacdo e diagnostico destes quadros, considerando a
realizacdo de testes laboratoriais, essenciais para o direcionamento mais preciso de
terapias, com reflexo na diminuigdo do uso de antibioticos (Gilani et al. 2012).
Ademais, o estudo da circulacdo de tais patdgenos € importante, em termos de
comunidade ou ambiente hospitalar, para a otimizacdo de medidas de controle e

prevencéo destas infeccOes (Zaas et al. 2014, Sharma et al. 2015).



1.2 Principais virus respiratorios

No contexto das infecgdes respiratdrias virais, a maioria apresenta evolugao

aguda e os principais agentes estdo agrupados em seis familias (Quadro 1). Os virus

com maior relevancia sdo: virus influenza (FLU A, B e C), virus parainfluenza (PIV-1,
PIV-2, PIV-3 e PIV-4), virus sincicial respiratorio (RSV), adenovirus (HAdV),
rinovirus (HRV), coronavirus (HCoV) e enterovirus (EV), além dos mais recentemente

descritos bocavirus (HBoV) e metapneumovirus (hMPV) (van den Hoogen et al. 2001,

Allander et al. 2005, Tregoning & Schwarze 2010, Walker et al. 2013).

Quadro 1 — Propriedades gerais dos principais virus respiratorios.

Familia Virus Material Genético

sSRNA (-) segmentado

Orthomyxoviridae Virus Influenza (890pb — 2,3Kb)

Virus Parainfluenza
Paramyxoviridae  Virus Sincicial Respiratorio
Metapneumovirus

SSRNA (-)
(13,2 - 17,4kb)

.. . SSRNA (+)
Coronaviridae Coronavirus (27 — 32kb)
Picornaviridae Enterovirus SSRNA (+)

Rinovirus (7,2 — 8,5kb)

. . SSDNA
Parvoviridae Bocavirus (~5kb)

.. . dsDNA
Adenoviridae Adenovirus (~36kb)

1.2.1 Familia Orthomyxoviridae

Particula Viral

~100nm
Envelopado

150 — 600nm
Envelopado

100-160nm
Envelopado

~30nm
Desnudo

~25nm
Desnudo

70-90nm
Desnudo

A familia Orthomyxoviridae compreende seis géneros, sendo 0s agentes

etiologicos de infeccdo em humanos classificados nos géneros Influenzavirus A,

Influenzavirus B e Influenzavirus C (ICTV 2014). O virus influenza humano foi isolado

inicialmente em 1933 a partir de lavados de nasofaringe inoculados em furdes, e por ser

o primeiro influenza humano isolado, foi nomeado influenza A (FLU A) (Smith et al.
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1933). Em 1940, um virus antigenicamente distinto foi descrito e denominado influenza
B (FLU B), e o influenza C (FLU C) foi isolado em 1947 (Francis 1940, Taylor 1951).

Os virus influenza (FLU A, B e C) sdo envelopados, possuem estrutura
pleomorfica e didmetro médio de 100 nanémetros (hm). Do envelope viral dos virus
FLU A se projetam as proteinas hemaglutinina (HA), neuraminidase (NA) e proteina de
canal iénico M2 (Schulze 1970, Taubenberger & Kash 2010). O FLU B possui quatro
proteinas inseridas no seu envelope (HA, NA, NB e BM2) e as proteinas HEF e CM2
estdo presentes no envelope dos virus FLU C (Nakada et al. 1984, Brassard et al. 1996,
Pekosz& Lamb 1997, Odagiri et al. 1999). Internamente, o envelope dos virus influenza
é revestido pela proteina M1, que compde a matriz. O core dos virus € composto pelo
complexo RNP (ribonucleoproteina), que compreende o material genético associado a
nucleoproteina (NP) e proteinas polimerase (polimerase basica 1 — PB1, polimerase
basica 2 — PB2, polimerase acida — PA) (Compans et al. 1972, Bouvier & Palese 2008).
A proteina ndo-estrutural NEP/NS2 também esta presente no interior da particula viral
(Richardson & Akkina 1991). A proteina NS1 apesar de ndo compor estruturalmente a
particula viral é produzida em altos niveis em células infectadas (Hale et al. 2008).

O material genético é composto por &cido ribonucléico (RNA)
unifilamentar, segmentado e polaridade negativa. O genoma dos virus FLU A e FLU B
possui oito segmentos de RNA, onde os trés segmentos maiores (2,3kb - kilobases, 2,3
kb e 2,2 kb respectivamente) codificam as proteinas polimerase, o quarto (1,7 kb),
quinto (1,5 kb) e sexto (1,4 kb) codificam HA, NP e NA/NB respectivamente. O sétimo
segmento, de 1,0 kb, codifica as proteinas M1 e M2 (e BM2 para FLU B), o ultimo
segmento (890 pb - pares de bases) codifica as proteinas NS1 e NEP/NS2 (Palese 1977,
Racaniello & Palese 1979, Tsai & Chen 2011). O genoma do FLU C possui sete
segmentos, com o0s trés maiores também codificando as proteinas polimerases. O
quarto, quinto e sexto segmentos codificam as proteinas HEF, NP e CM2,
respectivamente. Por fim, o sétimo segmento codifica NS1 e NEP/NS2 (Muraki &
Hongo 2010).

Todos os segmentos gendmicos possuem nas extremidades 3’ e 5’
sequéncias ndo codificantes (Untranslated Region- UTR) altamente conservadas
(Desselberger et al. 1980). A regido codificante dos genes das glicoproteinas de
superficie virais, HA e NA, possuem sequéncias altamente variaveis, que refletem a
répida taxa de mutacdo pontual. Entretanto, a proteina HA possui estrutura e funcao

notavelmente conservadas entre 0s subtipos. As sequéncias das proteinas NS1, NS2 e
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em menor medida M2, também apresentam elevada variabilidade. Em contraste, as
proteinas da polimerase (PB2, PB1 e PA), assim como NP e M1, possuem regides
altamente conservadas (Heiny et al. 2007, Mahony 2008).

Os virus influenza A apresentam maior variabilidade comparados ao virus
influenza B e C, sendo, portanto, divididos em diferentes subtipos e caracterizados
segundo as glicoproteinas de superficie, HA e NA (Webster 1992, Webster &
Gorvokova 2014). Embora tenham sido identificados 18 subtipos antigénicos para a
hemaglutinina (H1-18) e 11 subtipos diferentes da neuraminidase (N1-11), apenas
alguns subtipos tém circulado amplamente na populacdo humana, destacando-se HIN1,
HIN2, H2N2 e H3N2 (WHO 2014b, Wu et al. 2014).

Um fator que contribui para a variabilidade do virus FLUA é a existéncia de
amostras circulantes em outras espécies animais, as quais, por meio de frequentes
mutacgdes pontuais podem eventualmente romper barreiras interespécies, se adaptando a
novos hospedeiros (Taubenberger & Kash 2010). FLUA tem sido isolado de diversos
animais, como aves aquaticas, consideradas reservatérios naturais de todos os subtipos,
com excecdo dos subtipos H17N10 e H18N11 que foram encontrados somente em
morcegos (Tong et al. 2013, Neumann & Kawaoka 2015). Outros animais como aves
domeésticas, suinos, equinos e cachorros também sdo considerados hospedeiros de
determinadas variantes (Parrish et al. 2015).

Os eventos associados a mutacdes e aqueles que conferem a alta
variabilidade de amostras virais e a possibilidade de combinacGes entre HA e NA séo
denominados drift e shift. O drift é caracterizado por mutacfes pontuais ao longo do
genoma, que ocorrem durante a replicagéo viral, e que podem garantir vantagens sobre
0 sistema imune do hospedeiro, entre outros beneficios, sendo responsaveis por
epidemias sazonais de menor gravidade (Schweiger et al. 2002). Por outro lado, o shift
se refere a variagbes mais significativas resultantes do rearranjo genético de um
segmento inteiro do genoma entre diferentes variantes virais que se encontram em uma
mesma célula, podendo gerar novas combinagdes de segmentos, sendo mais frequentes
para HA/NA. Este mecanismo permite a ocorréncia de variantes para as quais, muitas
vezes, a populacdo humana tem pouca ou nenhuma imunidade e ocasionalmente resulta
em uma pandemia (Carrat & Flahault 2007, Webster & Gorvokova 2014).

Nos ultimos 500 anos, acredita-se que tenham ocorrido pelo menos 14
pandemias, das quais cinco ocorreram nos ultimos 100 anos (Figura 2) (Taubenberger &

Morens 2010, Webster & Gorvokova 2014). Em 1918 ocorreu a considerada pior
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pandemia da historia, responsavel por mais de 50 milhdes de mortes em todo o mundo.
O virus responsavel por esta pandemia se originou de um hospedeiro aviario e resultou
em uma nova variante (H1N1) circulante entre hospedeiros humanos até 1957, quando
foi substituida por um novo subtipo (H2N2) derivado do rearranjo de virus aviarios e o
HIN1 previamente circulante (Taubenberger et al. 2012). O H2N2 causou a pandemia
asiatica e circulou entre humanos por aproximadamente dez anos, sendo substituido em
1968 por um novo virus resultante da combinacdo entre 0 H2N2 e outro influenza
aviario, gerando o pandémico H3N2 (Taubenberger & Kash 2010). A pandemia de 1968
resultou em mais de um milhdo de mortes e o0 H3N2 ainda circula em humanos
(Horimoto & Kawaoka 2005). Em 1977 a re-emergéncia do HIN1 de 1918 foi
responsavel por uma pandemia de menor escala e o virus se tornou sazonal, sendo
substituido pelo HIN1 pandémico de 2009 (Neumann & Kawaoka 2015).

O novo virus HIN1 pandémico emergiu no México e Califérnia em abril de
2009 e disseminou-se rapidamente por todo 0 mundo causando a primeira pandemia do
século XXI. Andlises moleculares demonstraram que esse patdgeno possuia segmentos
advindos de virus aviarios (PA e PB2), humanos (PB1), suinos classicos (HA, NP e
NSP) e suinos da Eurasia (NA e M), sendo geneticamente relacionado com virus que
circulavam entre porcos (Girard et al. 2010). Este agente estabeleceu uma nova
linhagem em humanos e atualmente cocircula com outros subtipos (Neumann &
Kawaoka 2015). Nos ultimos anos, os subtipos aviarios H5SN1 e H7N9 tém infectado
centenas de pessoas, causando indices médios de mortalidade de 60% e 30%,

respectivamente (Neumann & Kawaoka 2015).
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Figura 2. Pandemias causadas pelo virus influenza nos ultimos cem anos.
Fonte: Webster & Govorkova 2014 (Adaptado).



Para FLU A, ap0s entrada no organismo por via respiratéria, a adsorcao e
penetracdo na célula hospedeira sdo mediadas pela proteina hemaglutinina que se liga
em residuos de &cido sialico (AS) presentes em receptores da superficie celular (Connor
et al. 1994, Raman et al. 2014). Enquanto virus influenza humanos se ligam com maior
afinidade ao AS com ligacdo a-2,6 a galactose subjacente, presentes em células da
traqueia, virus influenza avidrios tém maior afinidade por AS com ligacdo «-2,3
presentes predominantemente em pneumdcitos tipo Il, macréfagos alveolares e células
cubdides do epitélio bronquico (Matrosovich et al. 2004, Shinya et al. 2006). O
desnudamento e liberacdo do complexo RNP sdo mediados pelas proteinas M1 e M2,
Uma vez liberado no interior da célula, o complexo RNP é direcionado para o nicleo,
onde ocorre o processo de replicacdo viral (Boulo et al. 2007, Bouvier & Palese 2008).
A neuraminidase esta relacionada com a clivagem dos residuos de AS e liberacdo de
novas particulas virais da célula infectada (Wagner et al. 2002). A proteina NSI,
multifuncional, esta relacionada com antagonismo a resposta imune do hospedeiro e a
proteina NEP/NS2 possui atividade de exportacdo nuclear dos complexos RNP virais
(Neumann et al. 2000, Hale et al. 2008, Marc 2014).

O virus influenza B possui ciclo replicativo similar ao FLU A, com
afinidade para os mesmos receptores e papel da proteina BM2 homologo a proteina M2
(Mould et al. 2003). Para FLU C, a ligacdo ocorre em derivados de &cido sialico
acetilados e a fusdo é mediada por HEF, enquanto o papel da proteina CM2 é pouco
esclarecido (Strasser et al. 2004, Furukawa et al. 2011).

Os virus se replicam tanto no trato respiratorio superior quanto inferior e o
pico da replicacdo viral ocorre em média apds 48 horas do inicio da infecgdo, a qual
apresenta curto periodo de incubacdo, de dois a quatro dias (Taubenberger & Morens
2008). Os virus influenza sdo responsaveis pela gripe e a sintomatologia da infeccéo,
especialmente por FLU A, é caracterizada por febre alta, tosse, coriza, mialgia,
prostracdo, que podem persistir por até 10 dias, além de casos mais graves com
replicacdo no trato respiratério inferior e possibilidade de evolucdo para pneumonia e
bronquiolite (Thangavel & Bouvier 2014). O aspecto clinico da infec¢do por FLU B é
semelhante, porém geralmente com menor gravidade. A infec¢do pelo virus influenza C
é em geral assintomatica, e quando sintomatica, apresenta-se de forma branda (Wright
et al. 2013). Entretanto, estudos recentes tém associado FLU C com casos de infecc¢oes
do trato respiratorio inferior (Calvo et al. 2013, Principi et al. 2013, Shimizu et al.
2015).



A circulagdo dos virus influenza é mundial, FLU A e B circulam
concomitantemente com picos de prevaléncia alternados e causam epidemias (Hampson
& Mackenzie 2006). Casos de FLU C sdo considerados menos frequentes, esporadicos
ou em pequenos surtos localizados, embora tenha sido demonstrado a circulacédo
simultanea dos trés virus influenza, ocasionalmente com maior prevaléncia de FLU B
ou C em comparacdo a FLU A (Muraki & Hongo 2010, Akinloye et al. 2011,
Gardinassi et al. 2012). Ademais, devido ao padrdo de circulacdo e patogenia, apenas
FLU A e B sdo inclusos em vacinas sazonais de influenza. Em climas temperados,
epidemias sazonais tendem a ocorrer nos meses de inverno, enquanto em climas
tropicais as epidemias predominam em estacdes chuvosas ou periodos de temperaturas
mais baixas (Tamerius et al. 2012, WHO 2014b).

1.2.2 Familia Paramyxoviridae

A familia Paramyxoviridae é dividida em duas subfamilias: Pneumovirinae
(sete géneros) e Paramyxovirinae (dois géneros). Os virus relacionados a infecgbes
respiratérias em humanos pertencem aos géneros Respirovirus, Rubulavirus,
Pneumovirus e Metapneumovirus (ICTV 2014).

Os virus parainfluenza humanos (P1V), descritos na década de 1950, sdo
classificados em quatro espécies, PIV-1, PIV-2, PIV-3 e PIV-4 (subdivido em 4A e 4B),
e pertencem a subfamilia Paramyxovirinae, géneros Respirovirus (PIV-1 e PIV-3) e
Rubulavirus (PIV-2 e PIV-4) (Chanock 1956, ICTV 2014).

A particula viral pode apresentar formato esférico, filamentoso ou
pleomorfico, com diametro médio de 150-200nm e capsideo de simetria helicoidal. Na
superficie do envelope viral estdo adsorvidas as glicoproteinas de fusdo (F) e
hemaglutinina — neuraminidase (HN), ambas relacionadas com adsorcéo e entrada do
virus na célula hospedeira, assim como clivagem dos residuos de acido sialico por HN
na etapa de liberagdo do virus. Internamente, o envelope é revestido pela proteina que
compde a matriz (M), relacionada com a arquitetura da particula e a qual é liberada apds
entrada na célula. O nucleocapsideo é composto pelas proteinas N (nucleoproteina),
fosfoproteina (P) e a proteina polimerase viral (L - large) (Henrickson 2003,
Schomacker et al. 2012). Virus do género Rubulavirus possuem, associados ao
nucleocapsideo, a proteina acesséria V, enquanto o género Respirovirus possui a

proteina C (Yamada et al. 1990, Paterson et al. 1995). Estas proteinas acessorias ndo sao
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essenciais para replicacdo viral in vitro e possuem, in vivo, funcdo relacionada com
inibicdo da resposta imune ao virus (Gotoh et al. 2003, Nishio et al. 2005).

O material genético é composto por RNA fita simples polaridade negativa
ndo segmentado. Os genomas de PIV-1, PIV-2 e PIV-3 possuem tamanho médio de
15,5-15,7 kb, enquanto do PIV-4 possui cerca de 17,4 kb (Hall 2001, Yea et al. 2009).
Todos os subtipos compartilham a mesma ordem de seis genes em comum (3°—N-P-M-
F-HN-L), que sdo transcritos sequencialmente em mMRNAs separados, além de
possuirem regides extragénicas em ambas extremidades do genoma. Adicionalmente o
gene P codifica as proteinas acessorias C ou V, que sdo especificas para cada género,
como referido anteriormente (Vainionpaa & Hyypia 1994). O género Respirovirus
possui ainda regides intergénicas conservadas formadas por trinucleotideos, enquanto
para virus do género Rubulavirus as regides intergénicas sdo de tamanho variavel e ndo-
conservadas (Lamb & Parks 2013). Os genes das proteinas L sdo altamente
conservados, enquanto a proteina P é variavel. As proteinas virais F e HN também
possuem regides altamente conservadas em cada sorotipo, tornando-as alvo de testes
moleculares para deteccdo e identificacdo viral (Vainionpaa & Hyypia 1994, Beck et al.
2012).

Os PIV possuem tropismo para as células que revestem o trato respiratério e
assim como os virus influenza, utilizam como receptores glicoproteinas ou glicolipidios
de superficie celular que possuam residuos de &cido sialico (Suzuki et al. 2001, Zhang
et al. 2005). Apds adsorcdo e fusdo do virus na membrana celular, o nucleocapsideo €
liberado no citoplasma da célula. Os processos de transcricdo e replicacdo do RNA
ocorrem no citoplasma. As novas particulas virais formadas séo liberadas com auxilio
da proteina HN a partir de brotamento na membrana celular (Henrickson 2003).

Os virus parainfluenza circulam em todo o mundo, além de acometer todas
as faixas etarias. PIV-3 e PIV-1 possuem maior prevaléncia, seguidos pelo PIV-2, além
de resultarem em maiores taxas de hospitalizacdo quando comparados com PIV-4, que
possui menor importancia clinica. Os sorotipos estdo relacionados com similar espectro
de manifestacBes clinicas, incluindo resfriado, crupe, bronquite, bronquiolite e
pneumonia, entretanto, PIV-1 e 2 estdo mais frequentemente associados a crupe,
enquanto PIV-3 esta mais ligado a casos de pneumonia e bronquiolite (Rihkanen et al.
2008, Weinberg et al. 2009, Liu et al. 2013, Frost et al. 2014). Ademais, reinfeccoes

com 0 mesmo sorotipo podem ocorrer ao longo da vida. Contudo, acredita-se que em



caso de infeccdo recorrente, a mesma € menos grave e se mantém no trato respiratério
superior (Glezen et al. 1984 , Schomacker et al. 2012).

O virus sincicial respiratorio (RSV), isolado inicialmente de chipanzés em
1955, pertence a subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus (Morris et al. 1956,
ICTV 2014). Divide-se em dois subgrupos antigénicos baseado inicialmente em reagdes
com anticorpos monoclonais contra a glicoproteina G e posteriores anélises genéticas:
RSV-A, considerado mais virulento, e RSV-B, ainda subdividido em duas variantes, B1
e B2 (Mufson et al. 1985, Melero et al. 1997). O grupo RSV-A esta dividido em 12
gendtipos (GA1 — GA7, SAAL, NAL, NA2, ON1 e ON2), e o grupo RSV-B 24
gendtipos (BA1-BA12, GB1-GB5 e SAB1-SAB4, URU1-URU2 e THB) (Eshaghi et al.
2012, Khor et al. 2013, Auksornkitti et al. 2014, Hirano et al. 2014, Duvvuri et al. 2015,
Ren et al. 2015).

A particula viral é formada por um nucleocapsideo de simetria helicoidal
envolto por envelope lipidico com didmetro variando entre 100-350nm; o genoma,
RNA unifilamentar polaridade negativa, possui cerca de 15,2 kb. O envelope viral,
envolto internamente pela matriz (M), possui trés glicoproteinas em sua superficie:
proteina de adsorcdo G, proteina de fusdo F e pequena proteina hidrofébica SH, que se
projetam como espiculas virais. O nucleocapsideo ¢ composto pelo RNA associado a
nucleoproteina (N), fosfoproteina P, fator de transcricio M2-1 e polimerase L
(Ruuskanen & Ogra 1993, Hacking & Hull 2002).

O virus possui ainda as proteinas ndo-estruturais NS1 e NS2, as quais foram
identificadas como antagonistas multifuncionais das vias de sinalizagcdo celular
envolvendo interferon (Lo et al. 2005). A proteina NS2 também tem sido associada a
liberacdo de novas particulas virais de células infectadas, bem como a obstrucdo de vias
aéreas devido maior destruicdo celular e producdo de muco (Liesman et al. 2014). Por
fim, a proteina M2-2, possui fungéo relacionada com a replicacdo do RNA viral (Collins
& Karron 2013). As onze proteinas sdo codificadas por dez genes (3’-NS1-NS2-N-P-M-
SH-G-F-M2-L), que sdo transcritos sequencialmente da extremidade 3’ para 5’ em
RNAs mensageiros (mMRNAS) distintos (Dickens et al. 1984, Collins & Karron 2013).
Os genes das proteinas G, SH e M2-2 demonstram alta variacdo, sendo a glicoproteina
G a que possui maior variabilidade (Jhonson et al. 1987, Collins et al. 1990), enquanto
as proteinas F e N possuem regides altamente conservadas (Feldman et al. 2000, Venter
et al. 2003).
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Para entrada na célula, o virus utiliza como receptor moléculas de
glicosaminoglicanos presentes na superficie celular. A glicoproteina G é responsavel
pela ligacdo aos receptores celulares e a proteina F esta relacionada com a fusdo do
envelope viral com a membrana celular e penetracdo da particula no interior da célula
(Levine et al. 1987, Feldman et al. 2000). A transcricdo e replicacdo do genoma
ocorrem no citoplasma, e a montagem e estabilidade das novas particulas virais sdo
mediadas pela proteina da matriz (Henderson et al. 2002). A proteina SH é uma proteina
transmembrana cuja funcdo ainda ndo esta bem estabelecida, entretanto acredita-se que
desempenha papel na liberagao das particulas virais e apoptose celular (O’Donell 2008).

A particula viral é altamente infecciosa e 0s principais sitios de entrada do
virus sdo as mucosas, conjuntiva ou nasal. Possui tropismo por células epiteliais do trato
respiratorio, macréfagos alveolares e células dendriticas (Vandini et al. 2015). O
periodo de incubacdo é curto, em média de trés a cinco dias (Hall & Douglas Jr. 1981,
Karron et al. 1997).

O RSV é um dos agentes virais mais frequentemente associado a infeccéo
aguda do trato respiratério em criancas, especialmente recém-nascidos, mas também
representa importante agente epidemioldgico de ITRs em adultos e idosos (Mejias et al.
2013, Falsey et al. 2014, Volling et al. 2014). A infeccdo pode ser assintomaética ou
acompanhada de sintomas como rinorreia, congestdo nasal, faringite e tosse, acomete
principalmente adultos e criangas maiores de cinco anos. Em casos de criancas menores,
idosos, individuos portadores de doencas cronicas, transplantados ou imunossuprimidos
existe um risco de evolugdo para quadros com maior gravidade e infec¢do do TRI (Nair
et al. 2012, Walsh & Falsey 2012, Falsey et al. 2014). Acredita-se que a alta carga viral
esteja associada com a gravidade da doenca na infancia (Hall et al. 2013). A infec¢do
priméaria € normalmente mais grave, principalmente em lactentes, com obstrucédo de vias
aéreas, necrose epitelial, edema e aumento na producdo de muco, além disso, a
imunidade ao virus € considerada incompleta e de curta duracdo, ndo conferindo
protecdo para uma posterior reinfeccdo (Ohuma et al. 2012, Vandini et al. 2015). No
geral, os dois subgrupos (RSV-A e B) circulam durante epidemias, com predominancia
alternada entre eles a cada um ou dois anos (Collins & Graham 2008).

O metapneumovirus humano (hMPV) foi inicialmente descrito na Holanda,
em 2001, e posteriormente classificado como membro da familia Paramyxoviridae,
subfamilia Pneumovirinae, género Metapneumovirus (van den Hoogen et al. 2001,
ICTV 2014).

11



O hMPV ¢é um virus de RNA cadeia simples polaridade negativa, com
envelope lipoprotéico e diametro variando de 150-600 nm (van den Hoogen et al. 2001).
A particula viral se assemelha em diversos aspectos com o virus sincicial respiratério,
como pela estrutura, podendo ser vista nas formas esférica ou filamentosa assim como
pela especificidade celular, utilizando também moléculas de glicosaminoglicanas como
receptores (Thammawat et al. 2008).

Com relagdo ao genoma, de aproximadamente 13,2 kb, observa-se cerca de
50% de homologia entre RSV e hMPV. Os genes estdo na seguinte sequéncia: 3’ N-P-
M-F-M2-SH-G-L e codificam, respectivamente, as proteinas nucleoproteina,
fosfoproteina, matriz, fusdo, M2-1/M2-2, pequena proteina hidrofobica, glicoproteina
de adsorcdo G e proteina polimerase L. Diferente do RSV, os metapneumovirus nao
codificam as proteinas ndo estruturais NS1 e NS2 (Feuillet et al. 2012).

As proteinas G e F estdo relacionadas com a adsorc¢do e entrada do virus nas
células do trato respiratério e, além disso, sdo os principais alvos do sistema imune
(Chang et al. 2012, Panda et al. 2014). Ademais, enquanto 0s genes da proteina F e N
possuem regides altamente conservadas, o da proteina G possui uma alta diversidade
genética (Piyaratna et al. 2011). Tal variabilidade genética resultou na identificacdo e
classificacdo do hMPV em dois genotipos (A e B) e seus subgrupos (Al, A2, B1 e B2).
O grupo A2 ainda é subdividido em duas linhagens (A2a e A2b) (van den Hoogen et al.
2004, Huck et al. 2006).

Os metapneumovirus causam infec¢bes respiratérias em todas as faixas
etarias, mas sdo comumente observados em populacdo pediatrica, com maiores taxas de
suscetibilidade até os dois anos de idade (Pitoiset et al. 2010, Edwards et al. 2013). Os
sinais clinicos da infeccdo pelo hMPV sdo similares aos sintomas causados por outros
virus respiratérios e incluem febre, tosse, congestdo nasal, dispnéia, além de
bronquiolite e pneumonia em casos mais graves (Kahn 2006, Broor et al. 2008, Feuillet
et al. 2012). Em adultos, no geral a infeccdo é de leve a moderada; contudo, idosos e
individuos imunocomprometidos podem apresentar complicacfes (Falsey et al. 2003).

O virus possui distribuicdo global, com circulagcdo sazonal que predomina
nos periodos de inverno e primavera; entretanto a incidéncia do virus pode variar ao
longo do tempo em uma mesma regido. Os dois gendtipos podem cocircular em uma
mesma época e casos de reinfeccdes podem ocorrer ao longo da vida, seja por genotipos
diferentes ou um mesmo gendtipo, devido uma resposta imune ineficiente durante uma

infeccdo prévia (Kahn 2006, Papenburg et al. 2013)
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1.2.3 Familia Coronaviridae

A familia Coronaviridae é dividida em duas subfamilias, Coronavirinae e
Torovirinae. Dentre os quatro géneros da subfamilia Coronavirinae, apenas dois
(Alphacoronavirus e Betacoronavirus) agrupam virus que causam infeccbes em
humanos, os Human coronavirus (HCoV) (ICTV 2014). Até o momento, seis
coronavirus tém sido reconhecidos como agentes causadores de infecgcdes respiratorias
em humanos: HCoV-229E e HCoV-NL63 (Alphacoronavirus); HCoV-HKU1 e HCoV-
OC43 (Betacoronavirus grupo A); SARS-CoV (Betacoronavirus grupo B) e MERS-
CoV (Betacoronavirus grupo C) (van der Hoek et al. 2005, Pyrc et al. 2007, Hui &
Chan 2010, Al-Tawfig 2013, Yang & Leibowitz 2015).

Os primeiros coronavirus humanos, HCoV-229E e HCoV-0C43, foram
descritos inicialmente na década de 1960 (Becker et al. 1967). Em 2003, um novo
coronavirus foi identificado como agente etioldgico da sindrome respiratoria aguda
grave (Severe Acute Respiratory Syndrome - SARS), responsavel por uma epidemia em
diversos paises do mundo, especialmente na Asia, mas que foi controlada e nenhum
caso tem sido descrito pela Organizacdo Mundial de Saude desde 2004 (Drosten et al.
2003, Ksiazek et al. 2003, WHO 2016). Posteriormente, em 2004 e 2005, foram
descritos HCoV-NL63 e HKUL, respectivamente (van der Hoek et al. 2004, Woo et al.
2005). Por fim, mais recente, em 2012 foi identificado no Oriente Médio 0 MERS-CoV
(Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), a partir de onde se disseminou e
permanecem sendo notificados diversos casos da doenca (Zaki et al. 2012, Groot et al.
2013, WHO 2016).

Diversos fatores contribuem para a variabilidade dos coronavirus; dentre
eles, o tamanho do genoma, a baixa fidelidade da RNA polimerase viral, altas taxas de
recombinacéo e mutacdes genéticas, além da vasta gama de hospedeiros, como passaros
e diversos mamiferos (Geng & Tan 2013). Acredita-se que todos 0s coronavirus
humanos tenham se originado de reservatérios animais, sendo os SARS-CoV e MERS-
CoV exemplos mais recentes que emergiram de morcegos para jaguatiricas ou
dromedarios, respectivamente, e destes para humanos (van den Brand et al. 2015). A
transmissdo zoonotica pode se originar do contanto continuo entre 0 homem e o animal
Oou um novo contanto, que se torna sustentado, resultante de alteracfes climaticas e

geogréficas que afetam a distribuicdo do animal ou vetor previamente restrito a outra
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regido. Virus restritos a uma espécie animal também podem emergir a partir da
evolucdo molecular, adquirindo a capacidade de infectar células humanas (Coleman e
Frieman 2014, Cotten et al. 2014).

Os HCoV sdo particulas esféricas, com diametro médio de 100-160 nm e
envelope lipoprotéico. As espiculas ancoradas no envelope sdo formadas pela
glicoproteina S (espicula), presente em todos os coronavirus e a glicoproteina HE
(hemaglutinina-esterase) que esté presente apenas nos betacoronavirus do grupo A (Pyrc
et al. 2010, Huang et al. 2015). Ademais, as proteinas M (transmembrana) e E
(envelope) também compdem o envelope viral (Neuman et al. 2011). O RNA viral, fita
simples polaridade positiva, possui cerca de 27-32 kb, considerado o maior genoma de
todos os virus RNA conhecidos, e esta intimamente ligado a fosfoproteina N formando
um nucleocapsideo de simetria helicoidal (Sturman et al. 1980, Masters & Perlman
2013).

O genoma dos HCoV ¢ poliadenilado na extremidade 3’ e possui, na
extremidade 5°, a estrutura cap, mimetizando o0 mRNA celular. Tais regides contém
uma UTR de tamanho varidvel entre 200-500 nucleotideos (nt) com funcédo ligada a
replicacdo e transcricdo do material genético (Masters 2006). A extremidade 5° possui
ainda, apés a UTR, uma regido denominada ladder RNA, composta por 65-98
nucleotideos e que também esta presente em mRNAs subgendmicos (Hagemeijer et al.
2012). Dois tercos do genoma sdo compostos por duas regides de leitura aberta (Open
Reading Frame — ORF), ORFla e ORF1b, que quando traduzidas geram duas
poliproteinas, posteriormente clivadas por proteases virais, dando origem a 16 proteinas
ndo estruturais, nspl-nspl6, as quais formam a replicase viral, responsdvel pela
replicacdo do genoma. A proteina nsp3 € a maior do complexo e possui dominios
altamente conservados entre os coronavirus (Neuman et al. 2008). O terco restante do
genoma (proximo a extremidade 3’) possui ORFs sobrepostas que codificam para as
proteinas estruturais intercaladas por regides codificantes de proteinas acessorias, todas
expressas a partir de mRNAs subgenémicos. As proteinas acessérias variam em nimero
e posicao dentro de cada espécie, enquanto as proteinas estruturais sdo codificadas, em
geral, numa mesma ordem para todos o0s coronavirus (S, E, M e N) (Haan et al. 2002,
Woo et al. 2005, Pyrc et al. 2007).

A proteina S é divida em duas porcdes, regido S1 responsavel pela adsorcao
ao receptor celular e regido S2 relacionada a fusdo do envelope com a membrana da

célula. A porcdo S1 ou N-terminal é extremamente variavel, enquanto S2 ou C-terminal
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¢ conservada (Hofmann et al. 2004, Masters & Perlman 2013). A proteina M,
transmembrana, € a glicoproteina estrutural mais abundante dos coronavirus,
responsavel pela forma e estabilidade do envelope, alem de participar na montagem de
novas particulas virais, sendo considerada bastante conservada dentro de um mesmo
género, mas variavel entre géneros distintos (Sturman et al. 1980). A proteina E,
presente em menor quantidade, é uma proteina altamente divergente, mesmo dentro de
um mesmo grupo, sua funcdo ndo esta totalmente esclarecida, mas sabe-se que tem
relacdo com a montagem e liberacdo da progénie viral (Kuo et al. 2007). A proteina N,
também estrutural, é responsavel por se ligar ao RNA e formar o nucleocapsideo viral.
Ela é uma fosfoproteina com moderado grau de conservagao entre os géneros, a nao ser
por uma porcdo de 30 aminoAcidos extremamente conservados dentro de todos os
coronavirus (Masters et al. 1994).

Os coronavirus utilizam diferentes receptores para fusdo e entrada na célula.
O HCoV-229E utiliza a aminopeptidase N como receptor celular, presente na superficie
apical de células do epitélio respiratorio, enquanto 0 HCoV-OC43 reconhece acido N-
acetil-9-O-acetilneuraminico (Yeager et al. 1992, Kunkel & Herrler 1993, Wang et al.
2000). Os SARS-CoVs, assim como HCoV-NL63, utilizam a enzima convertora de
angiotensina (ACE2 - angiotensin-converting enzyme 2), que é encontrada em
pneumdcitos, e MERS-CoV se liga a molécula CD26 presente em células do trato
respiratorio inferior, rins, parotida, intestino, entre outros (Li et al. 2003, Hofmann et al.
2005, Lu et al. 2013). O receptor do HCoV-HKUL1 ainda nédo foi totalmente elucidado,
mas estudo recente sugere que a proteina S do virus se liga a residuos de acido N-acetil-
9-O-acetilneuraminico para entrada na célula, assim como HCoV-OC43 (Huang et al.
2015). Os HCoV possuem distribuicdo mundial e causam surtos sazonais,
principalmente no inverno e primavera (Jevsnik et al. 2012, Cabeca et al. 2013). As
especies OC43 e 229E sdo as mais comumente encontradas. No geral, criancas entre
dois e quatro anos de idade sdo as mais afetadas, mas a infeccdo pode ocorrer em
qualquer idade, alem de reinfeccOes recorrentes. Estdo associados com doengas
respiratorias, entéricas, hepaticas e neuroldgicas (Stadler et al. 2003, Weiss & Leibowitz
2007). Com relacdo as manifestacdes clinicas nas infeccGes respiratorias, os virus 229E
e OC43 estdo relacionadas com resfriado comum, enquanto NL63 esta associado com
casos de crupe e bronquiolite e os HCoV-HKUL estdo associados com sintomas como
febre, rinorreia, sibilancia e tosse (van der Hoek et al. 2005, Pyrc et al. 2007, Wu et al.

2008, Lee & Storch 2014). SARS-CoV causam pneumonia atipica, caracterizada por
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tosse, febre, mialgia, dores de cabeca, mal-estar, dispneia e menos comumente vomitos
e diarreia (Hui & Chan 2010, van den Brand et al. 2014). As infecgdes por MERS-CoV
possuem sintomatologia semelhante ao SARS, contudo consideradas mais graves e com
maiores taxas de mortalidade, ademais incluem aspectos clinicos como retencdo urinaria
e faléncia renal (Al-Tawfiq 2013, Groot et al. 2013, van den Brand et al. 2015).

1.2.4 Familia Picornaviridae

A familia Picornaviridae é dividida em 29 géneros, com destaque para o
género Enterovirus, que comporta os Rinovirus (HRV A, B e C), agentes de infec¢des
respiratérias e os Enterovirus (EV A-H e J), relacionados a um amplo espectro de
infeccdes (Racaniello 2013, ICTV 2014).

Os rinovirus, espécies A e B, foram descritos inicialmente na década de 50
em estudos sobre a etiologia do resfriado comum e mais recentemente, em 2006, foi
descrita a espécie Rinovirus C (Price 1956, Pelon et al. 1957, Lau et al. 2007). A
particula viral é esférica, de tamanho pequeno, capsideo icosaédrico com diametro
médio de 30nm e ndo possui envelope. O capsideo é formado por 60 cépias de cada
uma das proteinas VP1, VP2, VP3 e VP4, Externamente, a proteina VP1 forma um tipo
de “canyon” na superficie cuja fung¢do é adsor¢do nos receptores celulares. A proteina
VP4 encontra-se ancorando o material genético viral a parte interna do capsideo (Jacobs
etal. 2013).

O genoma é composto por uma Unica molécula linear de RNA polaridade
positiva contendo cerca de 7,2 kb e possui Unica ORF, a qual codifica para uma
poliproteina precursora que é posteriormente clivada por proteases virais. Esta clivagem
da origem a 11 proteinas especificas do virus, sendo quatro estruturais (VP1-4) e as
proteinas restantes (2A — 2C e 3A — 3D), de carater ndo estrutural, atuam na replicacéo e
formacgédo de novas particulas virais (Palmenberg et al. 2009, Jacobs et al. 2013). A
extremidade 5° ¢ composta por uma regido ndo codificante (5’UTR) altamente
conservada, que possui sequéncias relacionadas com o controle da traducdo/replicacdo
do genoma e sitios internos de entrada ribossomal. Ligada covalentemente a esta regido
encontra-se uma proteina viral denominada VPg (viral protein, genome linked), com
funcdo relacionada a replicacdo do RNA viral. A extremidade 3’ do RNA possui uma
pequena regido nao codificante (3’UTR), que apresenta uma cauda poliA (Palmenberg
et al. 2010).
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A classificacdo dos rinovirus € baseada nas caracteristicas do capsideo,
organizagao gendmica, e conservagdo das sequéncias, principalmente das proteinas VP1
ou VP4/VP2, que sdo variaveis (Palmenberg et al. 2010). As espécies de HRV séo
subdivididas em sorotipos, sendo descritos até o momento 80 sorotipos HRV-A, 32
HRV-B e 55 de HRV-C (Mclintyre et al. 2013, Farsani et al. 2015, Picornaviridae 2015).

A maioria dos sorotipos utiliza como receptor a molécula de superficie
celular ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) e por isso s&o denominados major
group, enquanto o grupo denominado minor group utiliza para adesdo e entrada na
célula a molécula LDLR (low-density lipoprotein receptor) (Uncapher et al. 1991,
Fuchs & Blaas 2010, Gern 2010). Para a espécie HRV-C, permanece incerto o receptor
celular o qual os sorotipos pertencentes ao grupo se ligam, contudo Bochkov e
colaboradores, em estudo recente, demonstraram que a molécula 3 da familia das
caderinas humanas pode atuar como receptor para entrada do HRV-C na célula
(Bochkov et al. 2015).

A entrada do virus no hospedeiro se da pela via respiratoria ou conjuntiva e,
apesar do grande numero de sorotipos, todos tém um tropismo restrito ao trato
respiratorio. A replicagdo ocorre no citoplasma de células do epitélio respiratdrio nas
regides nasal e nasofaringea, podendo ainda ocorrer em células do trato respiratério
inferior (Hendley & Gwaltney 1988, Papadopoulos et al. 2000, Fuchs & Blaas 2010).
Durante a infeccdo, o epitélio respiratério permanece relativamente intacto, o que
sugere que os efeitos patogénicos relacionados a infeccdo sdo resultantes,
principalmente, da acdo de citocinas e quimiocinas liberadas durante a resposta imune
do hospedeiro (Heikkinen & Jarvinen 2003)

Os rinovirus constituem o agente etiolégico mais comum de infeccdes do
trato respiratorio superior, tipicamente o resfriado comum, que inclui sintomas como
espirros, obstrugéo e corrimento nasal, dor de garganta, dor de cabeca, tosse e mal-estar.
Entretanto, apds avanco de técnicas de biologia molecular, o virus também vem sendo
associado a infecces assintomaticas e infeccbes do trato respiratorio inferior, como
pneumonia e bronquiolite (Peltola et al. 2009, Gern 2010, Tapparel et al. 2011).
Também tem sido descrita a associagdo com casos de otites média e sinusite, além da
relacdo com a exacerbacao de doencas pulmonares cronicas, como asma, fibrose cistica
e DPOC (Gern 2002, Wark et al. 2005, Almeida et al. 2010, Bochkov & Gern 2012,
Dimopoulos et al. 2012).
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Apesar do rinovirus circular durante todo o ano, a ocorréncia de infeccéo é
mais comum nos meses do outono, verdo e primavera. Recém-nascidos e criangas
menores sdo 0s grupos mais afetados. No geral a incidéncia diminui com a idade, mas
também é maior em individuos imunocomprometidos. Estudos epidemioldgicos relatam
maior prevaléncia de infec¢des pelo HRV-A (45-65%), seguido por HRV-C (30-50%) e
HRV-B (2-13%) (Arakawa et al. 2012, Onyango et al. 2012, Garcia et al. 2013, Chen et
al. 2015).

Assim como o0s rinovirus, os enterovirus humanos (EV) podem causar
infeccOes respiratdrias, porém, diferente dos primeiros, podem estar associados a
diversas sindromes clinicas, incluindo infec¢des assintomaticas e subclinicas, doencas
respiratorias, gastroenterites, miocardites e meningites. Os enterovirus estdo divididos
em nove espécies (EV A-H e J) e 149 sorotipos com base nas propriedades bioldgicas e
moleculares. As espécies de EV A-D incluem virus capazes de causar infeccbes em
humanos, enquanto as outras espécies comportam virus que infectam primatas, suinos e
bovinos (Tapparel et al. 2013, ICTV 2014, Picornaviridae 2015). As sequéncias do
genoma que codificam para as proteinas do capsideo, especialmente VP1, sdo as
utilizadas para classificacdo dos enterovirus, devido sua maior variabilidade, enquanto a
regido 5’UTR ¢ a regido mais conservada do genoma e, portanto, extensamente utilizada
em protocolos para detecgéo viral (Nasri et al. 2007).

A estrutura da particula viral é semelhante a do HRV. Por outro lado, as
principais diferencas estdo relacionadas as caracteristicas fisico-quimicas, visto que 0s
enterovirus sdo estaveis em diversos ambientes, como por exemplo em meio 4cido ou
em temperatura ambiente. Além disso, sdo resistentes a solventes organicos, como
cloroférmio e alcool, além de congelamento, podendo ser inativados por radiacdo
ultravioleta e temperaturas acima de 56°C (Solomon et al. 2010).

Diferente dos HRV, os enterovirus podem ser transmitidos, além da via
respiratoria, também pela via fecal-oral. Assim sendo, o sitio primario de infec¢do dos
EVs é constituido pelas células epiteliais dos tratos respiratério e gastrointestinal.
Viremia pode ou ndo ocorrer e alguns enterovirus apresentam tropismo por tecidos
especificos, podendo infectar diversos tipos celulares, como neurénios, cardiomidcitos e
células epiteliais (Cheng et al. 2014, Muehlenbachs et al. 2015).

A maioria das infec¢bes por EV ocorre no final do verdo e outono, e
atingem principalmente criangas com menos de 10 anos de idade e individuos

imunocomprometidos. No geral, a apresentacdo clinica das infeccbes esta relacionada
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com a idade: doencas do sistema nervoso central sdo comuns em recém-nascidos e
individuos de cinco a 15 anos de idade; miocardites sdo mais frequentes, além de
recém-nascidos, em adultos de 20-40 anos de idade; doencgas de méo e pé e infeccBes
respiratorias apresentam-se comuns em criangas menores de cinco anos (Muehlenbachs
et al. 2015). As infecches respiratorias por enterovirus podem variar desde
assintomaética até sintomaéticas do trato respiratorio superior (resfriado, faringite) ou
inferior (pneumonia, bronquiolite ou exacerbacdo de asma na infancia) (Chang 2008,
Tapparel et al. 2013).

1.2.5 Familia Parvoviridae

A familia Parvoviridae compreende duas subfamilias, Parvovirinae e
Densovirinae. A primeira inclui o género Bocaparvovirus, o qual comporta o Bocavirus
humano (HBoV), descrito na Suécia em 2005, e inicialmente identificado como agente
de infeccbes respiratorias a partir de aspirados de nasofaringe de pacientes com
infeccbes do trato respiratério inferior (Allander et al. 2005, ICTV 2014).
Posteriormente, em 2009-2010, estudos descreveram a presenca do bocavirus em
amostras fecais provenientes de pacientes com gastroenterite, sugerindo tropismo do
virus pelo trato gastrointestinal para pelo menos algumas espécies (Arthur et al. 2009,
Kapoor et al. 2009, Kapoor et al. 2010).

Os bocavirus possuem capsideo ndo envelopado com simetria icosaédrica e
didmetro médio de 25nm. O genoma é composto por acido desoxirribonucléico (DNA)
fita simples com cerca de 5,0 kb com trés ORFs que codificam para duas formas da
proteina ndo estrutural NS1, a fosfoproteina NP1 e as proteinas estruturais que
compdem o capsideo, VP1 e VP2 (Chen et al. 2010). A proteina NS1 est4 relacionada
com a replicacdo e empacotamento do material genético, NP1 possui fungdo associada a
localizac&o nuclear do virus na célula, bloqueio da producdo de interferon e inducéo de
apoptose celular (Li et al. 2013, Sun et al. 2013, Tewary et al. 2013). As proteinas VP1
e VP2, além de promoverem a adsorcdo e penetracdo na célula, transportam o genoma
viral para o nucleo e também sdo alvo da resposta imune humoral (Chiu et al. 2014,
Deng et al. 2014). Como ndo codificam uma enzima DNA-polimerase, sdo altamente
dependentes da maquinaria celular para replicagdo (Allander et al. 2005, Jartii et al.
2012).
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Os HBoV possuem baixa variabilidade genética e, com base na analise
filogenética dos genomas, sdo divididos em quatro espécies (HBoV 1-4), sendo a ORF
3, que codifica as proteinas estruturais, a regido com maior variabilidade entre as
especies, podendo ser utilizada ainda para diferenciacdo inter-espécie (Allander et al.
2005, Schildgen et al. 2008, Gurda et al. 2010). A regido que codifica a proteina nao
estrutural NP1 é considerada a mais conservada do genoma e, portanto, bastante
utilizada em ensaios moleculares para detec¢do do virus. Adicionalmente, a espécie
HBoV-2 subdividida em subtipos A e B com base em divergéncia superior a 5% na
sequéncia das proteinas ndo estruturais (Arthur et al. 2009, Kapoor et al. 2009, Kapoor
et al. 2010).

Os mecanismos de entrada na célula, replicacdo e patogenia de infec¢des
por HBoV séo ainda pouco elucidados. Embora ja tenha sido cultivado em células do
epitélio respiratorio, o cultivo do virus em células é dificil e nenhum modelo animal esta
disponivel (Dijkman et al. 2009). Acredita-se que o sitio inicial de replicagdo do HBoV-
1 seja o trato respiratorio, onde particulas virais foram detectadas com mais frequéncia e
maior nimero de cdpias, em relacdo ao observado em fezes (Allander et al. 2007,
Christensen et al. 2010). Entretanto, as espécies HBoV 2-4 tém sido detectadas
predominantemente nas fezes de individuos apresentando ou ndo sintomas entéricos,
sendo que HBoV 2 é considerado agente de gastroenterites, apesar das células
hospedeiras ndo terem sido ainda identificadas (Chieochansin et al. 2009, Kantola et al.
2010).

Acredita-se que a transmissdo do bocavirus, como no caso de outros
parvovirus, ocorra por inalacdo ou contato direto com fezes, urina ou secrecdes
respiratorias contaminadas (Jartti et al. 2012). Como referido, apenas HBoV-1 ¢é
considerado agente de infeccBes respiratérias, e ainda casos de reinfecgdes no trato
respiratorio com variantes do HBoV-1 tém sido relatados (Allander et al. 2007, Vicente
et al. 2007, Kapoor et al. 2010, Xu et al. 2012, Martin et al. 2015). Co-detecc¢des do
HBoV-1 com outros virus respiratérios sdo frequentemente descritos, contudo ha
divergéncias em relacdo a importancia clinica desse achado (Christensen et al. 2010,
Deng et al. 2012). Além disso, os bocavirus podem eventualmente ser detectados até
seis meses apds o fim dos sintomas da infec¢do. Fatores como a replicagdo por longo
tempo e persisténcia do virus podem explicar os casos de codetec¢es, bem como a
frequente identificacdo do virus em individuos assintomaticos (Martin et al. 2010,
Schenk et al. 2011).
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A distribuicdo do virus € global e. no geral, circula durante todo o ano,
sendo mais comum no inverno. A infeccdo por HBoV ocorre em taxas variadas entre
grupos distintos de pacientes e atinge especialmente criancas de seis a 24 meses. As
manifestacdes clinicas observadas em infeccdes respiratorias incluem tosse, dificuldade
respiratoria, febre, hipdxia e rinite, podendo gerar quadros graves de bronquiolite, otites
média e pneumonia (Martin et al. 2010, Lehtoranta et al. 2012, Nokso-Koivisto et al.
2014). Em adultos, os sinais clinicos sdo observados principalmente em individuos

imunocomprometidos (Guido et al. 2011, Caccia et al. 2012).

1.2.6 Familia Adenoviridae

A familia Adenoviridae composta por cinco géneros possui como destaque 0
género Mastadenovirus, o qual agrupa virus que causam infeccGes no homem, os
Human mastadenovirus (ICTV 2014). Os adenovirus foram isolados pela primeira vez
por Rowe e colegas, enquanto estudavam o cultivo de virus em tecidos adenoides
(Rowe et al. 1953). Os HAdV sdo divididos em sete espécies, HAdV A-G, e ainda
subtipos, somando até o momento 68 subtipos (HAdV-1 a HAdV-68) descritos com
base em caracteristicas sorolégicas, sequenciamento do genoma completo e filogenia
(Robinson et al. 2011, Huang et al. 2013, Ghebremedhin 2014).

A particula viral, ndo-envelopada, possui 70-90 nm de didmetro e capsideo
de simetria icosaédrica. O genoma, DNA linear de cadeia dupla, € composto por
aproximadamente 36 kb (Rux & Burnett 2004, Nemerow et al. 2012). O virus possui 11
proteinas estruturais, nomeadas Il (Hexon), 111 (Penton), llla, IV (componente da fibra),
VI, VIII e IX compondo o capsideo viral e V, VII, X e TP (proteina terminal) presentes
no core. O genoma contém cinco unidades transcricionais (E1A, E1B, E2, E3 e E4),
onde a unidade E1A codifica proteinas que atuam na transcri¢do inicial e induzem a
celula hospedeira a entrar na fase S do ciclo celular; a unidade E1B codifica proteinas
que atuam bloqueando a apoptose celular; E2 codifica trés proteinas que apresentam
papel na replicacdo do DNA viral; E3 codifica moduladores da resposta celular; por fim,
a unidade E4 codifica proteinas com diversas fungdes, incluindo regulacdo da
transcricdo e tradugdo dos mRNAs, além de modular a replicagdo do DNA viral
(Davison et al. 2003, Rux & Burnett 2004, Ebner et al. 2005).

Para adsorcdo e entrada na célula, os adenovirus utilizam diferentes

receptores. As espécies A, C, D, E e F utilizam como receptor a proteina celular CAR
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(Coxsackie and adenovirus receptor — Receptor comum Coxsackievirus e Adenovirus),
presente em diversos tecidos, incluindo pulmé&o, enquanto o grupo B utiliza a proteina
de membrana CD46, presente em células hematopoiéticas e dendriticas (Roelvink et al.
1998, Segerman et al. 2003). Sorotipos da espécie D podem ainda utilizar residuos de
acido sialico como receptores, e 0s sorotipos da espécie B a desmogleina-2 (Arnberg et
al. 2000, Wang et al. 2011).

Os adenovirus podem causar um amplo espectro de infeccbes em humanos,
dentre elas, patologias respiratorias, gastroentéricas, hepaticas e oculares. A maioria
dessas infeccdes ocorre em populacéo pediatrica e, em individuos imunocompetentes é
geralmente autolimitada. No caso das ITRs, os sintomas variam desde um quadro
clinico de resfriado comum até casos mais graves de pneumonias e bronquiolites (Kunz
& Ottolini 2010).

A associacdo de sorotipos especificos com uma sindrome particular ndo esta
totalmente elucidada, embora as manifestacBes clinicas estejam predominantemente
associadas ao sitio de entrada do virus (Ampuero et al. 2012). Em geral, os adenovirus
relacionados com infecgdes respiratdrias sdo das espécies B, C e E. Os grupos A, Fe G
estdo principalmente associados a gastroenterites, € 0 grupo D com infec¢Bes oculares,
assim como alguns sorotipos das espécies B e E (Jin et al. 2013, Ghebremedhin 2014).
A infeccdo por um sorotipo resulta em imunidade duradora, ndo ocorrendo reinfeccoes
pelo mesmo, entretanto ndo € protetora contra outros sorotipos, mesmo dentro de uma
mesma espécie (Kunz & Ottolini 2010). Ademais, os adenovirus sdo responsaveis por
1% - 5% de todas as infeccGes respiratorias e por até 10% das pneumonias na infancia
(Ampuero et al. 2012, Wold & Ison 2013).

1.3 Aspectos clinicos das infec¢des respiratorias virais

Os virus respiratorios podem ser transmitidos por mecanismos como 0
contato direto com aerossOis contaminados resultantes da fala, tosse e espirros
(transmissdo direta), além do contato com superficies e objetos contaminados
(transmissdo indireta) (Boone & Gerba 2007). A transmissdo do virus de um individuo
infectado para um hospedeiro suscetivel depende de fatores como o numero de
particulas virais eliminadas pela pessoa infectada, a estabilidade viral no ambiente, em
aerossois ou em superficies e o potencial de propagacdo no interior de um ambiente

fechado (Pica & Bouvier 2012). Os virus que estimulam um aumento na secrecdo de
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fluidos ou a irritacdo do epitélio respiratorio induzindo a tosse e espirros favorecem a
excrecdo e transmissao de particulas virais (Goldmann 2000, Barker et al. 2001).

Fatores climéaticos como temperatura e umidade do ar tém sido relacionados
com a transmissdo viral (McDevitt et al. 2010). A umidade pode influenciar a
quantidade de goticulas que permanecem em forma de aerossois no ar: quanto mais alta
a umidade menos as goticulas evaporam e tendem a se depositar em superficies, ja em
umidade mais baixa 0s aerossdis, que S0 menores, permanecem por mais tempo no ar
(Lowen et al. 2007, du Prel et al. 2009, Paynter 2015). A sobrevivéncia do virus nesses
aerossois ou goticulas também é influenciada pela umidade. No geral, virus
envelopados, os quais conttm uma membrana lipidica, apresentam maior estabilidade
em baixa umidade relativa do ar (UR), enquanto aqueles ndo-envelopados tendem a ser
mais estaveis em maior UR (Sobsey & Meschke 2003). Ainda, temperaturas mais altas
podem afetar a estabilidade da particula viral no ambiente, o que reduz a infecciosidade
dos virus envelopados (Polozov et al. 2008, Ud-Dean 2010).

Em relagéo ao hospedeiro, a inalagdo de ar mais frio e seco pode ressecar as
vias aéreas e afetar, além do movimento ciliar, a producdo de muco, comprometendo
sua resposta imune inata (Salah et al. 1988, Pica & Bouvier 2012). Ademais,
temperaturas mais frias, ou alto indice de chuvas, também influenciam o
comportamento do hospedeiro, com maior tendéncia a permanecer por mais tempo em
locais fechados, com ventilacdo reduzida e aglomeracdo de pessoas, 0 que pode
aumentar a predisposicdo e facilitar a transmissdo viral (Musher 2003, Murray et al.
2012).

Ap0s entrada no organismo, os virus se ligam e penetram nas células a partir
de moléculas presentes na superficie da membrana plasmatica celular. No interior da
célula, ocorre o processo de replicacdo, que culminara na formacéo de novas particulas
virais e liberacdo, resultando em danos as células hospedeiras. O sitio priméario de
infeccdo € o epitélio celular que reveste o trato respiratério superior de onde os virus
podem se disseminar para outras células presentes no proprio trato respiratério superior
ou ainda atingir células do trato respiratorio inferior (Tregoning & Schwarze 2010).

O periodo de incubacdo das infecgdes por virus respiratorios € relativamente
curto, podendo variar de um a cinco dias para PIV, influenza, rinovirus e alguns
coronavirus (MERS-HCoV). Outros virus podem ter um periodo de incubacdo maior,
como RSV e hMPV de até sete dias, ou adenovirus e SARS-CoV até 10 dias (Mahony
2008, Lessler et al. 2009).
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Uma vez que a infeccdo é estabelecida, a apresentacdo de manifestacdes
clinicas ir4 depender de fatores relacionados ao ambiente, ao virus e ao hospedeiro
(Figura 3). A interagdo de tais fatores leva a diferentes cursos e consequente evolucao
da doenca (Tregoning & Schwarze 2010, Vandini et al. 2015).

Com relacdo a populacdo pediatrica, as seguintes condicdes podem estar
envolvidas com a gravidade da infeccdo: idade, ma-nutricdo, hospitalizacéo, tabagismo
passivo ou ar poluido. Tais fatores podem estar associados a uma maior fragilidade do
organismo, prejudicando o sistema imune e favorecendo a replicacdo viral, o que pode
resultar em danos mais extensivos ao hospedeiro (Okiro et al. 2008, Paynter 2014,
Wang et al. 2014). Tamanho e peso corporal ao nascer também sdo fatores importantes
no caso de recém-nascidos. A idade da crianga tem relacdo com seu tamanho e das vias
aéreas, a dindmica da transmissdo - devido contato com outras criancas pequenas, a
maturidade imune e ainda, menos reserva de energia, 0 que contribui negativamente em

situacOes de exaustdo e cansago (Tregoning & Schwarze 2010).
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Figura 3. Fatores que influenciam na infecco respiratoria viral e impacto da infancia.
Fonte: Tregoning & Schwarze 2010 (Adaptado).

Os danos virais as células hospedeiras estdo relacionados basicamente com
dois mecanismos. Primeiro, aqueles causados diretamente pelo patdégeno: RSV e
influenza causam necrose epitelial por destruicdo direta das células como consequéncia
da replicacdo. Contudo, o RSV demonstra ser menos citopatico e agressivo em
comparacdo ao influenza A (Vandini et al. 2015). Ainda, 0 RSV tem a capacidade de
inibir o movimento ciliar causando obstrucdo das vias aéreas. Outros como rinovirus,
raramente estdo associados a danos graves ao trato respiratério (Jacobs et al. 2013),

entretanto podem aumentar a produgdo de muco de forma prejudicial a célula (Zhang et
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al. 2002, Bossios et al. 2005). O segundo mecanismo esta ligado a resposta imune, a
qual pode danificar ainda mais as vias aéreas, resultando em maior inflamacdo e
destruicdo de células do trato respiratério (Kohlmeier & Woodland 2009).

O trato respiratdrio é exposto constantemente e simultaneamente a diversos
patdgenos, portanto, a ocorréncia de infeccdes por mais de um patdgeno nédo é rara.
Coinfeccgbes virais sao comuns, mas ndo ha consenso em relacdo ao efeito na gravidade
da doenca (Bicer et al. 2013, Harada et al. 2013). Por outro lado, a infecgéo viral pode
aumentar a suscetibilidade do individuo a coinfec¢do por bactérias, porque tanto as
barreiras fisicas quanto imunes podem ser afetadas e o epitélio respiratorio danificado é
uma porta de entrada para bactérias. Ademais, a coinfeccdo bactéria -virus pode
significar um agravo no quadro do paciente (Hament et al. 1999, Jamieson et al. 2013).
Estudos demonstram que uma pneumonia viral por influenza frequentemente ocorre
junto ou seguida de uma pneumonia bacteriana, e as complicacGes de uma infeccao
secundaria por bactérias sdo importante causa de morbidade e mortalidade associada a
infeccdes por influenza (Reed et al. 2009, van den Brand et al. 2014).

A deteccdo de virus respiratérios em individuos assintomaticos tem sido
objeto de diversos estudos e, agentes como rinovirus, adenovirus e coronavirus estdo
entre os mais frequentemente observados (Jartti et al. 2008a, Jartti et al. 2008b, van der
Zalm et al. 2009, Castro 2015). Positividade viral em individuos assintométicos pode
indicar infeccdo aguda sem sintomas, infeccdo viral sintomatica passada recente com
excrecdo viral remanescente ou persisténcia viral de infec¢do passada (Chonmaitree et
al. 2015).

Estudos relatam que a positividade viral associada a auséncia de sintomas €
mais frequente em criancas maiores de cinco anos, que apresentam maior maturidade do
sistema imune nessa fase da vida, o que também é frequentemente relacionado com a
deteccdo de apenas um virus respiratério (van der Zalm et al. 2009, Thavagnanam et al.
2010).

1.4 Diagnostico laboratorial dos virus respiratorios

A similaridade dos sintomas apresentados nas infeccfes respiratorias por
diferentes agentes torna dificil o diagndstico clinico. Entretanto, a identificacdo do
agente etiolégico é importante no ambito do direcionamento terapéutico e medidas de

controle e prevengédo, especialmente em ambientes hospitalares. Os beneficios
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adicionais da deteccdo viral podem incluir a reducdo de exames laboratoriais a serem
realizados e diminuicdo na administragdo excessiva de antibidticos, além de fornecer
melhor predicéo do curso clinico da infec¢do (Talbot & Falsey 2010, Pavia 2011, Doan
etal. 2012).

Os espécimes clinicos utilizados para o diagnostico laboratorial das
infecgBes respiratorias podem variar de acordo com as suspeitas clinicas e incluem
sangue, escarro, swabs nasais e de orofaringe, lavados broncoalveolares ou aspirados
das secrecbes de oro ou nasofaringe (Mahony 2008, Munywoki et al. 2011).
Independente da natureza da amostra, bem como da metodologia de deteccdo utilizada,
fatores como o procedimento de coleta, a qualidade da amostra, periodo da infeccdo no
qual a coleta € realizada, transporte e conservacdo do espécime clinico irdo afetar
diretamente os resultados obtidos (Talbot & Falsey 2010, Alsaleh et al. 2014).

Aspirados e swabs nasofaringeos tém sido considerados métodos de escolha
para coleta de amostras visto que possuem sensibilidade elevada, podendo o swab ter a
vantagem de ser um método menos invasivo e de coleta facilitada, enquanto aspirados
requerem profissional adequado e equipamentos proprios para realizacdo do
procedimento (Lambert et al. 2008, Spyridaki et al. 2009).

Estudos de comparacdo divergem entre a escolha do swab ou do aspirado
nasofaringe como melhor espécime para deteccdo de virus respiratérios. Embora por um
longo periodo o aspirado tenha sido considerado melhor em relacdo a sensibilidade,
estudos recentes demonstram que os dados variam de acordo com a técnica de detec¢do
utilizada, bem como o procedimento de coleta realizado de forma correta 0 que
influencia diretamente na qualidade do material a ser analisado. O swab demonstra uma
sensibilidade media de 89% para deteccdo molecular de virus como influenza,
adenovirus, RSV, PIV, hMPV, HCoV e rinovirus, possuindo como vantagem, além da
facilidade para coleta, a maior aceitagdo por parte do paciente ou seu responsavel
(Blaschke et al. 2011, DeByle et al. 2012, Tunsjo et al. 2015).

A utilizacdo de escarro para detecgdo de virus respiratorios por alguns
estudos demonstram um maior indice de positividade comparado ao swab ou aspirado.
Além de maior sensibilidade, o escarro poderia ser uma amostra que represente melhor
o trato respiratorio inferior. Contudo, dentre as desvantagens, o escarro é altamente
viscoso, o que dificulta o processamento e extracdo da amostra, sendo necessaria uma
etapa adicional de pré-tratamento, além da possivel presenca de inibidores que podem

levar a resultados falso-negativos (Falsey et al. 2012, Jeong et al. 2014).
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Até a década de 1990, os métodos de detecgdo consistiam em cultura viral,
deteccdo de antigenos e sorologia, resultando em uma média de 40% de detec¢éo viral
em pacientes com infecgdo do trato respiratorio inferior (Heiskanen-Kosma et al. 1998,
Jartti et al. 2013). Métodos como cultura em células ou sorologia sdo pouco utilizados,
uma vez que ndo apresentam aplicacdo na rotina de diagnostico. As técnicas de cultivo
requerem maior tempo para obtencdo de resultados e no caso da sorologia, a producao
de anticorpos pelo organismo é demorada e a infeccdo frequentemente terd sido
resolvida antes da definicdo do agente etiologico (Tregoning & Schwarze 2010). O
cultivo em celulas se refere a infeccdo de linhagens celulares com amostras clinicas
obtidas e pode levar até 10 dias para se observar resultado. E um método que exige a
escolha correta da linhagem celular e ainda ha alguns virus que ndo sdo cultivaveis.
Entretanto, destaca-se a importancia do isolamento dos virus em cultura celular na
identificacdo de agentes infecciosos desconhecidos, como por exemplo, no caso da
descoberta do SARS-CoV (Mahony 2008, Olofsson et al. 2011).

Os ensaios de imunofluorescéncia permitem a deteccdo de antigenos virais
presentes em células infectadas, a partir de anticorpos monoclonais marcados com
fluorocromos. E uma técnica considerada de baixo custo e rapida, mas que possui
sensibilidade limitada quando comparada com testes de biologia molecular (Freymuth
et al. 2006, Kuypers et al. 2006). Existem disponiveis testes comerciais baseados em
imunofluorescéncia que abrangem painéis permitindo a deteccdo de diferentes virus
respiratorios (Faden 2010).

Os testes baseados em imunocromatografia, denominados testes rapidos,
possuem como vantagem o baixo custo, rapida obtencdo de resultados (cerca de 15
minutos) e facil manuseio, ndo necessitando de ambiente especifico com equipamentos
especiais ou profissionais altamente treinados para realizacdo do teste (Nakao et al.
2014). Dessa forma compdem uma opc¢do promissora para uso na pratica clinica,
contudo, quando comparados com outras metodologias diagndsticas, os testes rapidos
possuem, apesar de alta especificidade, baixa sensibilidade, o que deve ser aprimorado
com o passar do tempo (Bruning et al. 2014). Atualmente, existem disponiveis no
mercado testes rapidos para os virus influenza, virus sincicial respiratério e adenovirus
(Ivaska et al. 2013, Morozumi et al. 2014).

Nos ultimos anos, popularizaram-se tecnicas de biologia molecular, que
fornecem um diagnostico rapido e com elevada sensibilidade, como a reagdo em cadeia

pela polimerase (PCR — polymerase chain reaction), util na identificagdo do material
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genético viral a partir de pequenas quantidades de amostra. Ainda, protocolos
estabelecidos de reacdo em cadeia pela polimerase pos-transcri¢do reversa (RT-PCR —
reverse transcriptase - PCR), nested-PCR, multiplex-PCR e PCR em tempo real (qPCR
— gquantitative PCR) tém permitido a deteccdo simultanea de varios agentes virais em
uma Unica reacdo, deteccdo de mais de um virus em um unico paciente (codeteccdo) e
deteccdo em individuos assintomaéticos, alcancando altas taxas de detecgdo viral
(Mahony et al. 2011, Anderson et al. 2013, Jartti et al. 2013). Entretanto, uma das
maiores limitacdes da técnica de PCR é a possibilidade de falso-negativos pela presenca
de inibidores nas amostras bioldgicas, aléem do custo relativamente alto que pode
inviabilizar a sua utilizagdo em rotina laboratorial (Anderson et al. 2013, Jartti et al.
2013).

O multiplex nested-PCR utiliza iniciadores para mais de um virus em uma
Unica reacdo, permitindo a deteccdo paralela de diversos agentes em Unica analise.
Ainda, a reacdo é composta por duas etapas, onde a segunda, denominada nested, é
realizada com iniciadores para regides internas ao fragmento amplificado na primeira
etapa, aumentando a especificidade da reacdo. Entretanto, o multiplex possui menor
sensibilidade quando comparado ao monoplex-PCR e maior chance de contaminagédo
devido a realizagdo de uma segunda etapa de amplificacdo (nested). Apesar das
desvantagens, o multiplex nested-PCR possui diversos beneficios quando comparado a
realizacdo de monoplex-PCR para varios virus respiratorios: a combinacdo multiplex-
nested consome menor quantidade de reagentes e de amostra, além de economizar
tempo, uma vez que varios patdgenos sdo pesquisados simultaneamente. Ademais, a
integridade da amostra é preservada, uma vez que esta serd descongelada menos vezes
para a realizacdo da metodologia (Jartti et al. 2013, Krause et al. 2015). Atualmente
estdo disponiveis kits comerciais baseados nas técnicas de RT-PCR e gqPCR, com
painéis abrangendo mais de 17 virus respiratorios e muitas vezes a detecgdo adicional
de um ou mais agentes bacterianos (Arens et al. 2010, Huijskens et al. 2012, Bultt et al.
2014).

A deteccdo molecular se baseia na composi¢cdo e organizacdo do genoma
viral. Regibes conservadas do genoma séo alvos de escolha para deteccdo do virus, o
que garante maior especificidade, enquanto regides que sdo variaveis entre diferentes
genotipos/subtipos séo utilizadas para identificagdo e caracterizagdo dessas variantes
(Quadro 2) (Mahony 2008, Mahony 2011).
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Quadro 2. Principais genes alvos utilizados para deteccdo molecular dos virus respiratérios.

(Adaptado de Mahony 2011).

Agentes virais Genes Considerac6es
Possuem regides altamente
M (Matriz) conservadas que permitem a

Influenza

NP (Nucleoproteina)

diferenciacdo entre as trés
espécies do virus influenza

Virus Sincicial Respiratorio

F (Fuso)
N (Nucleoproteina)
L (Polimerase)

Possuem regibes conservadas,
permitindo diferencia¢do dos
dois subgrupos

Parainfluenza

HN (Hemaglutinina-
Neuraminidase)

Alvo mais comum de
amplificacdo, contem regifes
Unicas para 0s quatro sorotipos,
permitindo diferencia-los

Rinovirus e Enterovirus

5’UTR (Regido 5’ ndo
codificante)
VP1/VP4

A regido 5’UTR ¢ altamente
conservada. Entretanto ndo
permite diferenciar HRV e EV,
por isso se utiliza iniciadores que
abrangem a regido dos genes
VP1/VP4, uma vez que 0s
rinovirus possuem uma delecéo
de 116 pb em relagdo aos
enterovirus

Coronavirus

N (Nucleocapsideo)
S (Espicula)
Pol (Polimerase)

Gene pol utilizado como
consenso, enquanto os genes N e
S para diferenciacdo das
variantes virais

Bocavirus

NS1 (Proteina ndo estrutural)

NP1 (Fosfoproteina)

Ambos possuem regides
conservadas, sendo a NP1
considerada a proteina mais
conservada do genoma

Adenovirus

Hexon
IV (Componente da fibra)

Gene hexon possui regides
conservadas, e 0 gene do
componente da fibra (1V) é
utilizado para determinar os
tipos dos adenovirus

Metapneumovirus

N (Nucleoproteina)
M (Matriz)
F (Fuséo)
L (Polimerase)

Estudos tém demonstrado maior
sensibilidade de testes utilizando
0s genes N ou L como alvos

1.5 Prevencao e Tratamento das ITRs virais

Medidas de controle e prevencdo devem ser baseadas nas formas de

transmissao dos virus. IntervencGes profilaticas incluem o cumprimento de normas de

controle de infeccdo relacionadas com medidas basicas de higiene pessoal, como a

lavagem frequente das maos e desinfeccgdo de superficies, além de contetido educacional

para a comunidade a fim de esclarecer sobre as doengas, modo de transmisséo,
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profilaxia e vacinacdo (Barker et al. 2001, Rabie & Curtis 2006, Gould & Drey 20009,
Luby et al. 2014). O diagnostico laboratorial precoce e tratamento eficaz também estdo
inclusos nos meios de controle de transmissédo, uma vez que tém como objetivo a
resolucdo da doenca e como consequéncia a diminuicdo das taxas de transmissdo viral
(Seto et al. 2013).

Apesar das medidas preventivas serem eficazes, a possibilidade de
vacinacdo disponivel facilitaria a prevencdo de episodios de infecgdes do trato
respiratorio, particularmente com relacdo as doencas respiratorias graves que Ssdo
responsaveis por maior morbidade e mortalidade (Nichols et al. 2008, Ruuskanen et al.
2011).

Até o momento ha disponibilidade de vacina apenas para o virus influenza,
a qual é recomendada anualmente, em especial para grupos alvos definidos pelo
Ministério da Saude, sendo estes gestantes, criangas com idade inferior a cinco anos,
adultos com idade superior a 60 anos, profissionais da area de saude, individuos
imunocomprometidos e portadores de doencas crénicas (Brasil 2015). A vacinagao é
anual devido as mudancas das caracteristicas dos virus influenza consequentes da sua
diversidade antigénica e gendmica. A vacinacdo contra influenza tem contribuido na
reducdo da mortalidade em individuos portadores de doencas cronicas, tais como:
doenca cardiovascular, doencas renais, diabetes e DPOC. Em 2015, a vacina sazonal de
subunidades do virus influenza foi composta de trés variantes virais, FLUA
H1N1pdm09, FLUA H3N2 e FLUB (Brasil 2015).

Para o virus sincicial respiratorio existem estudos que propGem candidatos
promissores a possiveis vacinas (MacLellan et al. 2013, Kim et al. 2014, Mackow et al.
2015). Ja em relacdo a medicamentos, o palivizumabe (PZ), aprovado pelo FDA — Food
and Drug Administration em 1998 para utilizacdo em pacientes com risco para infec¢do
grave pelo RSV, € a Unica droga disponivel para prevencdo do RSV. O PZ é um
anticorpo monoclonal humanizado (IgG) que € ativo contra RSV-A e RSV-B a partir da
neutralizacdo da proteina de fusdo (F) e pode ser administrado via endovenosa ou
intramuscular (Romero 2003, Clercq 2015).

O tratamento das infec¢des respiratorias virais consiste na maioria dos casos
em tratamento de suporte, como hidratacdo adequada, tratamento da febre, de secrecdes
e da obstrucdo bronquica. O uso precoce de antivirais (até 48 horas apds inicio dos
sintomas) reduz a transmissdo do virus e a gravidade da doenca, sendo indicado, nos

casos de influenza, para grupos de risco de evolugdo para quadros com complicagdes,
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independentemente do histdérico de vacinacdo e confirmacdo laboratorial da infeccdo.
Dentre os medicamentos antivirais utilizados no tratamento das infec¢des causadas por
virus respiratorios esta incluso a Ribavirina, um analogo de nucleosideo de amplo
espectro, sendo eficaz contra diversos virus, como RSV, influenza, picornavirus e
outros. Contudo, 0 uso da Ribavirina em recém-nascidos e criancas hospitalizadas deve
ser realizado com cautela devido seu efeito teratogénico e possivel dano ao trato
respiratério (Nichols et al. 2008, Beaucourt & Vignuzzi 2014). Oseltamivir e
Zanamivir, inibidores de neuraminidase, sdo amplamente utilizados para tratamento e
profilaxia de infeccdes pelo virus influenza. Ja os inibidores de canais de ion M2,
Amantadina e Rimantadina, também utilizados contra influenza, ndo possuem uso
disseminado, pois os virus desenvolvem répida resisténcia (Tregoning & Schwarze
2010, Jackson et al. 2011, Brasil 2013).

1.6 Epidemiologia das infec¢fes por virus respiratorios

As infecgbes do trato respiratorio sdo responsaveis por cerca de quatro
milhdes de mortes mundialmente, sendo 98% devido a infec¢des do trato respiratdrio
inferior (WHO 2014a). Estima-se que nos paises em desenvolvimento, todo ano uma
média de 11,3 milhdes de criangas menores de cinco anos sdo admitidas em hospitais
por infeccBes do trato respiratorio inferior, com uma taxa de mortalidade de 2,3%,
comparados com aproximadamente 570 mil casos e taxa de letalidade de 0,6% em
paises desenvolvidos (Nair et al. 2013).

O perfil de ocorréncia das infeccdes virais respiratorias é variavel e esta
relacionado com a regido, clima e periodo do ano. Em regiBes de clima temperado, com
estacOes geralmente bem definidas, os virus respiratérios normalmente seguem padrdes
sazonais de atividade, conforme fatores associados & temperatura (Monto 2004). Assim,
influenza, PIV, hMPV e RSV, por exemplo, possuem picos de incidéncia no inverno,
enquanto enterovirus sdo comuns no outono e verdo, e infeccdes por rinovirus possuem
maior incidéncia no outono e primavera, embora circulem durante o ano todo (du Prel et
al. 2009).Também em regides de clima temperado, € comum a ocorréncia de
cocirculacdo de varios virus em um dado periodo do ano, mesmo durante o pico de
ocorréncia de um determinado agente respiratério (Tamerius et al. 2013, Pica & Bouvier
2014).
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Em locais de clima tropical, como o Brasil, a sazonalidade dos virus
respiratorios é reflexo da influéncia de diferentes fatores como ocorréncia de chuvas,
umidade do ar e temperatura, dificultando a definicdo de um padréo (Moura et al. 20009,
Loh et al. 2011, Gardinassi et al. 2012).

Como referido anteriormente, temperaturas mais baixas, assim como a baixa
umidade relativa do ar podem afetar o sistema imune e trato respiratorio, deixando o
hospedeiro mais suscetivel as infec¢des. Tais condicdes ambientais podem facilitar a
disseminacéo das particulas virais, aumentando a chance de transmissao, o que reflete
na sazonalidade do patégeno (Moura 2010, Paynter 2015). Ademais, dentro de uma
mesma regido pode existir variacdo na circulagdo de patdgenos, visto que em paises de
grandes dimensdes as caracteristicas climaticas podem mudar em diferentes localidades
(Weber et al. 1998, van der Sande et al. 2004).

Diversos estudos em todo o mundo relatam positividade para virus
respiratérios que variam de 35,3% a 84% em criancas com quadros de ITR, com maior
destaque para RSV e rinovirus (Jansen et al. 2011, Martin et al. 2013, Wang et al.
2016).Em populacdo de adultos e idosos também com sintomatologia respiratoria, séo
descritos indices variando de 29,6% a 57,6%, sendo RSV, rinovirus e virus influenza os
mais prevalentes (Yu et al. 2012, Falsey et al. 2014, Stover & Litwin 2014).

Liao et al. (2015) investigaram individuos de 0-60 anos com doenga
respiratoria aguda atendidos em hospitais na China, encontrando prevaléncia global da
infeccdo por pelo menos um virus em 48,4% das amostras. Dentre os virus detectados,
FLU A foi o de maior prevaléncia, seguido por RSV, hMPV e HCoV (25,8%; 22,7%;
11,4% e 10% respectivamente). Quanto a sazonalidade, maior positividade global foi
observada nos meses do verdo e outono, contudo, virus como RSV, FLU B e hMPV
tiveram maior detec¢cdo nos meses de inverno.

Em estudo realizado nos Estados Unidos, durante os meses de inverno de
2008 a 2012, 965 amostras clinicas de swab da oro e nasofaringe provenientes de
adultos apresentando quadro clinico de ITR foram testadas para 10 virus respiratorios.
Destas, 31% apresentaram positividade para pelo menos um dos virus pesquisados. Os
virus mais prevalentes foram os RSV (21%), FLUA (19,7%) e HCoV-OC43 (17,3%),
além disso, sete codeteccbes foram observadas (Branche et al. 2014).

Em Camboja, durante o periodo de 2007 a 2010, Guerrier et al. (2013)
reportaram indice de positividade de 54,8%. O estudo foi conduzido em criangas de

zero a cinco anos de idade com diagnostico clinico de ITRI. Dos virus identificados, os
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mais frequentes foram rinovirus (37%), RSV (34,8%) e os virus parainfluenza (9,2%),
ainda, 4,9% das amostras foram positivas para mais de um virus, com destaque para as
associagOes envolvendo RSV, HRV, HBoV e HAdV. Em relacdo ao perfil sazonal, os
virus HRV e PIV demonstraram circula¢do durante todo o ano, enquanto as infecgdes
por RSV e hMPV tiveram pico na estacdo de maior precipitacao pluviométrica.

Bicer et al. (2013) pesquisaram 14 virus respiratérios em aspirados
nasofaringeos de criangas hospitalizadas com ITR durante 2010-2011, na Turquia.
Positividade de 66,5% foi relatada, com 0s seguintes virus mais prevalentes: RSV
(32%), HAAV (26,2%), PIV 1-4 (19,4%), HRV (18,4%), FLU (12,6%), hMPV
(12,6%), HCoV (2,9%) e HBoV (0,9%). Codetec¢cdes com dois ou mais virus foram
observadas em 20,6% das amostras positivas, com destaque para RSV, HRV e HAdV.
Os virus RSV, FLU, hMPV e HCoV demonstraram maior circulagdo nos meses de
inverno, enquanto HAdV e HBoV foram detectados principalmente em meses quentes.
Ja os parainfluenza e rinovirus circularam durante o ano todo.

Em relagdo a populagdo pediatrica assintomatica, estudos demonstram
indices de deteccdo viral de 27% a 40%, sendo que 0s rinovirus e adenovirus sdo 0s
agentes mais frequentemente observados (van der Zalm et al. 2009, Thavagnanam et al.
2010, Jansen et al. 2011). Um estudo realizado por Jansen et al. (2011) investigou a
presenca de virus respiratérios em criangas com quadro clinico de ITR e em criangas
com auséncia de sintomas respiratorios atendidas em hospital pediatrico de Amsterdam
— Alemanha. Das criancgas sintomaticas, 72% foram positivas para pelo menos um virus
respiratdrio, enquanto a positividade foi de 27% para as crian¢as assintomaticas. Ainda,
codeteccbes foram observadas em 19,1% dos casos sintomaticos e em 3,2% dos
assintomaticos.

No Brasil, os indices de deteccdo de virus respiratorios em populacédo
pediatrica com quadros de infeccdo respiratoria variam de 18,6% a 85,5%, com
destaque para os virus influenza, RSV e rinovirus (Thomazelli et al. 2007, Bezerra et al.
2011, Castro et al. 2015). Em individuos imunocomprometidos e idosos, os indices de
positividade viral estdo entre 38%-60%; influenza, rinovirus e parainfluenza sdo os mais
observados (Carvalho et al. 2013, Lima et al. 2013, Benites et al. 2014).

Em estudo realizado durante 2004 e 2005 em Sdo José do Rio Preto, interior
de S&o Paulo, Gardinassi et al. (2012) avaliaram a positividade de virus respiratorios em
criangas de até seis anos com quadro de infeccdo respiratoria aguda. Pelo menos um

virus respiratorio foi detectado em 54,4% das amostras respiratorias com maiores
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ocorréncias dos virus RSV (42,6%), HRV (42,6%) e PIV3 (9,5%), seguidos de hMPV
(7,4%), PIV1 (6,6%), FLUB (3,3%), FLUA (2,5%) e PIV2 (0,8%). Maior positividade
foi observada durante os meses da primavera em 2004 e do outono de 2005.

Albuquerqgue et al. (2012) descreveram indice de prevaléncia das infeccdes
respiratorias virais de 31,2% em criancas apresentando ITR no estado do Rio de Janeiro,
entre os anos de 2006 e 2007. Oito amostras (3,9%) foram positivas para mais de um
patégeno. Os virus mais prevalentes foram os rinovirus (51,6%), FLUA (7,8%), HBoV
(7,8%), hMPV (7,8%) e RSV (4,7%). A maioria das infeccdes foi detectada nos meses
de junho e novembro, correspondendo ao final do outono, inverno e primavera
(Albuquerque et al. 2012).

No estado de Goias, apenas um estudo foi desenvolvido. Castro (2015)
investigou a presenca de 16 virus respiratorios em populacdo constituida por criancas de
quatro a 14 anos, apresentando ou ndo doenca cronica e com diagnostico clinico de
infecgdo do trato respiratorio. A positividade encontrada foi de 18,6%, com destaque
para HRV (21,4%), FLUA (11,9%) e HAdV (11,9%); quatro casos de codeteccoes
foram identificados. Quanto ao perfil sazonal, maior positividade do RSV foi observada
nos meses de maior umidade relativa do ar e maior precipitacdo pluviométrica. Os virus
influenza foram predominantemente detectados logo apds a temporada de chuvas, 0s
PIVs nos meses de temperaturas baixas e os rinovirus foram detectados durante todo o
ano.

As variacbes nas positividades registradas em cada estudo devem ser
consideradas com cautela, pois envolvem caracteristicas individuais de cada trabalho.
Em um estudo de revisdo, Goka e colaboradores ressaltam que varios fatores
contribuem para heterogeneidade nos resultados dos estudos sobre infec¢des por virus
respiratorios, como por exemplo: nimero de virus testados, ano e época de realizacdo
do estudo, caracteristicas da populacédo recrutada (comorbidades, a idade do paciente,
sexo, estado imunologico), diferencas nos critérios de inclusdo/exclusédo, duracdo dos
estudos e diferenca nos testes de detecgéo utilizados (Goka et al. 2013). Assim sendo, as
diferengas no desenho dos estudos, bem como caracteristicas de cada regido
(geografica/climatica) onde o mesmo é realizado, sdo fatores que contribuem para a
heterogeneidade de resultados e devem ser levados em consideracdo quando
comparados. O Quadro 3 ilustra estudos sobre virus respiratorios em diferentes

populagdes, selecionados com base na metodolia de deteccdo, populagéo de estudo e
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regides geograficas onde o mesmo foi realizado, demonstrando as variagdes entre 0s

diversos trabalhos.
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Quadro 3. Levantamento de estudos de deteccéo viral em amostras respiratorias.

Autor. Pais N Populagao de Amostra Metodologia de indice de Virus com maior indice de co-
! amostral estudo coletada deteccao Positividade | frequéncia de detecgao deteccao
1-14 anos com
Thavagnanam et al. 2010, N . Lavado o 0 HAdV (47,4%), RSV 3,6%
Reino Unido 55 auserezsi?aig:?ggmas broncoalveolar Multiplex-PCR 35% (26,3%) e HRV (15,8%) (2/55)
Wang et al. 2010, 0-9 anos com quadro Swab de N . RSV (24,7%), HBoV 13,8%
China e clinico de ITR nasofaringe PR 521,92 (34,5%) e FLU (22,2%) (113/817)
Frobert et al. 2011, 0-2 anos com quadro Aspirado de . 0 RSV-A (49,1%), RSV-B 27,4%
Franca 3 clinico de ITR nasofaringe Multiplex-PCR 8% (17,5%) e HRV (14%) (20/73)
i Gl AV, 298 a rese?w-tgr?;: ?)u nao Lavado nasal Multiplex-PCR 48,3% DR @22, ey H0 0
Holanda qupa e P 370 (22,2%) e HCoV (7,6%) (32/298)
Guerrier et al. 2013, 0-5 anos com quadro Aspirado de . i 0 HRV (37%), RSV (34,8%) 4,9%
Camboja 1006 clinico de ITR nasofaringe Multiplex-PCR 54.8% e PIV (9,2%) (49/1006)
Bicer et al. 2013, 0-9 anos com quadro Aspirado de . . RSV (32%), HAdV 13,5%
Turquia 49 clinico de ITR nasofaringe | Multiplex-PCR B (26.2%) e PIV/ (19,4%) (21/155)
Heo et al. 2014, Militares com quadro Swab . 0 HAdV (63,9%), FLUA 1,5%
Coréia do Sul 207 clinico de ITR nasofaringe | Multiplex PCR 42% (30,2%) e FLUB (4,6%) (3/207)
Cui et al. 2015, 0-16 anos com Swab de naso e . 0 EV (42,3%), HRV (39,9%) 38,6%
China I quadro clinico de ITR orofaringe AR EPEIR 780 e HCoV (17,5%) (415/1074)
. 3-10 anos com HRV (44,4%), 0
Morlkavgg eg’ltoal. 2015, 200 auséncia de sintomas An;(r)s;rrzs_:e gPCR 22,5% Parechovirus (17,8%) e ( 4/22?))0)
P respiratorios gargare) HAdV (11,1%)
0-4 anos
Wang et al. 2016, Swabs de i q FLUB (27%), FLUA 2,9%
China 3662 | apresentanco Quadio | orofaringe B 353% | (20,0%) e RSV-A (15,3%) | (106/3662)
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Quadro 3. Levantamento de estudos de deteccdo viral em amostras respiratérias. (Continuacéo)

Autor. Pais N Populacio de estudo Amostra Metodologia de Indice de Virus com maior Indice de co-
¢ amostral pulag coletada detec¢do Positividade frequéncia de deteccéo detec¢do
Martinez-Roig et al. 2015, 0-15 anos com Aspirado de N 0 RSV-B (36,1%), HRV 51,4%
Espanha e quadro clinico de ITR nasofaringe PR a0 (29,6%) e RSV-A (28,8%) (238/463)
1-73 anos . e
Self et al. 2015, x Swab nasal ou 0 HRV (39,3%), RSV Néo foi
Estados Unidos 1783 qipa{gfgllﬁ?ggc% %lé T‘?’OR orofaringe aPCR 42,1% (31%), hMPV (19%) avaliado
Thomazelli et al. 2007, 336 0-5 anos com quadro Aspirado de PCR 55 6% RSV (43,3%), hMPV 7,1%
Brasil clinico de ITR nasofaringe 70 (32,1%) e PIV3 (15%) (24/336)
Bezerra et al. 2011, 407 0-5 anos com quadro Aspirado de PCR 85 5 RSV (43,7%), HAdV 39,5%
Brasil clinico de ITR nasofaringe g 70 (29%) e HRV (22,1%) (161/407)
Gardinassi et al. 2012, 279 0-6 anos com quadro Lavados de PCR 54 49 RSV (42,6%), HRV 12,1%
Brasil clinico de ITR nasofaringe A (42,6%), e PIV3 (9,5%) (33/272)
HRV (51,6%), FLUA o
Albuquerque etal. 2012, 205 e anos com | swab nasal PCR ou gPCR 31,2% (7,8%), HBoV (7,8%) e <§’/’30/§)
a hMPV (7,8%)
Silva et al. 2013, 260 0-3 anos com quadro Aspirado de PCR 85 4% RSV (62,6%), hMPV 56%
Brasil clinico de ITR nasofaringe g ' (37,4%) e HRV (24,8%) (146/260)
Carvalho et al. 2013, 33 ~10 anos com quadro Swab PCR 60.6% FLUA (25%), HRV (15%) 12,1%
Brasil clinico de ITR nasofaringe g 070 e PIV (15%) (4/33)
Arruda et al. 2014, 432 0-2 anos com quadro Aspirado de PCR 78.9% RSV (41,9%), HRV 37,3%
Brasil clinico de ITR nasofaringe a >0 (37,2%) e HBoV (24,3%) (161/432)
Benites et al. 2014, 104 0-21 anos com Aspirado de PCR 50% HRV (46,1%), RSV 20,2%
Brasil quadro clinico de ITR nasofaringe g (17,3%) e HCoV (13,5%) (21/104)
Silva et al. 2015, 19-80 anos com 0 HBoV (27,9%), HAdV 4,5%
Brasil 1% quadro clinico de ITR S S el Ll (25,6%) e HRV (16,3%) (6/134)
6-14 anos Aspirado
Castro 2015, ~ . . 0 HRV (21,4%), FLUA 1,8%
Brasil 225 apresentando ou néo nasofaringeo Multiplex-PCR 18,6% (11,9%), HAAV (11,9%) (41225

quadro clinico de ITR

e/ou swab nasal

ITR, Infeccdo do trato respiratério; qPCR, PCR em tempo real; FLU, Virus Influenza; RSV, Virus Sincicial Respiratério; PIV, Virus Parainfluenza; HRV,
Rinovirus; EV, Enterovirus; HCoV, Coronavirus; hMPV, Metapneumovirus; HAdV, Adenovirus; HBoV, Bocavirus

37




2 JUSTIFICATIVA

As infecgbes do trato respiratorio sdo responsaveis por alta taxa de
morbidade e mortalidade, principalmente nos paises em desenvolvimento. As infeccdes
do trato respiratério superior, apesar de consideradas de menor gravidade, acarretam
prejuizos a sociedade em termos de dias de trabalho/escola perdidos, além de custos
econdmicos adicionais a salde. Anualmente, cerca de 1,4 — 1,6 milhdes de criancas
menores de cinco anos morrem devido pneumonia ou outra infeccdo do trato
respiratorio inferior em todo o mundo (WHO 2014c). No Brasil, no periodo de
maio/2014 a maio/2015 foram notificados cerca de 7.724 casos de infeccOes
respiratdrias virais no pais, sendo 50,4% considerados infecces graves (Brasil 2014a,
Brasil 2014b, Brasil 2015b).

A identificacdo do agente etioldgico nos casos de ITRs se torna necessaria,
principalmente, em ambientes de servico de atendimento e urgéncia pediatrica,
auxiliando no direcionamento de intervencdes terapéuticas e otimizando medidas de
controle e prevencdo destas infecgdes, além de reduzir inimeros testes laboratoriais,
diminuindo assim custo econdmico, e ainda conter o uso indiscriminado de antibioticos
(Pavia 2011). Neste sentido, a utilizacdo de técnicas moleculares tem proporcionado
resultados mais sensiveis e com alta especificidade (Mahony et al. 2011, Jartti et al.
2013).

Apesar da importancia de bactérias como agentes de infeccdes do trato
respiratdrio, virus sdo responsaveis por cerca de 80% destas infeccbes em criangas
menores de cinco anos (Ruuskanen et al. 2011, Nair et al. 2012, Niederman & Krilov
2013). O papel destes agentes nas diferentes sindromes respiratorias tem sido
amplamente avaliado na literatura internacional. No Brasil, embora estudos
direcionados a populacdo pediatrica tenham sido descritos (Quadro 3), na Regido
Centro-Oeste sdo escassos, destacando-se a investigacdo conduzida por este grupo em
criangas entre quatro e 16 anos de idade em Goiania-GO.

Neste contexto, considerando a relevancia das infecgdes respiratorias virais
e a lacuna no conhecimento destas informagdes em nossa regido, a realizagcdo do
presente estudo fornecera informacdes a respeito da circulacdo dos principais virus
respiratérios em ambiente hospitalar pediatrico, e assim, contribuira na avaliacdo do
papel destes agentes na etiologia de doencas respiratorias. Este constitui o primeiro

estudo no estado de Goias que avaliou a frequéncia de virus respiratorios em pacientes
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pediatricos com idade entre zero e seis anos atendidos em hospital publico do municipio
de Goiénia e cujos resultados obtidos agregardo conhecimento no campo cientifico,
podendo fornecer dados para a elaboracdo de medidas educativas preventivas e ainda
informacdes para futuras estratégias de imunoprofilaxia que auxiliardo no controle de

infeccdes respiratorias agudas.
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3 OBJETIVOS

3.1

3.2

Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de virus respiratdrios em populacdo pediatrica atendida em

unidade de satde publica do municipio de Goiénia-Goias.

Objetivos especificos

Determinar os indices de deteccdo dos principais virus respiratérios em criangas
atendidas no Hospital Materno Infantil de Goiania (HMI), durante o periodo de um
ano;

Analisar a frequéncia viral em relacdo a presenca ou ndo de sintomas de infeccao
respiratéria aguda;

Relacionar a positividade dos virus com aspectos epidemiolégicos da populacéo
pediatrica estudada;

Avaliar o perfil de circulacéo viral, considerando os fatores climaticos;

Identificar a ocorréncia de codeteccdo dos virus respiratdrios pesquisados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento e Populagéo do Estudo

O presente estudo, de carater transversal observacional, teve sua etapa de
coleta conduzida por um periodo de um ano (maio/2014 a maio/2015) no Hospital
Materno Infantil de Goidnia (HMI). O HMI é referéncia estadual em urgéncia e
emergéncia nas areas de saude da crianca e da mulher, com atendimento 100% de
usuarios do Sistema Unico de Satde (SUS), dedicando-se principalmente a assisténcia
médico-hospitalar, além de contribuir para o ensino e a pesquisa (Brasil 2016).

A populacdo de estudo foi constituida por criancas com idade inferior a seis
anos, atendidas na unidade de pronto-atendimento (emergéncia) bem como em
enfermarias do HMI, constituindo amostra de conveniéncia. Foram estabelecidos dois
grupos de estudo, considerando diferentes critérios de inclusdo. O primeiro grupo foi
composto por criancas apresentando quadro clinico de infeccdo respiratoria,
denominado de grupo sintomatico. Para a definicdo de um quadro sintomaético foram
considerados 0s seguintes critérios: apresentacdo de no minimo dois sinais respiratorios
como tosse, febre ou sibilancia e resultado da ausculta. O segundo grupo foi composto
por criangas que no momento da coleta ndo apresentavam sinais de infeccdo
respiratoria, de acordo com os critérios referidos anteriormente, sendo denominado
grupo assintomatico. As criangas do grupo assintomatico foram atendidas no hospital
por alguma razdo que ndo quadro de infeccdo respiratéria, como por exemplo,
sintomatologia para outras doencas infecciosas, procedimentos cirdrgicos, acidentes,
doencas congeénitas, crises convulsivas, entre outros.

As visitas ao HMI por parte do pesquisador responsavel pela coleta das
amostras ocorreram diariamente no periodo matutino, excluindo-se os finais de semana.
Para a selecdo das criancas, primeiro procedeu-se uma abordagem direta dos possiveis
casos elegiveis (criancas com idade inferior a seis anos). As fichas de avaliacdo clinica
destas criangas foram revisadas pelo membro da equipe de pesquisa para confirmar a
possibilidade de participacdo no estudo e determinar em qual grupo o individuo seria
incluido de acordo com os critérios referidos anteriormente.

Apos identificacdo dos casos elegiveis, procedeu-se o recrutamento dos
pacientes e esclarecimentos a respeito da pesquisa e metodologia de coleta da amostra.

Em caso de consentimento, foi obtida a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (TCLE — Anexo A) pelos pais ou responsaveis, seguida pela entrevista para
preenchimento do questionario contendo dados clinicos e epidemiolédgicos (Anexo B).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goids - CAAE:
37305314.7.0000.5078 (Anexo C).

4.2 Coleta e Preparo das Amostras Clinicas

Apbs assinatura do TCLE e preenchimento do questionério, se procedeu a
coleta de uma amostra de swab nasal (Swab de nylon - FLOQSwabs, Copan, Brescia,
Itdlia) de uma narina, sendo realizada pelo membro da equipe de pesquisadores, no
ambiente de atendimento nas respectivas unidades do Hospital. Os swabs foram
coletados conforme descrito por Lambert (2008), armazenados em tubo estéril contendo
2 mL de meio de transporte MEM (Meio Minimo Essencial, Gibco, Life Techonologies,
Estados Unidos), fechados e identificados adequadamente. As amostras foram
conservadas e transportadas refrigeradas em até quatro horas para o Laboratério de
Virologia Humana do IPTSP/UFG, onde foram imediatamente processadas.

O processamento dos swabs coletados foi realizado a fim de obter uma
solucdo homogénea sem células. Brevemente, o swab ja em meio essencial minimo foi
homogeneizado em vortex (Vertex QL901) com o objetivo de liberar qualquer célula do
swab para o meio. Em seguida, o swab foi retirado do tubo, seguindo centrifugacdo a
1300 rpm (rotagdo por minuto), 10°C por 10 minutos. O sobrenadante foi separado do
sedimento celular e armazenado adequadamente em criotubo a -80°C até a realizacao

dos ensaios moleculares (Figura 4).
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Abordagem dos possiveis
pacientes elegiveis

Avaliacéo das fichas clinicas

Pacientes ndo-elegiveis para
0 estudo

Pacientes elegiveis para o
estudo

Classificacdo nos grupos

Grupo sintomatico Grupo assintomatico

Extracdo do material genético

Transcri¢ao reversa

S e PCRMVR*ZPIV 1
* FLUA * RSV-A * HRY . PIV_2
: Etﬂg TROVB * HCOV-OC43  * PIV-3

) * HCoV-229E  * PIV-4

PCRMVR3
* HAdV * HBoV
* hMPV

Eletroforese em gel de agarose

Analise dos resultados e associagdo com

dados disponiveis nas fichas clinicas e
questionarios

L)

l Analises estatisticas |

Figura 4. Fluxograma do estudo.

43



4.3 Triagem Molecular

4.3.1 Extracdo do Material Genético

O material genético viral (RNA ou DNA) foi extraido a partir de 200 pL da
amostra processada utilizando o Kit QIAamp® Cador® Pathogen Mini Kit (Qiagen,
Alemanha), seguindo as instrucfes do fabricante. Resumidamente, as amostras foram
tratadas com proteinase K e RNA carreador com posterior homogeneizacdo em vortex.
Apos adicdo do tampdo de lise e nova homogeneizacdo, o lisado foi transferido para
mini-colunas de eluicdo fornecidas pelo kit. Posteriormente duas etapas de lavagem com
tampdes especificos foram realizadas e, ao final do processo, foi obtido um eluido de
150 pL por amostra extraida, o qual foi armazenado em freezer -80°C até utilizacdo em

ensaios moleculares.

4.3.2 Transcricdo Reversa

Para a pesquisa molecular dos virus com material genético RNA, 20uL do
produto de extragdo foram submetidos a reacdo de transcricdo reversa (reverse
transcription — RT) para sintese do DNA complementar (cDNA). A mistura de reacao
foi preparada contendo iniciador randémico (0,03 uM) (Random Primer — Invitrogen®
Life Techonologies, EUA), agua DEPC, 1 mM de cada desoxirribonucleotideo
trifosfatado (dNTP — Invitrogen®), 80 U da enzima transcriptase reversa (MMLV -
Invitrogen®), 1mM de cloreto de magnésio (MgCl,), tampdo 10X (menos MgCl,) e 24
U de enzima inibidora de ribonuclease (RNAseOUT - Invitrogen®) para um volume
final de 50 pL. A reacdo foi entdo processada em termociclador (Mastercycler
Personal/Eppendorf) com ciclo Unico de 25°C por cinco minutos, 42°C por 10 minutos,
50°C por 20 minutos e 85°C por cinco minutos.

4.3.3 Reacdo em Cadeia pela Polimerase

O produto da reacdo de transcricdo reversa foi entdo submetido a trés
reaces multiplex nested-PCR para a deteccdo de 16 virus respiratérios (Influenza A, B
e C, Virus sincicial respiratério A e B, Parainfluenza 1-4, Coronavirus 229E e OC43,

Enterovirus, Rinovirus, Bocavirus, Metapneumovirus e Adenovirus). Foram utilizados
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iniciadores e protocolos previamente descritos por Coiras e colaboradores (2003, 2004),
Avellon et al. (2001), Lépez-Huertas et al. (2005), Pozo et al. (2007), Allard et al.
(1992), Puig et al. (1994), adaptados por Castro (2015). Assim, trés reacdes compostas
por duas etapas de amplificacdo foram estabelecidas: Multiplex virus respiratorios 1 -
MVRL1 (FLU A, B e C, RSV A e B), Multiplex virus respiratorios 2 - MVR2 (PIV 1 -4,
HCoV 229E e OC43, HRV e EV) e Multiplex virus respiratorios 3 — MVR3 (hMPV,
HAdV e HBoV). Todas as amostras coletadas foram submetidas aos trés protocolos e,
posteriormente, as amostras positivas foram confirmadas por um monoplex-PCR.

PCRMVR1 — Primeira amplificagdo. A 4 pL do cDNA previamente
sintetizado, foram adicionados 0,3 mM de cada um dos iniciadores especificos (Quadro
4), agua MilliQ e mix comercial para PCR (GoTaq Colorless Master Mix — Promega
corporation, EUA — 50 U/mL de Tag DNA polimerase, tampdo da reacdo — pH 8,5, 400
UM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 400 uM dCTP e 3 mM MgCl,), completando
um volume final de 25 pL. O sistema de reacdo foi entdo submetido a seguinte
ciclagem: desnaturacdo inicial a 94°C por dois minutos, 45 ciclos de desnaturacéo (94°C
por 30 segundos), anelamento (50°C, dois minutos) e extensdo (68°C, um minuto), e
uma extenséo final a 68°C por 10 minutos.

Segunda amplificacdo. A reagdo de nested-PCR foi realizada utilizando 2
puL do produto da primeira amplificacdo, os mesmos reagentes e concentracdes da
primeira etapa, diferindo apenas nos iniciadores utilizados (Quadro 4). A ciclagem
utilizada consistiu de desnaturacdo inicial a 95°C por quatro minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por um minuto e extensao a

72°C por 30 segundos, seguido de extensao final a 72°C por 10 minutos.

Quadro 4 - Sequéncias dos iniciadores utilizados na reacdo PCRMVRL.

Nome | Sequéncia 5° — 3’ | Regifio Alvo | Fragmento (pb)

Primeira amplificacio

FIUAC1 GAACTCRTYCYWWATSWCAAWGRRGAAAT NP
FluB1 ACAGAGATAAAGAAGAGCGTCTACAA NP
FIUABC | ATKGCGCWYRAYAMWCTYARRTCTTCAWAIGC NP
RSVAB | ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT F
RSVAB | AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATTC F

Segunda amplificagéo

FIUAB3 GATCAAGTGAKMGRRAGYMGRAAYCCAGG NP 301 (FLUA)
FIuC3 AAATTGGAATTTGTTCCTTTCAAGGGACA NP 226 (FLUB)
FIUAC4 | TCTTCAWATGCARSWSMAWKGCATGCCATC NP

FluB4 CTTAATATGGAAACAGGTGTTGCCATATT NP 111 (FLUC)
RSVA3 TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC F 363 (RSVA)
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RSVA4 AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT F
RSVB3 ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG F 611 (RSVB)
RSVB4 GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG F

NP, Nucleoproteina; F, Fuséo

PCRMVR2 — Primeira amplificacdo. A reacdo foi realizada com 4 pL do

cDNA sintetizado, 0,16 mM de cada iniciador (Quadro 5), &gua MilliQ e mix comercial

para PCR (GoTaqg Colorless Master Mix — Promega corporation, EUA — 50 U/mL de
Tagq DNA polimerase, tampéo da reacdo — pH 8,5, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400
UM dTTP, 400 uM dCTP e 3 mM MgCl,), para um volume final de 25 pL. A ciclagem

utilizada foi composta por desnaturagéo inicial a 94°C por trés minutos, 45 ciclos de

desnaturacdo (94°C por 30 segundos), anelamento (55°C, 90 segundos), extenséo (72°C,

um minuto) e, por ultimo, uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Segunda amplificacdo. A 2 pL do produto da primeira etapa, foram

adicionados os mesmos reagentes da primeira amplificacdo, alterando-se o conjunto e

concentracéo de iniciadores, a 0,2 mM (Quadro 5). A ciclagem utilizada foi a mesma da

segunda amplificacéo utilizada para 0o PCRMVRL.

Quadro 5 - Sequéncias dos iniciadores utilizados na reacdo PCRMVR2.

Nome | Sequéncia 5° — 3’ | Regido Alvo | Fragmento (pb)
Primeira amplificacio

1-PIV13 AGGWTGYSMRGATATAGGRAARTCATA HN
2-PIV13 CTWGTATATATRTAGATCTTKTTRCCTAGT HN

1-PIV2 TAATTCCTCTTAAAATTGACAGTATCGA HN

1-PIV4 ATCCAGARRGACGTCACATCAACTCAT 5’UTR-HA
2-PIV24 TRAGRCCMCCATAYAMRGGAAATA HN
1-HCoV TGTGCCATAGARGAYWTACTTTTT S
2-HCoV AACCGCTTKYACCAKCAAYGCACA S
1-EV/IRV CTCCGGCCCCTGAATRYGGCTAA 5’UTR-VP4/VP2
2-EV/RV TCIGGIARYTTCCASYACCAICC 5’UTR-VP4/VP2

Segunda amplificagéo

3-PIV13 ACGACAAYAGGAARTCATGYTCT HN 439 (P1V1)
4-PIV1 GACAACAATCTTTGGCCTATCAGATA AN
4-PIV3 GAGTTGACCATCCTYCTRTCTGAAAAC AN 390 (PIV3)
3-PIV24 | CYMAYGGRTGYAYTMGAATWCCATCATT AN 207 (PIV2)
4-PIV2 GCTAGATCAGTTGTGGCATAATCT AN 174 (PIV4)
4-PIV4 TGACTATRCTCGACYTTRAAATAAGG HN
3-HCoV TTGTGCGCAATGTTATAAWGGYAT 5 630 (229E)
4-HCoV GATAATRTGAGTRCCATTWCCACA S 587 (OC43)
3-EV/RV ACCRASTACTTTGGGTRWCCGTG 5"UTR-VP4/VP2 226 (EV)
4-EVIRV CTGTGTTGAWACYTGAGCICCCA 5"UTR-VP4/VP2 110 (HRV)

HN, Hemaglutinina-Neuraminidase; S, Espicula; 5’UTR, Regido 5’ ndo codificante; HA,
Hemaglutinina; VP, Proteina do capsideo viral
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PCRMVR3 - Primeira amplificacio. Para volume final de 25 pL, foram
utilizados 2,5 pL do cDNA sintetizado, 0,24 mM de cada iniciador especifico (Quadro
6), agua MiliQ e mix comercial para PCR (GoTaq Colorless Master Mix — Promega
corporation, USA — 50 U/mL de Tag DNA polimerase, tampéo da reacdo — pH 8,5, 400
UM dATP, 400 pM dGTP, 400 uM dTTP, 400 uM dCTP e 3 mM MgCl,). A
amplificacdo foi realizada sob as seguintes condicGes: desnaturacdo inicial a 94°C por
trés minutos, 40 ciclos de desnaturacdo (94°C por 30 segundos), anelamento (53°C, um
minuto) e extensdo (72°C, 40 segundos) e a etapa final de extensdo a 72°C por 10
minutos.

Segunda amplificacdo. A reacdo foi feita sob as mesmas condi¢bes da
primeira amplificacdo, exceto os iniciadores (Quadro 6) e a quantidade de produto
inicial (2 pL do amplicon da primeira reacdo). A ciclagem foi a seguinte: desnaturacao
inicial a 94°C por trés minutos, 30 ciclos de desnaturacdo (94°C por 3 minutos),
anelamento (55°C, um minuto), extensdo (72°C, 40 segundos) e a etapa final de

extensdo a 72°C por 10 minutos.

Quadro 6 - Sequéncias dos iniciadores utilizados na reacdo PCRMVR3.

Nome | Sequéncia 5’ — 3’ | Regido Alvo | Fragmento (pb)
Primeira amplificacio
M1S GAGTCCTACCTAGTAGACAC Matriz
M1A TTGTYCCTTGRTGRCTCCA Matriz
HBOV1f CACAGGAGCMGGAGYCGCAG NP-1/VP1/VP2
HBOV1r CCAAGATATYTRTATCCAGG NP-1/VP1/VP2
ADHEX1f AACACCTAYGASTACATGAAC Hexon
ADHEX1r ACCTTGAAGKCBTTCCTACA Hexon
hexAA1885 GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC Hexon
hexAA1913 CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT Hexon

Segunda amplificagéo

M1S Matriz
M2A TCTTGCAKATYYTRCTKATGCT Matriz 718 (NMPV)
HBOV2f GTGGTGTGGGTTCTACTGGC NP-1/VP1/VP2
HBOV2r CTACGGTACACATCATCCCAG NP-1/VP1/VP2 243 (HBoV)
ADHEX2f CCCMTTYAACCACCACCG Hexon 168 (HAAV)
ADHEX2r TTGTACGARATGGGGTAK Hexon
nexAA1893 GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG Hexon 142 (HAAV)
nexAA1905 | TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC Hexon

NP, Nucleoproteina; VP , Proteina do Capsideo
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4.3.4 Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos de amplificacdo (10 pL), assim como o padrao de peso
molecular DNA ladder (Invitrogen), foram misturados a 1 uL. do tampao de corante da
amostra (Azul de bromofenol; Xilenocianol; Glicerol) e submetidos a uma eletroforese
em gel de agarose (Invitrogen) a 2,0% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo e
tampdo TBE 0,5X (Tris/Borato/EDTA). Posteriormente, o gel foi examinado em
transluminador (Vilbert Loumart) com luz ultravioleta para a visualizacdo dos

fragmentos de DNA de tamanho esperado.

4.4 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos a partir dos questionarios e fichas clinicas dos pacientes
foram reunidos e digitalizados. Realizou-se avaliacdo das informacgfes disponiveis e
planilhas foram construidas a partir das mesmas, juntamente com os resultados.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Epi Info
versdo 7, sendo aplicado o teste de qui-quadrado (y2) e, quando adequado, o teste exato
de Fisher, com intervalo de confianga de 95%. Utilizou-se também o programa IBM
SPSS Statistics, versdo 20, para a analise de variancia.
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5 RESULTADOS

Durante o periodo de maio de 2014 a maio de 2015, 251 criangas foram
incluidas no estudo e uma amostra de swab respiratorio foi coletada de cada
participante, com média de 21 coletas por més. Dentre os pacientes envolvidos no
estudo, 55,8% eram do sexo masculino e 75,7% tinham de 0-24 meses de idade. Em
relacdo aos sintomas, 55% das criangas constituiram o grupo sintomético e 45% foram
incluidas no grupo assintomatico, posto que o numero de amostras coletadas
mensalmente foi similar entre os dois grupos. Outras caracteristicas da populacdo de

estudo estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas da populacao e indice de positividade viral nas amostras pesquisadas.

Caracteristicas N (%0) Positividade viral (%0) P
Género
Masculino 140 (55,8) 57/140 (40,7) 0,07
Feminino 111 (44,2) 33/111 (29,7)
Idade
0 — 24 meses 190 (75,7) 71/190 (37,4)
25 — 48 meses 39 (15,5) 13/39 (33,3) 0,6
49 — 72 meses 22 (8,8) 6/22 (27,3) 0,3

Unidade de coleta

Pronto-Socorro 152 (60,6) 58/152 (38,2)
Enfermaria 91 (36,2) 28/91 (30,8) 0,2
Sem informagéo 8(3,2) 4/8 (50)

Presenca de sintomas
Respiratérios

Sim 138 (55) 51/138 (37) 0.7
Nao 113 (45) 39/113 (34,5) '
Periodo de coleta

Seco 133 (53) 54/133 (40,6) 0.09
Chuvoso 118 (47) 36/118 (30,5) '
TOTAL 251 (100) 90/251 (35,9)
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O indice global de positividade para pelo menos um virus respiratério foi de
35,9% (90/251). Nao houve diferenga estatisticamente significativa considerando a
positividade viral em relacdo as caracteristicas idade, presenca de sintomas e unidade de
coleta. Criancas do sexo masculino apresentaram positividade mais elevada (p = 0,07),
assim como o observado para as amostras coletadas durante periodo seco (p = 0,09)
(Tabela 1).

Dentre as 90 amostras positivas, 74 foram positivas para um anico
patdgeno, enquanto 11 apresentaram positividade para dois virus, quatro amostras para
trés agentes virais e uma foi positiva para cinco virus respiratorios, totalizando 113
patdgenos identificados. O virus com maior frequéncia de deteccdo foi o rinovirus,
representando 31% (35/113) dos agentes observados, seguido por RSV (27,4%; RSV-A
- 25/113 e RSV-B - 6/113), PIV (13,3%; PIV-4 — 6/113, PIV-3 - 5/113, PIV-1-2/113 e
PIV-2 — 2/113), adenovirus (10,7% - 12/113), influenza (9,7%; FLUC — 8/113, FLUB -
2/113 e FLUA - 1/113), bocavirus (5,3% - 6/113) e HCoV (2,6%; HCoV-229E — 2/113
e HCoV-0OC43 — 1/113). Os patdgenos enterovirus e metapneumovirus humano néo

foram observados no presente estudo (Figura 5).

HBoV
HAdV 5,3%

10,7%

HCoV-229E

0,9% HRV

HCoV- 0C43 31,0% W HRV
()
1,7% CIRSV
PIV-4
3% mFLU
PIV-3 mPIV
4,4% ® HCoV
® HAdV
PIV-2
m HBoV

1,7% FLUA RSV-B
0,9% 5,3%

Figura 5. Distribuicdo dos virus respiratorios identificados.

Em relagdo a faixa etaria, observou-se maior positividade entre o0s

individuos de 0-24 meses (37,4%), embora tal diferenga ndo tenha sido estatisticamente
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significativa, como referido anteriormente. Entretanto, a distribuicdo dos virus
identificados por cada grupo etario demonstra predominancia de alguns patdégenos em
grupos especificos (Figura 6): o virus sincicial respiratério predominou em criangas
com até 24 meses, bem como o adenovirus. Em contrapartida, os virus parainfluenza
tiveram predominancia no grupo de criangas com 29-48 meses e os influenza se
destacaram em criancas de 49 a 72 meses de idade (p<0,05). Por fim, observou-se que
0S coronavirus apresentaram predominancia em criangas entre 12 e 24 meses de idade

(p<0,05), embora o dado ndo seja ilustrado na figura abaixo.
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0-24 meses 25-48 meses 49-72 meses

Figura 6. Distribuicdo dos virus respiratérios identificados por faixa etaria.

Embora néo tenha sido observada diferenca estatisticamente significativa no
indice de positividade global entre os grupos analisados (sintomatico e assintomatico).
Analise considerando cada grupo de estudo separadamente demonstrou indices
significantes entre o grupo de criangas sintomaticas (Tabela 2). Neste sentido, maiores
indices foram identificados entre criangcas do grupo etario de 0-24 meses e entre as
amostras coletadas durante o periodo seco (p<0,05). Para o grupo assintomatico,

nenhuma diferenca significativa pode ser observada.
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Tabela 2. Positividade viral em relagdo as caracteristicas da populagdo para os dois grupos de
estudo.

Sintomaticos Assintomaticos
Positivo/N (%) p X? Positivo/N (%) p X?

Sexo
Feminino 18/62 (29 15/49 (30,6

. (@9) 0,08 3,0 (306) 0,4 0,5
Masculino 33/76 (43,4) 24/64 (37,5)
Idade
0-24 meses 42/100 (42) 29/90 (32,2)
25-48 meses 6/23 (26,1) 0,04 3,9 7/16 (43,7) 0,4 0,6
49-72 meses 3/15 (20) 3/7 (42,9)
Unidade de coleta
Pronto-socorro 35/90 (38,9) 23/62 (37,1)
Enfermaria 12/40 (30) 0.3 0.9 16/51 (31,4) 0.5 0.4
Periodo de coleta
Seco 35/78 (44,9) 19/55 (34,5)

0,02 4,8 0,9 0,0

Chuvoso 16/60 (26,7) 20/58 (34,5)

Entre as criancas do grupo sintomatico (N=138), a avaliacdo considerando
os sintomas descritos demonstrou que a associacdo febre, tosse e sibilancia foi a mais
frequente, presente em 77,5% dos pacientes, seguida de febre e tosse (20,3%) e a
associacao tosse e sibilancia foi relatada para 2,1% dos individuos, observando-se
distribuicdo similar para as criangas com positividade viral ou ndo (Tabela 3).

Tabela 3. Manifestagdes clinicas descritas no grupo sintomaético e positividade viral (N=138).

Sintomas Amostras positivas ~ Amostras negativas Total
(%) N =51 (%) N = 87
Febre, tosse e sibilancia 40/51 (78,4) 67/87 (77) 107/138 (77,5)
Febre e tosse 10/51 (19,7) 18/87 (20,7) 28/138 (20,3)
Tosse e sibilancia 1/51 (2) 2/87 (2,3) 1/138 (2,1)

Adicionalmente, os dois grupos populacionais apresentaram um perfil
distinto dos virus identificados (Figura 7). O grupo sintomatico apresentou maior

variedade no nimero de agentes detectados. Destaca-se a ocorréncia dos virus PIV-1,
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PIV-2, FLU A e FLU B somente neste grupo, enquanto os coronavirus foram
identificados exclusivamente nos pacientes assintomaticos. Nao obstante, os virus RSV

e HRV foram os mais observados em ambos 0s grupos.

2,4%

28,6%

5,6%
1.4%
2,8%
8 4% 4 8%
4,8%
31,0% 30,9%

R5V-A M R5V-B MFLUA MFLUB MFLUC M HRV B PIV-1
HPIV-2 HPV-3 BPIV-4 BHAdYV BHBoV B HCoV-OC43 M HCoV-229E

Figura 7. Distribuicdo viral em relagdo aos grupos de estudo, grupo sintomético (A) e grupo
assintomatico (B).

Foi observada positividade viral durante todo o periodo do estudo, de
maio/2014 a maio/2015, com exce¢do do més de mar¢o/2014, onde ndao houve deteccéo.
Embora numero semelhante de amostras tenha sido coletado entre as estagdes chuvosa e
seca, maior positividade viral foi observada durante os meses de menor precipitagdo
pluviométrica, menores temperaturas e menor umidade relativa do ar (UR),
caracterizando o periodo seco do ano, compreendendo 0s meses de maio a setembro,

contudo sem significancia estatistica (Figura 8).
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Considerando a positividade para cada um dos virus em relacdo ao periodo
de coleta, foi possivel observar alguns perfis temporais (Figura 9). O virus sincicial
respiratorio teve maior percentual de positividade durante os meses de periodo seco
(maio a setembro) (p<0,001), bem como os virus influenza e rinovirus (p<0,05). Em
contrapartida, os parainfluenza e adenovirus apresentaram maior positividade durante
meses chuvosos (outubro a fevereiro) (p<0,05), o que também foi observado para os
coronavirus (outubro e novembro). Por fim, os bocavirus foram observados de maneira
similar durante as duas estacfes. Embora a identificacdo destas tendéncias temporais,
ndo é possivel definir um perfil sazonal para estes agentes, considerando o pequeno

namero de amostras positivas, bem como o periodo restrito de 13 meses avaliados.
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Figura 9. Distribuicdo dos virus respiratorios identificados durante os meses de estudo.

As 16 amostras que foram positivas para mais de um virus representam um
indice de codeteccédo de 6,4%, sendo os virus RSV ou HRV 0s mais comuns, presentes
em 15 amostras. Ainda, 0 grupo de pacientes sintomaticos apresentou maior numero de
codetecgOes (81,2% - 13/16) quando comparado as observadas no grupo assintomatico
(p<0,05). Quanto a faixa etéria, 93,7% (15/16) dessas amostras eram de criangas com 0-

24 meses de idade, embora sem significancia estatistica (Tabela 4).
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Tabela 4. Amostras positivas para mais de um virus.

Codeteccdes NUmero de amostras Idade (meses)
Grupo sintomatico
HRV+ RSV-A 2 4:10
HRV + HAdV 1 3
HRV + HBoV 1 11
RSV-A + HBoV 1 0
RSV-A + HAdV 1 1
RSV-A+FLUC 1 6
RSV-B + FLU A 1 9
HRV + RSV-B + PIV-1 1 11
HRV + HBoV + FLU C 1 5
HRV + RSV-B + PIV-4 1 2
RSV-A + HAdV + PIV-1 1 24
HRV + HAdV + RSV-A + FLU B + PIV-4 1 8
Grupo assintomatico
HRV + RSV-A 1 14
HRV + PIV-4 1 31
HAdV + HCoV-0C43 1 16
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6 DISCUSSAO

A importancia clinica-epidemioldgica das infeccBGes respiratdrias virais
encontra-se bem estabelecida em todo o mundo (Niederman & Krilov 2013). Neste
contexto, a evolucdo das técnicas moleculares contribuiu de maneira determinante, em
especial com o desenvolvimento de protocolos multiplex para a deteccdo de diferentes
agentes, constituindo ferramenta répida, sensivel e precisa de pesquisa laboratorial
(Jartti et al. 2013). Apesar deste avango, 0 presente estudo constitui a primeira
investigacdo da ocorréncia de virus respiratérios em populacdo pediatrica de zero a seis
anos de idade realizada na Regido Centro-Oeste, especificamente no estado de Goiés.
Foi descrito um indice de positividade global de 35,9% em populagcdo composta por
criancas apresentando ou ndo quadro clinico de infeccdo respiratoria. indice inferior
(18,6%) foi relatado no estudo desenvolvido por Castro (2015), o qual, no entanto,
avaliou criancas e adolescentes de quatro a 16 anos de idade apresentando ou néo
doenca crénica e com diagndstico clinico de infeccdo do trato respiratorio.

A literatura mundial apresenta avaliagdes similares em diferentes grupos
populacionais, recebendo destaque criancas entre zero e dois anos de idade com quadro
de infeccdo do trato respiratério. Em estudos mais recentes desenvolvidos em populagao
semelhante a do presente estudo e baseados em técnicas moleculares, foram observados
indices variando de 35,3% em Suzhou — China (Wang et al. 2016) até 84% em
Washington - Estados Unidos (Martin et al. 2013). O estudo desenvolvido em
Washington avaliou criangas com até dois anos e meio de idade, tendo sido coletada
mais de uma amostra por crianga em intervalos de sete a 10 dias, fatores estes que
podem ter influenciado o alto indice observado (Martin et al. 2013).

No Brasil, trabalhos também realizados em populacdo pediatrica com ITR
descrevem percentual de deteccdo que variam de 31,2% no estado do Rio de Janeiro
(Albuquerque et al. 2012) a 85,5% em Recife - Pernambuco (Bezerra et al. 2011).
Embora o estudo de Bezerra et al. (2011) tenha avaliado populagdo semelhante ao do
presente estudo, a investigacdo laboratorial foi realizada pela técnica de gPCR, cuja
sensibilidade é maior quando comparada ao PCR convencional ou multiplex. Além
disso, de acordo com os autores, o alto indice de positividade reflete 0 ambiente no qual
as criangas vivem, uma vez que a maioria era proveniente de familia com baixo nivel

socioecondmico e vivendo em habitacGes precarias e superlotadas (Bezerra et al. 2011).

57



Neste contexto, ressalta-se que para a interpretacdo de avaliagOes
considerando agentes virais respiratorios, diferentes aspectos devem ser considerados.
Fatores intrinsecos (método de deteccdo, agentes pesquisados, populacdo de estudo,
periodo e ambiente de coleta), bem como caracteristicas extrinsecas (regido
geogréfica/climética) influenciam nos achados e podem estar relacionados com certas
variagOes entre os estudos.

Considerando os virus identificados, observou-se predominancia dos
rinovirus (31%) e virus sincicial respiratorio (27,4%), seguidos pelos virus
parainfluenza (13,3%), adenovirus (10,7%), influenza (9,7%), bocavirus (5,3%) e
coronavirus (2,6%). Os agentes rinovirus e virus sincicial respiratorio tém sido
reconhecidos por inimeros estudos como patdgenos prevalentes em populacdo
pediatrica. Dentre esses, estudo realizado em Camboja por Guerrier e colaboradores
(2013), cuja populagédo foi composta por pacientes de zero a cinco anos apresentando
quadro clinico de infeccdo respiratoria, observou predominancia do HRV e RSV,
identificados em 37% e 34,8% das amostras positivas, respectivamente, seguidos pelos
virus parainfluenza (9,2%) e metapneumovirus (8%). Martinez-Roig et al. (2015), em
Barcelona — Espanha, reportaram maior positividade para o RSV-B (36,1%) em
criangas e adolescentes de até 15 anos com infecgdo respiratoria aguda. Os rinovirus
também foram frequentes (29,6%), bem como RSV-A (28,8%), influenza A (24,1%) e
bocavirus (20%) (Martinez-Roig et al. 2015). Em estudo recente realizado no Vietnd,
por Tran e colaboradores (2016), houve clara predominéncia dos HRV (30%) e RSV
(23,8%) em amostras positivas provenientes de pacientes hospitalizados, de zero a 14
anos, apresentando ITR, uma vez que 0s outros agentes identificados apresentaram
positividade bem inferior: bocavirus (7,2%), PIV 1 (5,3%), PIV-3 (3,3%) e FLU A
(3,2%) (Tran et al. 2016).

No Brasil, achados similares ilustram a importancia dos rinovirus e virus
sincicial respiratdrio para a populacdo pediatrica. Na Regido Nordeste do pais, Recife-
Pernambuco, Bezerra et al. (2011) evidenciaram maior frequéncia dos RSV, adenovirus
e rinovirus, presentes em 43,7%, 29% e 22,1% das amostras positivas, respectivamente.
Os virus HCoV e FLU (A e B) demonstraram baixa positividade, semelhante ao
observado no presente estudo. Arruda et al. (2014) tambeém observaram predominancia
dos RSV (41,9%) e HRV (37,2%) em estudo realizado nas cidades de Curitiba, Porto
Alegre e Ribeirdo Preto, e em menor escala dos agentes HBoV (24,3%), hMPV (21,4%)
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e influenza (17%). O estudo foi conduzido em populacdo pediétrica, de zero a dois anos
de idade, hospitalizada, apresentando quadro clinico de ITR (Arruda et al. 2014).

Ademais, de acordo com informacGes obtidas nos boletins epidemioldgicos
nacional e estadual referentes ao periodo do presente estudo, em relacdo aos casos de
infecgBes por virus respiratorios no pais, houve predominio dos virus RSV, HRV e
influenza A e B, com picos de detec¢do de maio a setembro do ano de 2014, posto que
RSV e HRV predominaram em individuos menores de cinco anos, enquanto influenza
foi mais frequente em individuos de 20-49 anos (Brasil 2014, Goias 2014).
Considerando o ano de 2015, até o més de maio, o perfil das infeccBes respiratorias foi
semelhante ao descrito em 2014 (Brasil 2015, Goiéas 2015).

Refletindo o descrito no levantamento epidemioldgico do Brasil, a
positividade para os FLU nesta populacdo foi baixa. Diversos estudos, no mundo e no
Brasil, tém relatado essa baixa frequéncia dos virus influenza em populagdo composta
por criangas mais novas (Khamis et al. 2012, Martin et al. 2013, Giamberardino et al.
2016). No presente estudo, dentre as amostras positivas para o virus influenza,
observou-se maior positividade para o virus FLU C, diferente do relatado por outras
investigagOes, as quais descrevem maior prevaléncia dos virus FLU A e B (Calvo et al.
2013, Smith et al. 2016). No Brasil, a0 nosso conhecimento, a investigacdo do FLU C
foi realizada por Nascimento et al. 1991, no Rio de Janeiro, em criangas com até quatro
anos de idade com ITR utilizando imunofluorescéncia, onde o virus nao foi
identificado. Em 2000, Motta et al. descreveram, também no Rio de Janeiro, estudo
soroldgico em adultos hospitalizados com percentual de positividade de 56,7% para
anticorpos contrao FLU C.

Ressalta-se assim que poucos trabalhos investigaram a respeito da
ocorréncia do virus influenza C, sendo sua epidemiologia pouco descrita. Ademais, 0s
levantamentos epidemioldgicos do sistema de vigilancia nacional ndo descrevem a
ocorréncia desta espécie. Este menor interesse deve estar associado ao fato de que a sua
infeccdo é considerada ser de menor gravidade quando comparada aos outros influenza
(Wright et al. 2013), entretanto, estudos descreveram infec¢Ges do trato respiratério
inferior associadas ao mesmo (Principi et al. 2013, Shimizu et al. 2015). O FLU C é um
patdgeno que tem sido sugerido como comum da infancia, uma vez que uma alta
parcela da populacdo adulta possui anticorpos contra 0 mesmo (Matsuzaki et al. 2014).
N&o obstante, Akinloye et al. (2011) descreveram maior positividade do FLU C em

relacdo aos virus A e B em criancas nigerianas apresentando infeccéo respiratoria, tendo
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sugerido que o periodo de coleta, restrito a quatro meses, representaria a estacdo
caracterizada por baixa ocorréncia (ou circulagao) dos virus influenza A e B.

Na Regido Centro-Oeste, a ocorréncia do FLU C foi descrita por Castro
(2015), com indice de deteccdo de 2,4% dentre as amostras que apresentaram
positividade para algum virus respiratério. Neste sentido, em associa¢do ao resultado
obtido no presente estudo, revela-se um papel expressivo do FLU C em nossa regido e
ainda, destaca-se a relevancia para a vigilancia virologica, da utilizacdo de técnicas
moleculares que permitam a investigacdo de diferentes agentes, bem como informacgoes
a respeito da epidemiologia dos mesmaos.

Embora seja clara e bem definida a presenca dos agentes metapneumovirus
e enterovirus em populacdo pediatrica, os mesmos ndo foram observados em nosso
estudo. Esse achado é consoante com o descrito por Castro (2015), que também néo
identificou a presenca do metapneumovirus em seu estudo, e ainda observou baixa
frequéncia dos enterovirus (7% das amostras positivas), demonstrando que fatores
associados ao proprio padréo de circulacdo podem estar associados com a auséncia de
tais patogenos neste trabalho. Ainda, de acordo com os boletins epidemiol6gicos
nacionais referentes ao periodo do presente estudo, dentre os virus identificados em
infeccOes respiratdrias, 0s metapneumovirus foram os agentes com menor frequéncia.
Destaca-se que o hMPV é um agente relativamente novo, descrito inicialmente em 2001
por van den Hoogen e colaboradores, cujas diferentes metodologias de deteccdo vém
sendo propostas ao longo dos anos, especificamente em relagdo aos melhores
iniciadores utilizados para identificacdo do agente (van den Hoogen et al. 2001, Mahony
etal. 2011).

Em relacdo a faixa etaria, embora sem significancia estatistica, individuos
com até 24 meses de idade apresentaram maior percentual de positividade viral (37,4%),
seguido pelo grupo de 25-48 meses (33,3%) e 49-72 meses (27,3%). Apesar do nimero
amostral ser menor nos grupos de criancas mais velhas, o resultado encontrado reflete o
observado na literatura, onde varios estudos demonstram diferentes prevaléncias em
relacdo a faixa etaria, embora com maior indice de positividade viral em criangas entre
zero e dois anos, consideradas as mais afetadas (Khamis et al. 2012, Bicer et al. 2013,
Silva et al. 2013).

Quanto a distribuicdo dos virus nas diferentes faixas etarias, alguns padroes
puderam ser inferidos. Os virus RSV foram mais frequentes criancas com até 24 meses

de idade (p<0,05), similar com o descrito por Calvo et al. (2015), que também
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identificaram maior proporcdo dos casos de RSV em criangas mais novas (p<0,01).
Ainda, sabe-se que o RSV € reconhecido por ser um patdgeno que atinge principalmente
criancas mais novas, em especial até os seis meses de idade, dado que vem sendo
reforcado por diversos estudos (Khamis et al. 2012, Hall et al. 2013, Nolan et al. 2015).
Concomitante aos RSV, os adenovirus e rinovirus predominaram em criangas mais
jovens, corroborando estudos em diversos paises, inclusive o Brasil (Alonso et al. 2012,
Ampuero et al. 2012, Espinola & Russomando. 2012, Gardinassi et al. 2012, Tran et al.
2016). Em contrapartida, os virus parainfluenza predominaram no grupo composto por
criangas de 25 a 48 meses, enquanto os virus influenza apresentaram maior destaque no
grupo composto por criangas mais velhas, de 49 a 72 meses (p<0,05), fato consoante
com o relatado por diversos autores, que tém descrito maior positividade dos virus
influenza em criancas mais velhas dentro de populacdo pediatrica (Gardinassi et al.
2012, Liu et al. 2015, Wang et al. 2016). Destaca-se ainda a presenga dos coronavirus
em criangcas com idade de 12 a 24 meses (p<0,05). Embora o nimero de amostras
positivas para tal virus seja pequeno, a alta frequéncia dos HCoV em criangas desta
faixa etaria tém sido descrita por diversos estudos (Gaunt et al. 2010, Prill et al. 2012).

Considerando os dois grupos avaliados, positividade semelhante foi
observada entre criancgas sintomaticas (37%) e assintomaticas (34,5%). A deteccdo de
virus em pacientes pediatricos assintomaticos tem sido descrita por outros estudos, com
positividades similares a observada no presente estudo. Thavagnanam e colaboradores
(2010) investigaram a presenca de virus respiratorios em pacientes (de um a 14 anos)
com auséncia de quadro clinico de ITR e identificaram pelo menos um agente viral em
35% da populacdo de estudo. Van der Zalm et al. (2009) e Chonmaitree et al. (2015)
descreveram indice de positividade de 40% e 27%, respectivamente, em populacédo
pediatrica com auséncia de quadro clinico respiratério, também por metodologia
molecular, sugerindo a frequente ocorréncia de virus respiratorios nessa populacao,
embora a positividade tenha sido inferior ao descrito para pacientes sintomaticos
(p<0,05). Ressalta-se que a deteccdo do genoma viral em amostras respiratorias ndo se
correlaciona necessariamente com a replicacdo viral, podendo refletir laténcia ou
excrecdo viral sem a presenca de sintomas, uma vez que a replicacdo do agente no trato
respiratorio pode preceder o aparecimento de sintomas, bem como se estabelecer de
maneira mais prolongada apds a resolugdo dos mesmos.

Dentro do grupo de criangas sintomaticas, maior positividade foi

evidenciada em pacientes com até 24 meses de idade (p< 0,05), e em amostras coletadas
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durante o periodo de seca (p< 0,05). Os achados estdo em concordancia com o descrito
por outros estudos em populagdo pediatrica sintomética (Cui et al. 2015, Lui et al. 2015,
Simiri et al. 2015). J& no grupo de individuos assintomaticos nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi identificada, embora maior percentual de positividade
tenha sido observado nas faixas etarias compostas por criangas entre 25 e 48 meses e
aquelas do sexo masculino.

A distribuicdo dos virus identificados nos dois grupos resultou em perfis
distintos, onde o grupo sintomatico apresentou maior variedade no ndmero de
patdgenos. Neste sentido, alguns agentes como parainfluenza 1 e 2 e influenza A e B
foram encontrados somente neste grupo, embora o0s coronavirus tenham sido
exclusivamente detectados em pacientes assintomaticos. Os patdgenos bocavirus e
FLU-C apresentaram maior positividade no grupo sintomatico, enquanto adenovirus e
RSV-A no grupo assintomatico.

A maior variedade de agentes em pacientes sintomaticos em comparacao a
individuos assintomaticos tém sido relatada por outros autores (Van der Zalm et al.
2009, Jansen et al. 2011, Self et al. 2015). Chonmaitree et al. (2015), em estudo com
criangas no primeiro ano de vida apresentando ou ndo ITR, evidenciaram rinovirus
como agente prevalente em ambos 0s grupos, os coronavirus e PIV-3 tiveram destaque
no grupo assintomatico, RSV, FLU e adenovirus foram predominantes no grupo
sintomatico e bocavirus com prevaléncia igual nos dois grupos. Embora a deteccdo do
agente isoladamente ndo signifique que o0 mesmo seja o responsavel pelo quadro clinico
presente, e assim, pela infeccdo, diversos autores tém demonstrado que agentes como
RSV e influenza estdo associados mais frequentemente com individuos sintomaticos
(p<0,05), sugerindo que estes possam ter maior potencial patogénico que outros agentes
(Jansen et al. 2011, Self et al. 2015). Entretanto, inferéncias a este respeito para 0s
diferentes agentes virais respiratorios sao restritas, existindo a necessidade de avaliagdes
adicionais para melhor compreenséo.

A circulacdo dos virus respiratérios apresenta diferentes padrfes de acordo
com a regido geografica. No geral, em paises de clima temperado, as infecgdes por virus
respiratorios seguem padrdes claros de sazonalidade, sendo mais frequentes no inverno,
associadas a baixa temperatura e menor umidade relativa do ar (Bloom-Feshbach et al.
2013, Sirimi et al. 2015). As mesmas caracteristicas sdo observadas para regides de
clima subtropical (Chen et al. 2014). Para locais de clima tropical, tem sido observada a

influéncia de uma combinacdo de fatores na ocorréncia das ITRs virais, como
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incidéncia de chuvas, temperatura e umidade, que vao se associar positiva ou
negativamente em relacdo a ocorréncia dos patégenos (Murray et al. 2012, Tang & Loh
2014). Acredita-se que a combinacdo de fatores imunes e comportamentais do
hospedeiro, somado a questdes epidemiologicas, aspectos metereoldgicos e
caracteristicas estruturais e genéticas do patdgeno expliquem tais variagdes nos padroes
de circulacdo (Pica & Bouvier 2012, Paynter et al. 2014).

O Brasil € um pais de grandes dimens@es, fato que somado com sua
disposicao geografica, confere uma grande diversidade de subtipos climéticos as suas
regides. A cidade de Goiénia, localizada no centro do estado de Goiés, possui clima
predominante tropical com duas estagdes bem definidas: uma estagdo seca, de maio a
setembro, e uma estacdo chuvosa, de outubro a abril. Por estar em uma regido de alta
altitude, o ar é relativamente seco na maior parte do ano, principalmente entre julho a
setembro, 0s meses em que sdo registrados menores indices de umidade relativa do
ar. As temperaturas mais baixas sdo registradas nos meses de junho a setembro,
enguanto as mais altas entre 0s meses de setembro a dezembro. Entre 0s meses de maio
de 2014 a maio de 2015 foram registradas temperatura média de 25°C, sendo a minima
16°C e méxima registrada 35°C. No mesmo periodo a precipitagdo média foi de 117,7
mm e umidade relativa do ar 59,2 % (IBGE 2016, INMET 2016).

Considerando o cenario geral, na presente avaliacdo maior positividade foi
observada durante o periodo de seca (maio a setembro), com menor precipitacdo
pluviométrica, baixa umidade relativa do ar e menores temperaturas registradas. No
estudo de Castro (2015), também realizado na cidade de Goiania, o percentual de
positividade global foi maior nos meses chuvosos, positivamente associado com a alta
umidade relativa do ar e temperaturas mais quentes. E de relevancia destacar um fator
diferencial importante, uma vez que maior parte da populacdo avaliada correspondia a
criancas maiores de 6 anos e com doencga respiratoria cronica, aspecto que pode
influenciar nas diferencas entre os resultados obtidos.

Como referido, embora em regides de clima temperado o perfil sazonal das
infeccBes virais do trato respiratorio seja bem definido, em regides de clima tropical,
principalmente em climas Umidos, esse perfil ainda € controverso. Em Bangladesh,
Murray et al. (2012) demonstraram associacdo positiva entre precipitacdo pluviometrica
e ocorréncia de ITRs virais (odds = 2.97, intervalo de confianca = 1.87-4.70). Em
contrapartida, Haynes et al. (2013) avaliaram a ocorréncia de ITRs em diversos paises

com clima tropical ou seco e observaram em grande parte das regiGes associagdes
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negativas entre positividade viral e precipitagdo pluviométrica. No Brasil, um estudo em
Fortaleza-Ceard, nordeste do pais, documentou uma associa¢do positiva entre indice de
chuvas e positividade viral (Alonso et al. 2012). Associacdo similar foi reportada em
Salvador por Nascimento-Carvalho et al 2010. No entanto, em S&o Paulo, o indice de
positividade viral foi associado com o periodo de menor precipitacdo pluviométrica e
temperaturas mais frias (Paiva et al. 2012).

Para alguns virus em particular, pdde ser identificado um perfil temporal. A
ocorréncia dos virus influenza, rinovirus e RSV predominou no periodo de estiagem e
frio, durante os meses de maio a agosto, diferente do observado para 0s virus
parainfluenza e adenovirus, identificados principalmente durante os meses chuvosos e
quentes. Os bocavirus foram detectados ao longo dos meses de estudo.

No estudo de Castro (2015), o RSV apresentou pico de deteccdo também
durante a estacdo de maior precipitacdo pluviométrica, bem como os virus influenza,
embora estes tenham apresentado maior pico logo ap6s a temporada chuvosa cuja
temperatura minima média encontrava-se em declinio. Os rinovirus apresentaram
deteccdo ao longo dos meses de estudo (Castro 2015). Alonso et al. (2012), em
Fortaleza, observaram padrdo de circulacdo somente para os virus influenza e RSV,
ambos mais frequentes na estacdo chuvosa, embora coincidente com periodo de baixas
temperaturas. Em contrapartida, no estado de S&o Paulo, Paiva et al. (2012)
identificaram relacdo negativa entre precipitacdo pluviométrica e positividade para o
virus sincicial respiratério, a mesma associa¢do foi vista para a temperatura e umidade,
quanto mais baixas maior a ocorréncia do patdgeno (p<0,05).

Na literatura existem controvérsias em relacdo a precipitacdo pluviométrica
e sazonalidade do virus sincicial respiratorio em regiGes de clima tropical, embora a
maioria dos estudos tenha observado uma associa¢do positiva com a ocorréncia de
chuvas. Agrawal et al. (2009), em estudo realizado com pacientes de zero a cinco anos
na India, reportaram relacfo inversa entre RSV e temperatura (p<0,01) e precipitacio
pluviométrica (p<0,05). Entretanto, alguns trabalhos tém demonstrado que o RSV
possui um padrdo sazonal irregular, que pode variar anual ou bienalmente, nem sempre
associado com o periodo chuvoso em uma mesma regido (Weber et al. 1998, van der
Sande et al. 2004).

Em relagdo aos virus influenza, mesmo em climas tropicais a circulagéo dos
mesmos € mais frequente em estacOes frias (Moura 2010). Ensaios laboratoriais in vitro

e em modelos animais tém sugerido uma relacao inversa entre a temperatura e umidade
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relativa do ar (UR) e a manutencdo da viabilidade de particulas virais dos virus
influenza. Essas inferéncias basearam-se na alta estabilidade dos virions em situacéo de
baixas temperatura e UR, e moderada em alta UR, sendo ainda inexistente em altas
temperaturas, independente da umidade (Lowen et al. 2007). Estudo realizado no Brasil,
em Salvador, relatou a ocorréncia de infec¢bes pelo virus influenza associado a
temperaturas mais baixas, o que também foi demonstrado na Regido Sul (Freitas et al.
2013, Silva et al. 2014)

De forma geral, nenhum perfil de deteccdo especifico tem sido observado
para os rinovirus, uma vez que eles tém sido detectados ao longo do periodo de estudo,
embora picos de ocorréncia sejam documentados nos meses de inverno (Gardinassi et
al. 2012). Anders et al. (2015), em estudo realizado em criancas vietnamitas recém-
nascidas acompanhadas até o primeiro ano de idade, demonstraram que as infeccdes por
HRV foram identificadas durante o ano todo. Estudos que relacionam a sazonalidade
dos virus respiratérios abordam principalmente influenza e/ou virus sincicial
respiratorio, sendo dificil associacdes em relacdo a agentes como adenovirus e
parainfluenza, embora algumas inferéncias sejam feitas. Nascimento-Carvalho et al.
(2013), em estudo realizado em Salvador, identificaram correlagdo positiva entre a
frequéncia dos parainfluenza e adenovirus com a ocorréncia de chuvas (p = 0,02),
semelhante ao observado no presente estudo.

Considerando as codetecgbes observadas, 16 (6,4%) amostras foram
positivas para mais de um virus respiratorio, sendo predominantes em criancas do grupo
sintomético (p<0,05). Quanto aos agentes mais observados, 0s rinovirus ou RSV foram
identificados em 15 casos, sendo quatro associacdes envolvendo ambos. Embora sem
significancia estatistica, 93,7% dos casos observados foram em criangas de 0-24 meses.
Guerrier et al. (2013) também observaram indice de codeteccdo de 6%, com destaque
para as associagdes envolvendo RSV ou rinovirus. O achado no presente estudo foi
consoante com o descrito por Jansen et al. (2011), em estudo realizado na Holanda,
onde avaliaram a presenca de virus respiratorios em criancas de zero a seis anos de
idade apresentando ou ndo quadro clinico de infeccdo respiratéria e observaram
codetecgdes em 10,7% das amostras, sendo a maior parte em pacientes com sintomas
respiratorios e também em criancas com até dois anos de idade. Ainda, os virus HAdV,
HRV, RSV e HBoV foram comumente identificados em associacdo entre si ou com
outros patogenos (Jansen et al. 2011). Advani et al. (2012), em estudo com criancas de

zero a trés anos sintomaticas ou assintomaticas para quadro clinico de ITR, também
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descreveram maior percentual de codeteccdo em pacientes sintomaticos, reforcando o
encontrado por nosso trabalho.

O estudo apresentou algumas limitacbes que prejudicaram as analises e
associacOes dos resultados da triagem molecular com dados clinicos e epidemiologicos
dos pacientes. Primeiro, da dificuldade em relacdo ao acesso dos prontuarios das
criancas ou falta de documentacdo que fornecesse informacoes, impedindo a coleta de
dados como duracdo dos sintomas, dias de internacdo, vacinacdo e administracdo de
antibidticos. Também, a diferenca do numero amostral entre as faixas etarias,
comprometendo as analises comparativas. Por fim, intercorréncias em relacdo a
realizacdo das andlises estatisticas, além da duracdo de apenas um ano do estudo,
dificultaram inferéncias maiores quanto a aspectos associados a sazonalidade dos
agentes.

Como perspectivas, investigacOes adicionais sdo previstas, com o objetivo
de elucidar aspectos associados ao papel destes agentes nessa populagdo de estudo.
Dentre estas, é proposta uma avaliacdo adicional para 0s metapneumovirus humano,
com a possibilidade do estabelecimento de um novo protocolo de analise e a
caracterizacdo molecular e subtipagem dos rinovirus identificados. Ainda, considerando
a escassez de dados na literatura que discutam aspectos associados a epidemiologia e
importancia clinica do virus influenza C, as amostras positivas serdo sequenciadas para
o0 desenvolvimento de uma analise filodinamica.

N&o obstante, os dados obtidos no presente estudo agregam conhecimento
no contexto das infeccBes respiratérias virais, ressaltando a importancia destas na
populacdo pediatrica e auxiliando na compreensdo dos fatores epidemiologicos e
temporais associados aos diferentes patdgenos em nossa regido.

A circulacdo de diferentes virus respiratorios ao longo do ano e em periodos
concomitantes torna complexa a elucidagdo do papel destes agentes. Além disso, 0
padrdo de atividade parece se alterar em diferentes grupos etarios ou entre pacientes
apresentando diferentes condigdes clinicas ou fatores associados. Portanto, a utilizacéo
de ensaios multiplex torna-se determinante na investigacdo destes agentes,
possibilitando o diagnostico etioldgico mais rapido e preciso. Desta forma, a melhora na
assisténcia clinica apresenta-se como um beneficio direto, com intervencdes
terapéuticas apropriadas, reduzindo internagfes, uso desnecessario de antibidticos e,
desta forma, os custos do tratamento. Ademais, a sua aplicacdo epidemioldgica constitui

ferramenta essencial, exercendo fungéo na avaliacédo de diferentes aspectos da vigilancia
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virolégica fornecendo assim, conhecimentos na elaboragdo e direcionamento de

medidas de controle e prevengédo dos quadros de ITR.
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CONCLUSOES

Foi observado um indice de positividade global de 35,9% na populacdo de
estudo. Os rinovirus foram identificados com maior frequéncia (31%), seguidos
por RSV (27,4%), PIV (13,3%), adenovirus (10,7%), influenza (9,7%),
bocavirus (5,3%) e HCoV (2,6%);

Os grupos sintomatico e assintomatico registraram indices semelhantes de
positividade. Os virus FLU A e B, PIV-1 e 2 foram identificados exclusivamente
no grupo sintomatico, enquanto os coronavirus foram evidenciados somente nos
assintomaticos;

Maior positividade foi observada em individuos de zero a 24 meses de idade,
embora sem significAncia estatistica. Os coronavirus apresentaram
predominancia em criangas de 12-24 meses (p<0,05), RSV e adenovirus tiveram
destaque em criancas com até 24 meses de idade, enquanto os parainfluenza
predominaram no grupo de criancas com 25-48 meses. Os virus influenza se
destacaram em criancgas de 49 a 72 meses de idade (p<0,05);

Os maiores indices de positividade viral foram obtidos durante a estacéo seca da
regido, periodo de menor precipitacdo pluviométrica e temperaturas mais frias.
Os RSV, rinovirus e FLU foram detectados predominantemente nos meses de
menor precipitacdo e temperaturas enquanto os PIV, HCoV e adenovirus foram
detectados principalmente nos meses da estacdo seca. Os bocavirus nao
apresentaram padréo claro de circulagéo;

Co-detecgdes foram identificadas em 16 amostras (6,4%) e ocorreram

principalmente no grupo de criangas sintomaticas (p< 0,05).
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ANEXOS

Anexo A. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do projeto de pesquisa: Detec¢do de Bocavirus Humano (HBoV) em criancgas
com infeccgdo respiratdria e/ou gastroenterite: estudo caso-controle.

Pesquisador responsavel: Teresinha Teixeira de Sousa

Orientadora: Profa. Divina das Dores de Paula Cardoso.

Vocé autoriza a crianca a participar de uma pesquisa, em que ela, seu filho (a) ou
a crianca pela qual vocé é responsavel estd sendo convidado (a) como voluntério(a) a
fazer parte deste estudo que tem como titulo: "Deteccdo de Bocavirus Humano
(HBoV) em criangas com infeccdo respiratoria e/ou gastroenterite: estudo caso-
controle”.

Meu nome é Teresinha Teixeira de Sousa, sou a pesquisadora responsavel e
minha area de atuacdo é de médica pneumologita, aluna de doutorado da UFG/IPTSP. A
participacdo da crianca € importante, mas antes de decidir se vocé quer que ela faca
parte da pesquisa em que é preciso coletar fezes e secrecdo do nariz de criancas doentes
(com infecces respiratdrias e com gastroenterite-diarréia) e também daquelas sem estas
doencas (que é o grupo controle, estudar a presenca do virus em quem ndo esta doente),
€ preciso que o senhor ou a senhora, entenda 0 motivo da pesquisa: 0 convite esta sendo
feito porque os virus respiratérios e entéricos sdo causas comuns de infeccbes
respiratdrias e de gastroenterite em criancas.

Varios novos virus estdo sendo descobertos e pouco se conhece sobre seu
impacto (importancia) em pacientes com essas doengas. Esta pesquisa pretende estudar
as infeccBes respiratorias e gastroenterite por virus (bocavirus humano/HBoV) em
criangas com idades abaixo de 5 anos. Durante o periodo de um ano atendidas no
Hospital Materno Infantil de Goiania/Goias. A pesquisa sera realizada em criancas com
sintomas clinicos (casos) de infeccdo respiratdria e/ou gastroenterite e comparar o virus
também em pacientes sem estas doencas (que € o grupo controle, onde estudamos o
virus também em quem esta sadio, pois em alguns casos a crianca pode ser portadora
dos virus , mas ndo manifestar a doenca). Ap6s o atendimento do paciente pelos
pediatras do hospital, um dos membros da equipe pedira autorizacdo para os pais e/ou
responsaveis pelas criancas e explicard em detalhes todos os procedimentos para a
pesquisa: haverd o preenchimento de um questionario e uma coleta de cada material
(secrecéo nasal e fezes), em todas as criangas tanto as doentes como as sadias que estdo
no hospital por outros motivos. Todos estes procedimentos serdo feitos pela
pesquisadora responsavel (Teresinha, médica) em sala ao lado do ambulatério no térreo
e sala procedimentos no segundo andar / enfermarias do Hospital Materno Infantil, onde
sera garantida a privacidade da crianga, por ocasido das consultas e/ou hospitalizacao,
sem a necessidade de comparecimento ou retorno ao Hospital por motivo relacionado a
Pesquisa.

Os exames de fezes e secre¢do nasal ndo substituirdo os exames regularmente
colhidos no Hospital como parte do seguimento medico dos pacientes. A participacéo
de seu filho (a) ou a crianca pela qual vocé é responsavel € importante, mas vocé e a
crianca podem recusar participar da pesquisa a qualquer momento. Os procedimentos
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apresentam riscos baixos a integridade fisica da crianca, serdo realizados pela
pesquisadora (Teresinha) e consistem em: Coleta de lavado nasal é feita através de uma
pequena sonda com soro fisioldgico, introduzida nas narinas e aspirada (‘como uma
lavagem do nariz com soro, s6 que aspirado o liquido de volta™), podendo ocorrer
desconforto local e muito raramente pequeno sangramento nasal, sem danos
posteriormente para a crianca. E a coleta de fezes € espontanea, durante a evacuacao, a
qual sera recolhida em um frasco especifico, sem a utilizacdo de medicacdo ou
instrumentos para tal. N&o acarretando nenhum desconforto direto, podendo ser
acompanhado pelo responsavel legal da crianca. Além da coleta das amostras de
secrecBes nasais e de fezes, o responsdvel pela crianca devera responder um
questionario para o registro das informacGes pessoais da crianca e a pesquisadora
poderd, também, anotar dados dos prontuérios. O destino dessas amostras seré para o
Laboratorio de Virologia Humano da UFG/IPTSP, onde por exames moleculares 0s
virus respiratérios e entéricos serdo detectados através de técnicas laboratoriais
sofisticadas chamadas de PCR em tempo real (material genético dos virus, DNA e
RNA).

Informo, aos pais ou responsaveis pela crianca, que as amostras (material
bioldgico de fezes e de secrecBes nasais) ficardo armazenadas (guardadas) no Instituto
de Patologia e Doencas Tropicais da UFG seguindo todas as normas do regulamento
aprovado pelo CEP/IPTSP a respeito de biorrepositorio (segundo as normas da
resolucdo do CNS 441 de 2011), e, caso eu tenha seu consentimento por escrito
autorizando 0 uso para esta pesquisa e no futuro para qualquer outra pesquisa, ndo sera
necessario preencher um novo termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE);
sobre o0 bocavirus humano e também para 0s outros virus como o: rotavirus (A),
calicivirus, adenovirus, astrovirus, enterovirus, aichivirus, salivirus/klassevirus, virus
respiratério sincicial, virus influenza A e B, virus da parainfluenza, adenovirus
respiratorio, rinovirus, metapneumovirus humano, coronavirus e os HIN1. Esta
pesquisa estard sendo financiada com recurso do préprio laboratério e de convénios
regularmente firmados sem nenhum custo para o SUS, familiares ou planos de satde. E
importante ressaltar, entretanto que a pesquisa esta restrita aos procedimentos listados
acima.

A participacdo no estudo NAO IMPLICA na realizacio de outro exame e NAO
INTERFERE nas decisbes sobre os remédios necessarios para o tratamento do problema
atual (o médico do hospital que atender seu filho (a) decidirdo por procedimentos
necessarios, como 0s medicamentos ou outros exames). Estes dados procedimentos e/ou
seus resultados, entretanto serdo registrados para analise futura. Todos o0s pacientes
serdo convidados a participar do estudo, e a qualquer momento podem também deixar
de participar, se assim o desejarem. Somente 0s pesquisadores e/ou equipe de pesquisa
terdo conhecimento de suas identidades e do questionario. Os pesquisadores pretendem
publicar os resultados obtidos pela pesquisa, mas o nome e dados pessoais dos pacientes
sdo TOTALMENTE CONFIDENCIAIS (ndo havera identificagdo dos participantes) os
dados também poderdo ser utilizados em estudos futuros de outros virus citados acima.

Em caso de recusa, vocé e seu filho (a) ndo serdo penalizados (as) de forma
alguma, esta recusa em nada implicara na assisténcia que seu filho (a) recebera. Se
aceitar participar e depois retirar seu consentimento também, em nada sera prejudicado.
E importante destacar que, como nio héa despesas decorrentes da participacio na
pesquisa por parte do sujeito da pesquisa, neste caso, o responsavel legal e a crianga
participante ndo havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financeira pela sua
participacdo. Este estudo tem inicio no ano de 2013 e previsdo de encerramento em
2014.
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Autorizo o armazenamento e guarda de amostras de secrecdo nasal e de fezes,
formando um banco de dados/biorrepositorio para investigacGes futuras, e que toda
nova pesquisa a ser feita com o material serd submetida a aprovacdo do CEP da
instituicdo e, quando for o caso, da CONEP e com a dispensa de novo consentimento a
cada pesquisa (Res. CNS n.o 347/2005-1.1, 1.2, 1.3, 1.4).

Ap0s receber os esclarecimentos e as informacdes, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, vocé devera rubricar todas as paginas e assinar ao final deste documento e,
que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel A
qualquer momento, antes e durante a pesquisa, vocé podera solicitar esclarecimentos e
em caso de davidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel, Teresinha Teixeira de Sousa no telefone: (62) 81595675. Em caso de
duvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Materno Infantil de Goinia
Telefone (62) 3201-3374.

Local e Data: Goiania, ........ [ oo,
Nome e Assinatura do pesquisador

Consentimento da participagdo da crianca como sujeito da pesquisa pelo
responsavel legal

Eu, , RG ,
CPF , endereco ,
abaixo assinado concordo que cuja
responsabilidade legal me € conferida autorizo que a crianca participe do estudo
"Deteccad de Bocavirus Humano (HBoV) em criangas com infeccGes respiratotias
e/ou gastroenterite: estudo caso-controle”, como sujeito de pesquisa.

Fui devidamente informado e esclarecido pelo Pesquisador
sobre a pesquisa, 0s procedimentos envolvidos, assim com 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes da participacdo da crianca pela qual sou responsavel legal.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo do seu acompanhamento
assisténcia/tratamento e que todas as informacgfes pessoais obtidas serdo mantidas em
sigilo. Recebi uma copia deste documento com todas as paginas rubricadas e assinadas
por mim e pelo pesquisador participante deste estudo. Autorizo a execugdo do trabalho
de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo sobre o bocavirus humano e,
ainda, a formacao de um banco de dados e um biorrepositério das amostras (fezes e de
secre¢cdes nasais) cujo regulamento foi aprovado pelo CEP/IPTSP/UFG, seguindo as
normas da resolucdo do CNS 441 de 2011. E que as amostras obtidas poderdo ser
utilizadas em pesquisas futuras sem a necessidade do preenchimento de um novo termo
de consentimento (TCLE); para o bocavirus humano e para outros virus como o:
rotavirus (A), calicivirus, adenovirus, astrovirus, enterovirus, aichi virus,
salivirus/klassevirus, virus respiratorio sincicial, virus influenza A e B, virus da
parainfluenza, adenovirus respiratério, rinovirus, metapneumovirus humano,
coronavirus e os HIN1.
Local e data:
Nome e assinatura do sujeito ou responsavel legal:
Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do sujeito em participar.
Testemunhas
Nome e assinatura:
Nome e assinatura:
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Anexo B. Ficha de investigacdo clinica

Ficha de mvestigacéo climca.

DATA: .. S Registro geral {................ 3 N® Amostra (oo
1. Controle: 1.1 Fezes assintomatico { ) 1.2 Swab assintomatico { )

2. Caso: 2.1 Sinfomas GEA { ) 2.2 Sintomas respiratorios { )

3 Amostra: 3.1 Fezes( ) 325wab( )

Dados epidemiologicos

4. O . e

5 COLETA:DATA(_.../...J....) HORA (... b

6. UNIDADE COLETA: ( )PS ( )ENFERMARIA ADMISSAOQ: ...
7. SEXO:( )MASC. { JFEM.

8 DATA DE NASCIMENTO: ... S S IDADE: ...

9 Natural: Procedéncia: ...

B T 0. e e et e e

Balrmos e Cidade: .. UF..e

Telefone: (oo Nome responsavel: oo
Profissdo: Mae .. Pai o

Renda familiar (em salario munimio); oo

Habitagcdo: ( ) propria ( ) alugada
Asfalto: sim{ ) ndof ) ﬁ‘:.gua:{ jtratada { )cisterna ( Jpogo Esgoto: sim( ) ndo ()

10. RACA/COR: { )branca, ( )morena, ( )negra. ( )indigena

11. ESCOLARIDADE: ( jpublica, { )creche, { )particular

12. ASSISTENCIA MEDICA: ( ) SUS, ( )plano de sande, ( )particular
13. ALIMENTACAO: ( ) leite materno. ( ) leite materno e outro. { ) outro
14 TIPOPARTO: ( )normal ( ) cesariana

Sintomatologia:
15. A Respiratorio:

Febre: sim{ ) =ndo( ), Tosse( )sim { )ndo. Dispnéia/Chiado ( )sim ( )ndo

Sa02: fRad T PHMG: e
Auvseunlta: f Temperatura: ...
B. GASTROENTERITE:

Diarréia: sim{ ) ndo{ )/ Frequéncia: la2x( ), =2x( )

Aspecto: liquida{ ). semi-liquidal ), pastosal )., sangue( ), fétida( )
Febre: sim{ ) ndo( ) Vomutos: sim{ ) ndo( )/ Dor abdominal: sim{ ) ndo( )
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Antecedentes epidemiologicos:
16. Contato caso suspeito (Respiratorio e/ou GEA): ( Jdomicilio. | Jereche, { ) escola

17. Uso de medicacio antes coleta: stm( ) ndo Joqual? o,
18. Vacinacdo completa: sim{ ) ndo( )

Vacina contra gripe: sim( ) ndo( ) Ultimadose ... ...
Vacina rotavirus (VORH) ), Fotanix { ), Fotatec{ ) —1%dose{ ). 2°dose( )
Comprovacio: sim{ ), ndo( )

19, Diagnostico clinico PromiIATIO.. oo e me e e e e
20. COutras patoloias/ CIMITEIAS. oo ee e
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ANEXO C. Parecer do Comité de Etica.

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADODS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PESQUISA DE VIRUS NO TRATO RESPIRATORIO EM FOPL.ILAI:;.E.D FEDIATRICA
Pesquisader: Fabiola Souza Fiaccadori

Area Temitica:

Versio: 4

CAAE: 37305314.7.0000.5078

Instituigdo Proponente: Instituto de Patologia Tropical & Salde Pablica/UFG

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADODS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.210.852

Apresentagio do Projeto:

Este projeto constitui um estudo observacional transversal para avaliar a detecgdo dos virus do trato
respiratdric propostos em criangas com infecgdo respiratoria aguda comparande sua detecgdo em criangas
assintomaticas, o qual ainda fornecera subsidios na avaliagio do papel dos Bocavirus Humanos, estudo
desenvolvido em projeto paralelo.

A populagdo sera constituida por criangas com até cinco anos de idade do sexo feminino e masculing em
atendimento no Hospital Materno Infantil de Geiania, Goias; em suas unidades de Pronto Socormo e
Enfermaria de Pediatria por um periodo de um ano (05/2014-04/2015). Apos o atendimento pelo clinico
pediatra, que inclui anamnese e exame fisico, o caso sera definido como sintomatico de infeecdo respiratdria
aguda viral (IRA) aguele que apresentar simais e sintomas, com comprometimento de leve a grave e com
inicio de até cinco dias de febre, corizafespimros, tosse, dispnéia e sibildncia. Para cada caso sintomatico,
um caso assintomatico pareado por data de nascimento (+/- § meses) e sexo, serd selecionado
aleatoriamente a partir de uma lista de potenciais participantes (assintomaticos para infecgdes respiratorias
ou qualquer outra doenga infecto contagiosa) no mesmo dia e unidade em que for selecionado o caso
sintomatico. Uma visita diaria do pesguisador sera realizada objetivando buscar provaveis casos para
atender o tamanho da amostra, que sera composta por 400 individuos, sendo 200 de casos sintomaticos e

200 de assintoméaticos, através da estimativa de prevaléncia de infecpdes respiratarias. A

populagio atendida neste hospital de referéncia em pediatria representa a amostragem da populagio
acometida para estas doencas na cidade de Goidnial regido Centro-Ceste. Seguinde um adeguado
preenchimento de protecolo do estudo proposio (coleta de dados e fluxe das amosiras). As amostras serdo
coletadas conforme descrito por Lambert e cols (2008). Para os lavados, 1 mL de solugdo salina estéril sera
instilada em cada

narina e na sequéncia aspirado com sonda estéril, armazenando o produte em tubo também estéril &
fechado adequadamente. Os swabs serdo coletados e armazenados em tubo também estérl contendo meis
MEM, fechado e identificado adequadaments. As amostras serdo conservadas e transportadas refrigeradas
(gelo 4°-8°C) em até duas-quatro horas para o Laboratério de Virslegia Humana do IPTSPIUFG, onde serdoc
imediatamente processadas e estocadas a -T0°C, até a realizag.in dos ensaios laboratoriais necessarios.
Em seguida serdo submetidas a triagem molecular ufilizando quatro reagdes de multiplex-PCR para

investigagdo de virus do trato respiratorio.

Objetive da Pesquisa:
Investigar a prevaléncia e a relagio dos principais virus do trato respiratério como possiveis agentes
etiologicos de infecgdo aguda do trato respiratario através de um estudo realizado em criangas atendidas no

Hespital Materno Infantil de Goiinia, durante o pericdo de um ano.
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Sera explicado de forma clara e através de figuras como sera realizade a coleta da secrecdo nasal pela
pesquizadora responsavel, assim como esclarecer riscos & beneficios. Em relac3o a riscos, para a coleta de
secregdo nasal, estd serd através de lavado ou swab nasal realizado pela pesquisadora responsavel
(Teresinha, medica),podendo ocomer desconforto & muito raramente pequens sangraments nasal, sem
danos posterior para as criangas. O procedimento de coleta da amostra clinica utilizando swab geralmente &
indolor & ndo provoca sangramento,entretanto, o procediments pode gerar um leve desconforto. Ma
ocoréncia desse fato, caso a crianga se sinta desconfortivel, o pesquisador avaliard o tempo para o térming
do procedimento & a coleta podera ser interromipida.

Beneficios:

Também serd explicado aos pais elou responsaveis pelas criangas (objetos de estudos da pesquisa) a
importancia de sua participagio neste estudo visando aumentar o conhecimento a respeito dos virus
respiratdrios, cnde sua ocoméncia nesta populagio & elevada, por conseguints, espera-se com nossos
resultados & ampliagic de medidas mais eficientes de controle para estas infecgdes, bem como a

diminuigdo do uso desnecessario de medicamentos como antibidticos.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

O projeto esta bem descrito.os pesquisadores apresentam formagio e gualificagdo adequadas para o
estudo proposto.

Consideragoes sobre os Termes de apresentagio ocbrigatoria:

Os termos de apresentagdo obrigatdrios estio presentes.
Recomendages:

Conclusges ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto & de acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS 466/12, manifesta-se pela
aprovacdo do projeto.

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

Diante do exposto, a Comiss3o de Etfica em Pesquisa do Hospital das Clinicas/UFG - CEP/HCIUFG, de
acordo com as atribuiges definidas na Resolucdo CHS n®. 466 de 2012 e na Morma Operacicnal n®. 001 de
2013 do CMS, manifesta-se pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto.

Lembramaos que o pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEP/HC/UFG, através de Motificagdo via
Plataforma Brasil, os relatérios trimestrais/semestrais do andamento da pesguisa, encerramento, conclusies
& publicagies.

O CEPHC/UFG pode, a qualguer momento, fazer escolha aleatdria de estudo em desenvolvimento para
avaliagio e verificagio do cumprimento das normas da Resolugdo 466/12 e suas complementares.

Situago: Protocolo aprovado.

Situagio do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagao da CONEP:

Mo
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