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RESUMO

O adenovirus humano (ADVh) é um agente viral comumente relacionado a
infeccbes do trato respiratdrio, tanto superior quanto inferior, principalmente em
criancas com idade inferior a cinco anos. Os ADVh séo classificados em sete espécie
(A-G) e divididos em 54 tipos. A proteina hexon é a principal responsavel pela variacao
antigénica inter e intragrupos desse virus. O objetivo desse estudo foi caracterizar os
periodos de circulacdo e a diversidade de espécie e tipos de ADVh encontrados em
Fortaleza, Ceara — Brasil, durante 150 meses consecutivos (janeiro de 2001 a junho de
2013). A imunofluorescéncia indireta (IFI) foi utilizada para a deteccdo dos ADVh,
virus sincicial respiratorio, influenza A e B, parainfluenza 1, 2 e 3, j4 a
imunofluorescéncia direta (IFD) foi utilizado na deteccdo do metapneumovirus humano
(MPVh) . A PCR e Nested-PCR seguida do sequenciamento das seis primeiras regides
hipervariavel do gene Hexon foram utilizadas para caracterizar as espécies e tipos dos
ADVh. Os ADVh foram detectados 290 (3,41%) das 8.517 amostras, sendo 60
(20,69%) destas encontradas em coinfec¢do com um, dois ou trés virus. Um total de 190
(65,52%) ADVh foram molecularmente caracterizados, sendo 162 pertencente a espécie
ADVh-B (85,72%), 21 a ADVh-C (11,11%) e 6 a ADVh-E (3,17%), ficando um cepa
sem identificacdo. As espécies circularam durante todo o periodo analisados sendo
observado o predominio da espécie B em quase todos os anos. Sete diferentes tipos
foram identificados circulando em Fortaleza durante o periodo analisado. Os tipos
predominantes foram o 3 (67,73%) e 0 7 (17,80%). O ADVh-3 foi encontrado em todos
0s anos, ja 0 ADVh-7 ndo foi observado nos anos de 2006, 2010 e 2011. Somente em
2011 todos os tipos identificados da espécie C circularam, e o Unico representante da
espécie E, o ADVh-4, comecou a ser identificado na nossa populacdo apenas a partir de
2007. O melhor conhecimento da circulacdo de ADVh podera ser alcancado se a
vigilancia for continua e associada ao uso de métodos de maior sensibilidade na
deteccdo desses virus.

Palavra chave: Adenovirus Humano; Epidemiologia Molecular; Caracterizacdo dos
ADVh



ABSTRACT

Human adenovirus (HAdV) is commonly viral agent associated with infections of the
respiratory tract, both upper and lower, mainly in children under the age of five. HAdV
are classified into seven species (A-G) and divided into 54 types. Hexon protein is
primarily responsible for inter-and intra-group antigenic variation of the virus. The aims
of this study ware to characterize the periods of circulation and the diversity of species
and types of HAdV found in Fortaleza, Ceara - Brazil, for 150 consecutive months
(from January 2001 to June 2013). Indirect immunofluorescence assay (IFA) was used
for the detection of HAdV, respiratory syncytial virus, influenza A and B, parainfluenza
virus 1, 2 and 3; and direct immunofluorescence assay (DFA) was used for detection of
human metapneumovirus (HMPV). PCR and nested PCR followed by sequencing the
six hypervariable regions of the hexon gene were used to characterize the species and
types of HAdV. HAdV were detected 290 (3.41%) of the 8,517 samples, 60 (20.69%) of
those found in coinfection with one, two or three viruses. A total of 190 (65,52%)
HAdV were molecularly characterized: 162 HAdV belonging to species B (85.72%), 21
to HAdV- C (11.11%) and 6 to HAdV-3 (3, 17%), getting a strain without
identification. The species circulated throughout the period the predominance of species
B in almost all years analyzed. Seven different types were identified circulating in
Fortaleza during the analysis period. The predominant types were 3 (67.73%) and 7
(17.80%). HAdV-3 was found in all the years and the HAdV-7 was not observed in
years 2006, 2010 and 2011. Only in 2011, all kinds of species identified C circulated,
and the only representative of the species and the HAdV- 4, began to be identified in
our population only from 2007. Better understanding of the circulation of HAdV can be
achieved if the monitoring is continuous and associated with the use of methods of

greater sensitivity in the detection of these viruses.

Keyword: Human adenovirus; Molecular epidemiology; Characterization of HAdV
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1. INTRODUCAO

As infeccOes respiratorias agudas (IRA) sdo uma das maiores causas de
morbidade e mortalidade em todo mundo, especialmente entre as criangas menores de
cinco anos, que podem apresentar quadros recorrentes de IRA durante o0 ano (ARNOLD
et al., 2006; SLOOTS et al., 2008). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
as infeccdes respiratorias seriam a segunda maior causa de mortes nesta faixa etaria
(BRYCE et al., 2005), somente em 2011 as IRA foram responsaveis por mais de 640
mil mortes na populagdo com idade inferior a cinco anos (WHO, 2013). Apesar de
apresentar taxas semelhantes de morbidade entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, 99% das mortes por IRA se concentram em paises mais pobres
principalmente na Africa Subsaariana e Sudeste da Asia (CASHAT-CRUZ et al., 2005;
NAIR et al., 2013).

No Brasil, as IRA sdo responsaveis por cerca de 45% das hospitalizacdes e por
5,5% dos Obitos na populacdo pediatrica. A variacdo da porcentagem de 6bitos varia
pouco conforme cada regido, sendo 0s maiores percentuais encontrados no Norte (7,5%)
e 0s menores no Sul (4,5%) (BRASIL, 2009).

Diversas classes de microrganismos podem funcionar como agentes etiol6gicos
das IRA sendo os principais virus e bactérias, tendo o primeiro como o principal agente
deste tipo de infeccdo (SIMOES et al. 2006; TREGONING; SCHWARZE 2010). A
taxa de deteccdo viral nessas infec¢bes € bastante variavel sendo encontrado entre
30,7% a 66,5% dependendo de fatores como, faixa etaria, setor de atendimento,
sindrome clinica, periodo de estudo e metodologia utilizada em sua identificacdo. Os
virus mais frequentemente encontrados nas IRA séo o virus sincicial respiratorio (VSR),
adenovirus humano (ADVh), influenza A e B, parainfluenza 1, 2, 3 e 4 (AHMED et al.,
2012; ALONSO et al., 2012; BICER et al., 2013 KHAMIS et al., 2012).

Os ADVh sdo importantes agentes etiologicos nas IRA, podem ser encontrados
entre 2% e 27% destas infeccBes (BICER et al., 2013; LUIZ et al., 2010; MOURA et
al., 2007a). Os quadros clinicos causados por este virus podem variar na sua forma de
apresentacdo, sendo desde um resfriado até a uma pneumonia fatal (TANG et al., 2013).
As causas destas variagdes ainda ndo estdo bem esclarecidas. Contudo, parece que as
epidemias de infecgdes respiratdrias graves por ADVh estdo associadas a determinados
sorotipos emergentes (CDC, 2007; LAI et al., 2013). A determinagdo dos tipos de

ADVh circulantes em uma determinada regido tem importancia clinica e
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epidemioldgica, pois cada um destes pode estar relacionado com epidemias e com
manifestacdes clinicas mais graves, o que possibilitaria, em uma analise mais especifica,
determinar o prognéstico e orientar a terapéutica adotada nos casos de IRA em
pacientes com infeccdo por ADVh (CARR et al., 2011; MCCARTHY et al., 2009).
Neste contexto, este estudo vem para aprimorar o conhecimento sobre o perfil clinico-
epidemioldgico das IRA associadas aos ADVh, onde em um periodo de 150 meses
(Janeiro de 2001 a julho de 2013) foi analisado o impacto dos ADVh nas IRA em
criancas atendidas em um hospital pediatrico de referéncia e sendo este o primeiro
estudo a caracterizar molecularmente as especies e tipos de ADVh circulantes em
Fortaleza. Contudo, devido a dificuldades na incluséo das amostras coletadas entre 2012
e 2013 nesta etapa, somente as cepas de ADVh detectadas de 2001 a 2011 tiveram sua

espécie e tipos identificados.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico

Os adenovirus humanos (ADVh) foram descritos pela primeira vez em 1953 por
Rowe e colaboradores quando tentavam estabelecer uma linhagem celular de tecido
adenoide removido cirurgicamente de criangas com quadro febril, foi observado o
fendbmeno de degeneracdo destas culturas resultante da replicacdo agente ndo
identificado no presente tecido. Em 1954, Hilleman e Werner, investigando uma de
doenca respiratéria em recrutas, descreveram um agente similar, que induzia alteracdes
citopaticas em cultura de células humanas. Esses virus inicialmente recebeu diversas
nomenclaturas como: adenoid degeneration (AD), adenoid-pharyngealconjuntival
(APC) e acute respiratory disease agents (ARD). Apenas em 1956, Enders e
colaboradores criaram a denominagdo atual de adenovirus, devido ao tecido no qual
foram descobertos.

Em 1962, Trentin e colaboradores descreveram, pela primeira vez, um virus
humano capaz de induzir tumores malignos quando inoculado em hamsters recém-
nascidos, o sorotipo ADVh-12 foi o primeiro virus descoberto com capacidade
oncogénica. Contudo, ndo existem evidéncias epidemiologicas da associagdo deste virus
a tumores humanos, pois diversos estudos falharam na tentativa de detectar o acido
nucleico do ADVh-12 nestes tumores (GREEN et al. 1980; MACKEY et al. 1976).
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Durante a segunda metade do século XX, os adenovirus tornaram-se um
importante modelo de elucidacdo dos aspectos fundamentais da expressdo génica em
celulas de mamiferos, sendo sua maior contribuicdo a descoberta do splicing de RNA
mensageiro (MRNA) (WOLD; HORWITZ, 2007). Os adenovirus vém se demonstrando
um eficiente vetor para transferéncia génica, com aplicacdes na terapia génica,
tratamento do cancer e desenvolvimento de vacinas (CUSACK, 2005; KIM et al. 2012).

2.2. Caracteristicas do Virus

2.2.1. Classificacao

Os ADVh pertencem a familia Adenoviridae do género Mastadenovirus, que
além do virus humanos encontramos adenovirus que infectam outros mamiferos como:
simios e bovinos. Os ADVh estdo atualmente classificados em 54 sorotipos divididos
em sete espécies (A-G), sendo classificados de acordo com caracteristicas antigénica,
morfoldgicas e moleculares (HARRACH et al., 2011; WOLD; HORWITZ, 2007). A
atual classificacdo dos Mastadenovirus esta representada na Figura 1.

A primeira forma de classificagdo dos ADVh foi proposta por Rosen et al. em
1960 e era baseada na aglutinacdo de hemacias de ratos e de macacos Rhesus. Em
seguida, Huebner et al. (1965) sugeriram a divisdo dos ADVh em grupos que se
baseava na patogenicidade e oncogenicidade em hamsters recém-nascidos.
Posteriormente em 1979, Wadell, com base no peso molecular dos polipeptideos
estruturais, propés uma nova classificacdo para este virus. Em 1980, Wadell e
colaboradores analisando os padrfes de restricdo do genoma de diversos sorotipos apds
a acdo da enzima Sma I, observou que o numero de fragmentos era Unico em cada
espécie e que sorotipos de uma mesma espécie apresentam varios fragmentos

comigrantes.
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Figura 1- Distancia filogenética entre os membros do género Mastadenovirus. O

calculo da distancia foi feito com base nas sequéncias de aminoacidos do hexon. Fonte:

HARRACH et al., 2011.
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2.2.2. Estrutura dos Adenovirus

O virion dos ADVh sdo compostos por um nucleocapsideo de simetria
icosaédrica com didmetro que varia 70-90nm. S&o virus que ndo possuem envelope com
DNA linear de fita dupla. Seu capsideo € composto de 240 capsdmeros (hexon) e 12
veértices (penton), formados das proteinas penton base e fibra (Figura 2A) (HARRACH
etal., 2011).

A particula viral é constituida de 11 proteinas, denominadas polipeptidios (ll,
I, Ila, 1v, V, VI, VII, VII, IX, X e TP) sendo esta nomenclatura atribuida a
capacidade de migracdo de cada uma desta proteinas em gel de poliacrilamida,
conforme observado na figura 2B (HARRACH et al., 2011; VELLINGA; VAN der
HEIJDT; HOEBEN, 2005).

A proteina hexon (pll) é o principal componente do capsideo dos ADVh
responsavel por cerca de 63% da massa total de proteina deste virus. O tamanho desta
particula pode variar conforme cada sorotipo, sendo a maior encontrada no ADVh-2
com 967 aminoacidos. Cada hexon possui até nove regides hipervaridveis, sendo estas
associadas a determinacdo dos sorotipos e alvo da acdo de anticorpos neutralizantes
(RUSSELL, 2009; SAN MARTIN, 2012; RUX; BURNETT, 2004). Até 2008, se
acreditava que Unico papel do hexon era de formacéo do capsideo, mas foi observada a
capacidade das regides hipervariaveis desta proteina de interagir com fator de
coagulacdo X, atribuindo-lhe um papel no tropismo, ligacdo a receptores e na
penetracdo, caracteristicas anteriormente exclusivas das proteinas do penton
(KALYUZHNIY et al., 2008; WADDINGTON et al.; 2008).

O penton é formado da ligacdo covalente de duas proteinas: a penton base (plll)
e fibra (pIV) e tem um papel chave nos estagios iniciais da infecgdo. Estas proteinas séo
responsaveis pela ligacdo (fibra) e pela internalizacdo (penton base) dos virus na célula
hospedeira (RUSSELL, 2009; SAN MARTIN, 2012). A penton base possui dois
dominios, o superior conhecido com RGD, este nome é devido aos aminoacidos
Arginina-Glicina-Aspartato que o comp&em, é responsavel por interagir com moléculas
da superficie da célula hospedeira e ativar a permeabilidade celular e penetracdo do
virus (RUX; BURNETT, 2004).
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Proteinas dos adenovirus
pll (hexon subunit)
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Figura 2 — (A) Representacdo esquematica de uma particula de adenovirus; (B) —
Separacdo das proteinas do adenovirus em gel de SDS-PAGE. Fonte: RUSSEL, 2009 e
WADELL et al., 1980.

A arquitetura da fibra em todos os ADVh é semelhante: por¢do N-terminal
ligada a penton base, sendo esta altamente conservada entre 0s sorotipos; uma haste
central constituida de um nimero variado de B- repeticGes e cada repeticdo pode conter
de 15 a 25 aminoacidos, e finalmente a regido globular da porcdo C-terminal que é
responsavel pela ligagdo inicial do virus ao receptor celular CAR (Coxsackievirus e
adenovirus receptor). Grande parte da sequéncia de aminoacidos da fibra é bastante
variavel e acarreta em variacfes antigénicas entre os diversos sorotipos de ADVh
(NICKLIN et al. 2005; RUSSELL, 2009; SAN MARTIN, 2012; TARASSISHIN et al.
2000).

A proteina pllla estd localizada abaixo da penton base, sendo sua por¢do N-
terminal, regido altamente helicoidal, ligada a penton base, ao hexon e proteina pVI.

MutacBes nesta proteina formam particulas virais deficientes, sendo o papel desta
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associada a estabilidade dos vertices e do genoma apds a montagem das particulas
(MA; HEARING, 2011; SABAN et al., 2006). A proteina pVI tem multiplas fungdes
durante a infeccdo pelo ADVh, sendo relacionado a penetragdo viral, alterando a
membrana do endossoma, a montagem, auxiliando no transporte das particulas hexon
recém sintetizadas, e estrutura das particulas virais (WIETHOFF et al., 2005; WODRICH
et al., 2003; MANGEL et al., 1996).

A proteina pVIII é provavelmente de funcdo menos entendida. Mutacgdes
defectivas nesta proteina tém gerado mutantes termolabeis, 0 que sugere a participacao
desta na estabilidade do virion (LIU et al. 1985). A proteina pIX assim com pVIII
participa da estabilizacdo do capsideo, mas estd é exclusiva dos Mastadenovirus
(RUSSELL, 2009).

No core viral associado ao DNA viral se encontram quatro proteinas: a TP
(proteina terminal, do inglés terminal protein) que se encontra ligada a extremidade 5’
do DNA tendo funcdo de iniciador da replicacdo do mesmo; A pVII desempenha a
funcdo de histona, compacta e organiza o material genético do virus no interior do
capsideo; A pV ancora o DNA viral a proteina penton base; A pX é clivada em proteina
mu, mas sua funcdo continua desconhecida (CHATTERJEE et al.,, 1986; SAN
MARTIN; BURNETT, 2003; RUSSELL, 2009).

2.2.3. Organizacdo Genbmica

Todos os ADVh possui 0 genoma composto por uma dupla fita de DNA linear
com uma repeticdo terminal invertida (ITR-inverted terminal repetition) podendo estas
sequéncias variarem entre 36 e 371 pares de base (bp) e dependendo do sorotipo o
tamanho da cadeia de DNA também varia ficando entre 26,163 e 48,395 bp
(HARRACH et al., 2011).

Os ADVh sdo capazes de codificar mais de 40 diferentes proteinas e em sua
maioria gragas ao seu mecanismo de splicing. Contudo, existem apenas oito unidades de
transcricdo dependentes da RNA polimerase Il, sendo cinco de transcricdo precoce
(E1A, E1B, E2, E3 e E4), duas de transcricdo intermediaria (pIX e plVa2) e uma
unidade de transcricdo tardia principal (MLTU- Major Late Transcription Unit) que
processa cinco familias de RNAm (L1, L2, L3, L4 e L5). Os ADVh possuem ainda um
ou dois VA-RNA, dependendo da espécie, que sdo sintetizados pela RNA polimerase
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Il (HARRACH et al., 2011; WOLD; HORWITZ, 2007). A figura 3 representa de

forma esquemaética o genoma dos Mastadenovirus.

Mastadenovirus (ADVh-2)

52K NV pVl protease 33K E3 region
pllila pVil pX hexon 100K 22K pVill fiber
;0
e e w— P 4 —- ()70 e—
| - .
pTP pTP’ DBP UXP’ UXP”
pol’ UXP

Figura 3 — Representacdo esquematica do genoma do ADVh-2, regides de transcricdo e
genes. Fonte: HARRACH et al., 2011.

Os genes de transcricdo precoce expressdo proteinas moduladoras das funcdes
celulares, facilitando a replicacdo do DNA viral e a transcricdo dos genes tardios, ja as
expressas de forma tardia desempenham funcéo estrutural (WOLD; HORWITZ, 2007).

2.2.4. Replicagéo Viral

O ciclo replicativo dos ADVh é mais estudado nos tipos 2 e 5, pela facilidade
destes se replicarem em cultura de células. Por convencdo, a replicacdo destes virus é
dividida em duas fases: 0s eventos precoces que tem inicio logo apés interacdo do virus
com receptores da célula hospedeira, e incluem as etapas de adsorcdo, penetracéo,
transcricdo e traducdo de um conjunto inicial de genes; e a fase tardia do ciclo comeca
juntamente com o inicio da replicacdo do DNA viral, sendo expresso um novo conjunto
de genes virais tardios e montagem dos virion recentemente formados (Figura 4)
(WOLD; HORWITZ, 2007).

O processo de infeccdo se inicia com a formacdo de um complexo de alta
afinidade entre o dominio C-terminal presente na fibra e um receptor presente na
superficie celular. Philipson et al. (1968) foram os primeiros a demonstrar o papel da
fibra (pIV) como mediadora da ligacdo do virus a célula hospedeira, mas somente em
1997, foi descoberto que a proteina da membrana celular 46-kDa, conhecida como

CAR, era o receptor celular para a maioria dos ADVh (exceto a especie B e alguns
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sorotipos da espécie D). Os receptores celulares CD46 e 4acido sialico foram
identificados como receptores dos sorotipos da espécie B e dos ADVh-8, 19 e 37
(espécie D) respectivamente (BERGELSON et al. 1997; SMITH et al., 2010; TOMKO
et al. 1997; ARNBERG et al. 2002). A internalizacdo do virus ocorre pelo processo de
endocitose, com a ruptura do endossoma pela ligacdo do dominio RGD da penton base
as integrinas modificando a matrix extracelular e permitindo sua liberacdo e depois, 0
DNA viral é transportado até o nucleo celular (SMITH et al.,, 2010; WOLD;
HORWITZ, 2007). No nucleo, o genes precoces sao transcritos em RNAmM e as
proteinas produzidas serviram para iniciar a replicacdo viral e induzirem 0s genes
tardios. Os genes tardios sdo transcritos em proteinas estruturais que sdo sintetizadas e
iniciara o processo de morfogénese ambos 0s processos ocorrem no citoplasma, mas a
etapa final da montagem de novas particulas, entrada do DNA replicado nos novos
capsideos, ocorrem no ndcleo (WOLD; HORWITZ, 2007). A montagem das particulas
é acompanhada de alteragcdes da permeabilidade celular (proteina E3) e maturacdo do
virion pela proteina terminal para lhe dar estabilidade, posteriormente a membrana
plasmatica sofre o processo de lise e as novas particulas virais sdo liberadas (RUSSEL,
2000).

Fase Precoce Fase Tardia
| |

& @@@@@ :>~\——
'

] ¥ S

Sintese de proteinas Sintese de proteinas tardias /
precoces (componentes do capsideo)
(requiatorias génicas) /
\ -7
Penetracdo Endossomc¢ Endossomo Entradado Expresséo Replicacdo Expresséo  Montagem Liberagédo

10 min Acidificado = DNAno de genes do DNA de genes viral viral

30 min nicleo precoces 8h tardios 12h 30h

45 min 1h 10h

Figura 4 — Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo dos ADVh. Adaptado de
RUUSKANEN; MEURMAN; AKUSJARVI, 1997.
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2.2.5. Patogénese Viral e Resposta Imunologica do Hospedeiro

Os ADVh sdo transmitidos por contato direto, através de secrecdes respiratorias
na forma de aerossois, secre¢des oculares e, no caso dos ADVh entéricos, pela via fecal-
oral. O periodo de incubacdo meédio deste virus em quadros respiratorios é 6 dias,
variando entre 4-8 dias. Os ADVh se replicam principalmente em células epiteliais do
trato respiratorios e gastrintestinal, sendo capazes de estabelecer infeccdo persistente ou
latente em linfocitos. No trato respiratorio, penetram pela nasofaringe se propagando
pelas células do trato respiratorio superior levando a destruicdo destas células e
consequentemente, a necrose celular e a descamacdo do epitélio respiratdrio. Este
processo pode se disseminar para outras partes do trato respiratério como: tragueia,
brénquios, bronquiolos e pulméo, esta disseminacdo se da célula a célula ou por viremia
(LESSLER et al., 2009; WOLD; HORWITZ, 2007)

Em pacientes imunocomprometidos foram relatados casos graves de infecgdes
por ADVh, mostrado o papel chave do sistema imunolédgico no controle das infec¢oes
por este virus e que a auséncia de uma resposta imunoldgica especifica do hospedeiro
pode levar a uma grande destruicdo celular. O sistema imunoldgico inato dispde de
diversos mecanismos para controlar a disseminacdo dos ADVh, como a capacidade de
alguns células epiteliais de liberarem defensinas, peptideos antimicrobianos, que tem
acao protetora contra infeccdo por ADVh. Determinados tecidos ao receberem um
estimulo apropriado irdo secretar multiplas quimiocinas que recrutaram neutréfilos que
induzem uma resposta inflamatéria (RUSSEL, 2000; WOLD; HORWITZ, 2007).
Outros mecanismos da defesa inata sdo o recrutamento de macrofagos, ativacdo do
sistema complemento e as células natural killer, estes mecanismos desempenham um
importante papel no controle das infec¢des pelos ADVh (RUSSEL, 2000). Durante o
processo infeccioso deste virus, uma rapida resposta imune adaptativa € montada e
ocorre como resultado da interacdo do virus com a célula hospedeira independente da
transcricao de algum gene viral (RANDALL; GOODBOURN, 2008; RUSSEL, 2000).

As repostas adaptativas do hospedeiro, tanto a celular como a humoral, s&o
estimuladas pelo hexon viral. Cada hexon possui até nove regides hipervariaveis, sendo
estas associadas a determinados sorotipos e sdo alvos de anticorpos neutralizantes (SAN
MARTIN, 2012; SUMIDA et al. 2005). A resposta celular é efetuada basicamente por
linfocitos Tepg (citotoxicos) e Tepa (auxiliares). O Tcpg atuam depois da exposicdo do
hexon juntamente com complexo de histocompatibilidade ou MHC 1 (do inglés major



26

histocompatibility complex) liberando perforinas, proteinas que induzem a lise celular,
ja os linfocitos Tcpg estimulam a proliferacdo de linfocitos B formadores da resposta
humoral (LEEN et al., 2004; RUSSEL, 2000; WOLD; HORWITZ, 2007).

2.3. Epidemiologia

Os ADVh estdo associados a sindromes clinicas envolvendo diversos sistemas
como o respiratdrio, gastrintestinal e urinario (COOPER et al., 2000; HIROI et al, 2013,
ROBINSON et al, 2011). As espécies e tipos, assim como seu principais tecidos alvos
estdo apresentados no quadro 2. A incidéncia deste agente nas infec¢des virais de
relevancia clinica é cerca de 8% (GARCIA et al. 2009; VORA et al. 2006). Nas ltimas
duas décadas, os ADVh tem emergido como importante patégeno em individuos
imunocomprometidos, principalmente em pacientes transplantados. As infeccdes por
este agente podem afetar até 40% dos pacientes infantis que receberam células tronco, e
entre 5-10% dos transplantados de oOrgdos sélidos (HUMAR et al., 2005; de
MEZERVILLE et al., 2006; TEBRUEGGE; CURTIS, 2012).

Quadro 1 - Distribuicdo das espécies, tipos e tropismo dos ADVh

Espécie Tipos Tropismo
A 12,18, 31 Trato gastrointestinal
B 3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50 Trato urinario e respiratério
C 1,2,5,6 Trato respiratorio
D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, Conjuntiva e trato respiratério
32, 33, 36-39,42-49, 51, 53, 54
E 4 Trato respiratorio e conjuntiva
F 40, 41 Trato gastrointestinal
G 52 Trato gastrointestinal

Fonte: Adaptado de HARRACH et al., 2011.

O ADVh tem importante papel nas IRA, principalmente em criancas com idade
inferior a 5 anos, sua taxas de detec¢do varia entre 2 a 27% dependendo da populacao
de estudo e da metodologia empregada para sua identificacdo (BICER et al. 2013; LUIZ
et al. 2010; MOURA et al. 2007a). As espécies e seus respectivos sorotipos mais
comumente associados as IRA sdo a espécie C (1, 2, 5 e 6); a B, que é dividida em
subespécie B1 (3 e 7) e B2 (14) e a E (4) (AMPUERO et al. 2012; BARRERO et al.
2012; MOURA et al. 2007b; WANG et al. 2013). Incidéncias destes sorotipos podem
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mudar conforme o local e a populacdo avaliada, mas os sorotipos da espécie B sdo mais
comumente associados a periodos epidémicos e os da C endémicos em determinadas
regides (GARCIA et al., 2009; MOURA et al., 2007b). Na Europa, estudos apontaram a
prevaléncia da espécie C nas infeccOes respiratorias pediatricas, especialmente do
ADVh-1 e 2. Contudo em outras regides geograficas como a Asia a prevaléncia do
ADVh-3 foi observado (TABAIN et al., 2012; WANG et al., 2013).

Os ADVh-3 e 7 foram identificados em surtos de infeccdo das vias aéreas
inferiores (IVAI) em criancas, assim como em pacientes com insuficiéncia respiratdria
aguda de evolucdo fatal (KIM et al., 2003; LAl et al., 2013).

Estudo promovido em diversos paises da America Latina encontrou ADVh-2
como tipo predominante com 54% das amostras. Contudo, trabalhos da Coldmbia e
Argentina observaram a maior prevaléncia da espécie B, ADVh-3 e 7 (BARRERO et al.
2012; GARCIA et al., 2009; ROJAS et al. 2012). No Brasil, o0s ADVh-2 e ADVh-7
foram os mais prevalentes em estudos promovidos na Regido Sudeste do pais. No Unico
trabalho produzido na regido Nordeste, sobre o tema, os sorotipos da espécie C foram 0s
mais detectados (LUIZ et al., 2010; MOURA et al., 2007a; MOURA et al., 2007b).

O ADVh-4, unico representante da espéecie E, foi relatado causando IRA na
populacdo pediatrica. Contudo, a populacdo mais afetada por este sorotipo € a de
recrutas militares em treinamento. As IRA sdo a maior causa de perda de treinamento
nesta populacdo, podendo evoluir para quadro de pneumonia em até 10% dos casos e
menos frequentemente para o Obito. O ADVh-4 e ADVh-7 sdo historicamente
associados a 80% da IRA e 20% das hospitalizagdes nesta populagdo (LUIZ et al.,
2010; KOUCHNER et al., 2013).

2.4. Principais Sindromes Clinicas

2.4.1. InfeccOes Respiratdrias Agudas

As IRA sdo as manifestacdes clinicas mais comuns associados aos ADVh, tanto
em pacientes adultos com em criancas, tradicionalmente os ADVh estdo entre 5-15%
destas infec¢Oes na populacédo pediatrica. A maior parte dos individuos é exposta a este
agente ainda na infancia e pode se apresentar quadros clinicos na forma de faringites,

inflamacdo das tonsilas, febre faringo-conjuntival, bronquiolites e pneumonias
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(MOURA et al., 2007b;WOLD; HORWITZ, 2007). A maior parte das IRA por ADVh
se limitam ao trato respiratério superior e sdo chamadas de infecgdo das vias aéreas
superiores (IVAS), os sintomas mais comuns associados a este sindrome sdo: a
rinorréia, febre, conjuntivite e tosse sendo, normalmente, uma doenca de curso benigno
e autolimitadas. A gravidade e extensdo dos sintomas védo depender da sindrome clinica
e do sorotipo envolvido na infeccdo (KUNZ; OTTOLINI; 2010; WOLD; HORWITZ,
2007).

A febre faringoconjutival foi a primeira sindrome clinica atribuida a infecgédo
aguda pelo ADVh, o ADVh-3 foi associado a um surto desta doenca em 1956. Estes
surtos ocorrem tipicamente na populagéo infantil principalmente em acampamentos de
verdo, orfanatos e escolas, sendo causado pela contaminacdo da &gua de piscinas e as
condicdes de aglomeracdo nestes lugares (KUNZ; OTTOLINI; 2010; SOBEL et al.
1956). Os achados clinicos mais comuns desta infeccdo sdo: febre alta, faringite,
retroauricular ou cervical linfodenopatia, seguido de uma conjuntivite folicular (KUNZ;
OTTOLINI; 2010). A evolucdo destes quadros para uma bronquiolite ou pneumonia
pode ocorrer. Contudo, é dificil diferenciar estes infecgdes daquelas causadas por outros
agentes (TABAIN et al., 2012).

2.4.2. Gastroenterites

Os ADVh sdo importantes patdgenos entéricos, em estudo recente foi
identificado em até 7,5% das amostras colhidas durante um surto de doenca diarreica
em Mumbai, India (CHITAMBAR et al. 2012). Os sorotipos mais associados as
infeccOes entéricas sdo 40 e 41. Outros sorotipos associados a gastroenterites sdo ADV-
3 e ADVh-31, mas seu papel neste tipo de infeccdo ndo estd bem elucidada pois estes
sdo capazes de se replicarem de forma eficiente no intestino, sendo continuamente
excretado sem que haja doenca diarreica. A diarreia pelo ADVh é mais comum em
criangas menores que quatro anos e sdo normalmente acompanhada de febre e vomitos,
e é dificilmente distinguivel de uma infeccdo por outro virus, exemplo rotavirus
(WOLD; HORWITZ, 2007).

2.4.3. Conjuntivite

Os ADVh tém importante papel nas ceratoconjuntivites epidémicas e sendo

considerados um dos principais patdgenos associadas a epidemias em pequenas
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comunidades e surtos nosocomiais envolvendo adultos hospitalizados e unidades de
tratamento intensivo de neonatais, sendo 0s sorotipos mais comuns neste tipo de
infeccdo os ADVh-8, 19, 37. Os sintomas comumente relatados sdo: dor nos olhos,
fotofobia, lacrimejamento e hiperemia conjuntival. O periodo de incubacao do virus fica
entre 4 e 24 dias e normalmente a infeccdo € autolimitada, mas infecgdes persistentes
foram relatadas em pacientes imunocomprometidos desenvolvendo uma ceratite
profunda, com comprometimento da visdo e danos significativos a cornea (KUNZ;
OTTOLINI; 2010).

2.5. Diagnostico Laboratorial

Nas infeccdes respiratdrias, os materiais de escolha para isolamento e a detecgdo
dos ADVh sdo o lavado ou swab de orofaringe, aspirado de nasofaringe e o lavado
brénquico ou alveolar, lembrando que estes materiais devem ser coletados durante a
fase aguda da infeccdo e acompanhados de dados clinicos. A identificacdo do ADVh
pode ser feita pela cultura de células, deteccdo de antigenos e as técnicas moleculares
(WOLD; HORWITZ, 2007).

A cultura celular é considerada o padrdo-ouro no diagnéstico de muitos virus,
inclusive para os ADVh. Contudo, o tempo necessario para resultado definitivo pode
ficar entre 5 e 6 dias, o que a torna de dificil aplicacdo na rotina clinica. Os
imunoensaios como a imunofluorescéncia sdo mais baratos, rapidos e de facil execucao,
tendo resultados em até poucas horas, mas uma séria limitacdo destas técnicas na
deteccdo dos ADVh é sua baixa sensibilidade e especificidade, sendo necessario, por
muitas vezes, a confirmacédo dos resultados por testes mais sensiveis e especificos como
a cultura celular e 0 PCR (KUNZ; OTTOLINI; 2010; WOLD; HORWITZ, 2007).

As técnicas moleculares como PCR e o PCR real-time tem se demonstrado
como uma opgdo para substituir as metodologias tradicionais de diagnostico, pois sdo de
rapida execucdo, com alta sensibilidade e especificidade, porém sdo metodologias ainda
bastante caras e que exigem méo de obra especializada, tanto no momento de elaborar
0s testes como na sua interpretacdo (KUNZ; OTTOLINI; 2010; WOLD; HORWITZ,
2007). A capacidade dos ADVh de estabelecerem infeccédo latente subclinica dificulta a
implicacdo deste agente como patdgeno de fase aguda, mesmo com resultados positivos

para sua presenca.
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As teécnicas moleculares tem substituido a cultura celular também na
identificacdo dos tipos de ADVh em determinadas infecgdes e estes novos metodos se
baseiam na amplificacdo e sequenciamento das regides hipervariaveis do gene hexon
(HVR1 a HVR®6) permitindo a identificacdo dos 54 sorotipos descritos até 0 momento
(LU; ERDMAN, 2006).

2.6. Prevencao

Os ADVh devido a sua estrutura sdo bastante resistentes aos detergentes
organicos e soluges alcoolicas, ao ressecamento e mudancas de temperatura e umidade
e podem permanecer viaveis por varios dias em materiais de aluminio ou papel
(BONNE e GERBA, 2007). Esta caracteristica gera um impacto na elaboracdo de
medidas de prevencdo das infeccBes ocasionadas por este virus. Além disso, possuem
um longo periodo de incubacdo de 5 ou 6 dias, mas que pode se prolongar por 10 dias
(LESSLER et al., 2009). Isto contribui para a ocorréncia de surtos em ambientes
fechados com aglomeracdo de pessoas, por exemplo, em enfermarias e alojamento
militar.

A importancia dos ADVh tipos 4 e 7 causando infecgBes respiratorias em
militares e a descoberta de que os mesmos virus quando causavam gastroenterite
estimulavam o sistema imune a produzir anticorpos especificos despertou o interesse em
desenvolver uma vacina (HILLEMAN, 1958). Sua eficacia pode ser observada com a
reducéo bastante significativa dos casos de infec¢des por ADVh (TOP et al., 1971).

Em 1996, apds 25 anos de vacinagdo, ocorreu um processo de descontinuidade
na producdo da vacina e o reflexo pode ser observado nos anos seguintes. De 1999 a
2004, foi observado em recrutas navais e da Forca Aérea um indice anual de 1,2 e 1,35
casos a cada 100 recrutas/semana com um pico de atividade entre a terceira e quinta
semana de treinamento (RUSSELL et al., 2006). Somente em 2011, a vacina foi
aprovada pelo U. S. Food and Drug Administration para militares com idade entre 17 e
50 anos. A vacina é recomendada pelo U.S. Department of Defense para recrutas

militares em treinamento (CDC, 2011).
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2.7. Conduta Terapéutica

A maioria das doencas causadas por ADVh sdo leves e tipicamente sdo tratadas
com sintomaticos, como antitérmicos e glicocorticoides, ndo existindo terapia especifica
para estas infecgdes. Entretanto, algumas drogas como ribavirina e o cidofovir tem sido
usado no tratamento de infeccOes mais graves em pacientes imunocomprometidos. As
respostas destas drogas ainda sdo imprecisas, mas ja demonstram algum sucesso
(DAWOOD et al., 2014; ULRYCH et al., 2011; MYNAREK et al., 2014). O
ganciclovir tem sido pesquisado para o tratamento de ceratoconjuntivite causadas por
ADVh (HUANG et al., 2014).

Em um relato de caso com dois pacientes transplantados ambos apresentando
infiltrado pulmonar foram tratados com cidofovir e imunoglobulina intravenosa e os
resultados foram satisfatorios com a remissao dos sintomas (SAQUIB et al., 2010).
Mais avangos sdo necessarios para 0 uso das drogas mais adequadas para o tratamento
de infecgdes por ADVh.
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2.8. Pergunta de Partida

Como se caracteriza a distribuicdo das espécies e tipos dos ADVh associados a
casos de IRA em criangas atendidas em um hospital de Fortaleza ao longo 11 anos

analisados?

2.9. Hipdteses

e O padrdo de circulacdo das espécies e tipos dos ADVh em Fortaleza durante o
periodo analisado é semelhante aos observados em diversos continentes.

e Os tipos dos ADVh circulantes em Fortaleza entre os anos de estudos foram
principalmente os das espécies B e C, sendo estes comumente descritos em

estudos no Brasil e na America do Sul.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Determinar os padrdes de circulacdo das diversas espécies e tipos de ADVh em
Fortaleza, Ceard& - Brasil, durante 11 anos consecutivos (2001-2011) pelo
sequenciamento de nucleotideos das seis primeiras regides hipervariaveis do hexon dos
ADVh.

3.2. Objetivos Especificos

1. Comparar o perfil clinico-epidemioldgico das IRA causadas por ADVh em
criancas atendidas em um hospital de Fortaleza nos anos de 2001 a 2013.

2. Determinar as espécies e tipos de ADVh detectados na populacgéo de estudo.

3. Analisar a distribuicdo sazonal dos adenovirus detectados entre janeiro de 2001
a julho de 2013.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Descricéo do Estudo
4.1.1. Tipo de estudo

Esse estudo foi do tipo analitico, transversal, observacional, com amostras
coletadas retrospectivamente (janeiro de 2001 a julho de 2012) e de forma prospectiva

(agosto de 2012 a junho de 2013) que compreendeu um periodo total de 150 meses.

4.1.2. Populacéo e Local do Estudo

A populacdo de estudo era composta de criancas e adolescentes atendidos na
emergéncia e enfermarias do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) com sinais e
sintomas de IRA tanto do trato superior (tosse, coriza, dor de garganta, dor de ouvido)
como inferior (dispneia e febre), com os mesmos iniciados hd no maximo sete dias,
participavam do estudo apenas 0s pacientes que 0s pais ou responsaveis concordassem
com sua inclusdo. O diagnostico clinico era dado pelo médico que prestava atendimento
a cada crianca.

O HIAS é um hospital pediatrico de referéncia que atende mais de 150 mil
criancas por ano, sendo o principal hospital pediatrico do Ceara. Esta situado em
Fortaleza, capital do estado, cidade localizada a 4° ao sul do Equador. Possui 2,5
milhGes de habitantes e duas estacdes distintas: uma chuvosa ocorrendo no primeiro
semestre e outra seca nos demais meses do ano. A umidade relativa do ar € alta (>70%)
e temperatura pouco variavel (26-28° C) durante todo o ano.

4.1.3. Aspectos Eticos

Os procedimentos e protocolos aplicados neste estudo foram revisados e
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do HIAS sob o N° 04/06 de 14 de
fevereiro de 2006 (Anexo ). Antes da coleta do material clinico os pais ou responsaveis
eram informados sobre 0s objetivos da pesquisa e autorizava a coleta assinado o termo

de consentimento livre e esclarecido (Anexo II).
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4.1.4. Coleta de Dados e de Material Clinico

As coletas de dados e amostras, aspirados de nasofaringeo (ANF), eram feitas
pelos participantes do Laboratério de Virologia da Universidade Federal do Ceara
(UFC). As coletas ocorriam de forma regular de segunda a sexta. Os responsaveis pelas
criangas eram entrevistados para preenchimento da ficha epidemioldgica (Anexo I11) e
os dados clinicos eram obtidos diretamente do médico ou do prontuério em caso de
paciente hospitalizado. Os dados pesquisados incluiam: Idade, sexo, data da coleta,
sintomas e sinais da infeccdo e diagnostico. Todas estas informacgdes eram organizadas

em planilhas no Excel compondo o banco de dados de nosso laboratério.

4.2. Diagnostico Laboratorial
4.2.1. Coleta e Processamento das Amostras

As amostras eram colhidas através do ANF e ap0s devidamente identificadas
eram armazenadas em uma caixa térmica contendo bobinas de gelo sob a temperatura
de 4° C por no maximo de quadro horas. Posteriormente, eram levadas ao Laboratorio
de Virologia onde eram imediatamente processadas.

O material era transferido para um tubo Falcon contendo 2ml de Meio Minimo
Essencial de Eagle com sais de Earle (MEM-E) adicionado de penicilina 100U e 50mg
de gentamicina, L-glutamina a 2%. Uma aliquota de aproximadamente 1ml da amostra
ja diluida no MEM-E era armazenado a -80° C para posterior estudo e outra parte era
utilizada para confeccdo das laminas que seriam posteriormente submetidas a

Imunofluorescéncia.

4.2.2. Imunofluorescéncia

As amostras eram inicialmente triadas para identificagdo dos virus Influenza A e
B, virus sincicial respiratério (VSR), ADVh e parainfluenza 1, 2 e 3 pelo método de
Imunofluorecéncia Indireta (IFI) utilizando-se do Kit Respiratoty Viral Painel |
Screening and Identification Kit (Chemicon Light Diagnostics, Temecula, CA, USA). A
triagem para metapneumovirus se deu de forma retrospectiva para trés anos (2006-
2008) se utilizando da imunofluorescéncia direta (IFD) (Human metapneumovirus

[hMPV] Direct Immunofluorescence Assay reagent, Light Diagnostics TM, Chemicon
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International Inc., Temecula, CA) ambas as metodologias ocorreram conforme

protocolo do fabricante modificado por Moura et al. 2006.
4.3. Tipagem Molecular dos ADVh

Amostras de secrecdo de nasofaringe positivas para ADVh pela IFl, coletadas
nos anos de 2001 a 2011 foram encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Molecular de
Adenovirus da Universidade de Sdo Paulo (USP) para caracterizacdo de espécie e tipos

por métodos de Biologia Molecular.

4.3.1. Extracéo do DNA Viral

A extracdo do material genético ocorreu seguindo o protocolo desenvolvido por
Shinagawa et al. (1983) que consiste na extracdo seletiva de genomas virais que
possuam proteinas ligadas de forma covalente ao seu &cido nucleico. As amostras eram
suspensas em tampéao de lise, sendo digerida com proteinase K (Invitrogen ", Califérnia,
USA) antes da extracdo fendlica. Os controles adotadas foram agua ultra-pura (Milli-Q®
Millipore™, Massachusets, USA) como controle negativo e como positivo, as cepas de

ADVh padrdo ADVh-3p e ADVh-5p.

As amostras conservadas em Trizol® (Invitrogen™) eram adicionadas 100ul de
cloroférmio mais alcool isoamilico (proporcdo de 1:24). Posteriormente, foram
centrifugadas a 12.000 rotac¢6es por 15 minutos, houve a formacdo de duas fases, mas
apenas a fendlica contendo o DNA foi utilizada. Em sequéncia, foram adicionados
750ul de Etanol 100% (Merk S.A. Séo Paulo, Brasil) e ficavam a -20° C por uma hora,
depois eram centrifugado novamente como citado acima. O etanol era descartado e o
DNA ressuspenso em 500ul TE 1X (10mM de Tris e ImM de EDTA). Depois, 10ul de
cloreto de sodio (NaCl) 5M e 25ul de lauril sulfato de sdédio (SDS) a 10% foram
adicionados e 5pl de proteinase K 10mg/mL (Invitrogen™). As amostras foram
incubadas novamente a 60° C por uma hora em banho seco e posteriormente foi extraido
com igual volume de fenol/cloroférmio (Invitrogen' ; Merck S.A)). As impurezas eram
retiradas com éter saturado (Merck S.A). A precipitagdo ocorreu com a adicao de 500ul
de isopropanol (Merck S.A.). As amostras eram incubadas a -20° C por 12 horas e
depois centrifugadas a 13000 rotac¢Ges por 10 minutos. O sobrenadante era descartado e

0 sedimento ressuspenso em 100ul de TE 1X.
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4.3.2. PCR e Nested-PCR para Amplificacéo da Regido do Hexon

A caracterizacdo das espeécies e tipos foi realizada através do protocolo de Lu e
Erdman, 2006, que consiste na PCR com primers direcionados para as regides
hipervariaveis do gene hexon (HVR1 a HVR6) dos ADVh e seguida de uma Nested-
PCR. A proteina hexon é reconhecidamente alvo de anticorpos neutralizantes utilizados
para caracterizar os diversos sorotipos de ADVh. Por isso que 0 sequenciamento deste
gene permite a diferenciacdo entre as diversas espécies e sorotipos. A tabela 1 apresenta

todos os primers utilizados nesta etapa.

TABELA 1 - Sequéncia de nucleotideos dos primers direcionados a regido do Hexon
do genoma adenoviral, utilizados para identificacdo das espécies e sorotipos dos

adenovirus detectados.

) Tamanho do o
Primer Sequéncia (5°- 3”) ) Referéncia
Amplicon (pb)

Crawford-Miksza;
Schnurr, 1996

AdhexF1 TICTTTGACATICGIGGIGTICTIGA 764 - 896

Crawford-Miksza;
Schnurr, 1996

AdhexR1 CGTTCICIGCCTGRTTCCACA 764 - 896

AdhexF2 | GGYCCYAGYTTYAARCCCTAYTC 688-821 | Lu; Erdman, 2006

AdhexR2 | GGTTCTGTCICCCAGAGARTCIAGCA 688 - 821 Lu; Erdman, 2006

O primeiro PCR utilizou o par de primers AdhexF1 e AdhexR1, na Nested-PCR
o par de primers foi AdhexF2 e AdhexR2. O PCR ocorreu com 45ul mix composto de
PCR Buffer 1X (Invitrogen™, USA Biotools®), 200uM de DNTPs (Fermentas©),
0,2uM de cada primer, 1U da DNA polimerase Taq (Invitrogem™, USA Biotools) ¢
agua DNAse free com a adicdo de 5ul do DNA viral purificado, com um volume final
de 50uL. O PCR ocorreu seguindo o seguinte programa: 94°C por 2 minutos, seguido
de 35 ciclos de 94°C a 1 minuto, 45°C a 1 minuto, e 72°C por 1 minuto, e no final 72°C
por 5 minutos para a extensao final. Na reacdo de Nested-PCR as concentracdes eram as
mesma da primeira PCR, mas o volume do mix era de 49uL e apenas 1uL do produto
do PCR era adicionado, sendo os tempo e os ciclos semelhante entre as duas reagdes,

modificando-se apenas a temperatura de anelamento dos primers que sobe de 45°C para
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50°C. Todas as amplificacdes utilizaram o termociclador Mastercycler epgradient S
(Eppendorf®©).

4.3.3. Sequenciamento do Gene Hexon

O produto do Nested-PCR foi sequenciado para determinar as espécies e tipos de
ADVh detectados. Para isso, o produto era primeiramente purificado utilizando o

EX0oSAP-IT® (USB Corporation) conforme instrucdes do fabricante.

Os primers utilizados nas reacGes de sequenciamento foram 0s mesmos da
reacdo de Nested-PCR. Todas as reacdes foram feitas em duplicatas tanto com primers
sense (AdhexF2) como antisense (AdhexR2), sendo utilizado para o sequenciamento o
BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems©) conforme
instrugdes do fabricante. A reacdo de amplificacdo foi no termociclador Mastercycler
epgradient S (Eppendorf©) e a ciclagem adotada foi 96° C por 1 minuto, seguido de 25
ciclos de 96° C por 15 segundos, 50° C por 15 segundos e 60° C por 4 minutos.

Na purificacdo do produto da reacdo de sequenciamento foi utilizado o CENTRI
SEP 96 (Princeton Separations, New Jersey, USA), que consiste na separacdo em gel do
excesso de reagentes da reacdo de sequenciamento apds centrifugacdo (3000 rotacdes
por 3 minutos). O sequenciador utilizado foi ABI prism 3100 Genetic Analyser

(Applied Biosystems®©).

4.3.4. Edicdo e Andlise das Sequéncias

Para edicdo das sequéncias obtidas utilizou-se o Sequencher (Gene Codes
Corporation). Depois de editadas, foram alinhadas com auxilio do NCBI Blast e
comparadas com aquelas ja disponiveis em seu banco de dados on-line
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi? PAGE=Nucleotides). Assim foi possivel

determinar as espécies e o0s tipos de cada ADVh detectado.

4. 4. Andlise Estatistica

Foi utilizado nesta andlise o teste de Fisher, Correlagcdo de Spearman e Odds
ratio (OR), sendo executados no Statistical Package for Social Sciences (SPSS). Os p-

valor < 0,05 foram considerados com estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagdo da Populacéo de Estudo

Entre janeiro de 2001 e junho de 2013, 8.517 amostras foram coletadas e
submetidas a IFIl. Pelo menos um virus foi detectado em 2467 (29,97%) destas
amostras. Os ADVh foram encontrados em 290 amostras representando 3,41% do total
de IRA e 11,76% das IRA virais. O ADVh foi o quarto virus mais frequente, sendo o
mais encontrado o VSR com 1185 cepas representando 48% de todas as amostras
positivas para algum virus. A populacdo de estudo foi dividida em ADVh positiva e

ADVh negativos, sendo sua caracteristicas demonstradas na tabela 2.

TABELA 2: Caracterizacdo da populacio de estudo comparando criancas ADVh positivas e negativas
entre 2001 e 2013 (N=8.517 )

ADVh positivas ADVh negativas P-

Dados demogrificos (%) (%) OR (95% CI) Valor
Sexo
Masculino 166 (57,24) 4696 (57,08)

1,0066(0,7944-1,2754) 09565

Feminino 124 (42,76) 3531 (42,92)
Idade (Meses)
0-12 122 (42,07) 3658 (44.46) 0,9070 (0,7155-1,498) 0.4201
13-24 91 (31,38) 2119 (25,75) 1,3181(1,0236-1,6974) 0,0323
25-36 33 (11,38) 982 (11,94) 0,9485 (0,6562-1,3712) 0,7786
37-48 16 (5.52) 460 (5,59) 0,9856 (0,5902-1,6459) 0,9558
49-60 7(2.41) 258 (3.14) 0,7640(0,3573-1,6338) 0,4876
> 60 21 (7.24) 750 (9,12) 0,7783 (0,4961-1,2211) 0,2753
Diagnostico
IVAS 155 (53.45) 3870 (47.04) 1,2926(1,0222-1,6347) 0,0321
Pneumonia 79 (27.24) 1818 (22,10) 1,3199(1,0139-1,7182) 0,0391
Bronquite 7(2.41) 345 (4,19) 0.5651(0.2640-1,2055) 0,1345
Bronquiolite 23 (7.93) 955 (11,61) 0.6559(0,4262-1,0096) 0,0553
Exacerbacdo da asma 26 (8.97) 1239 (15.06) 0.5555(0.3696-0,8348) 0,0047
Setor de
atendimento
Emergéncia 233 (80.33) 6865 (83.44) 1,2331(0,0177-1,6568) 0,1645
Enfermarias 57 (19.66) 1164 (16.56)

ADVh: Adenovirus humano; OR: Odds ratio; CI: Intervalo de confianca

As caracteristicas de cada grupo foram comparadas entre si atraves da

ferramenta estatistica Odds ratio, que serve para determinar se algum dado analisado

tinha maior ou menor chance de ocorre na presenca do ADVh.
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O primeiro dado analisado foi o sexo, a proporcdo entre criancas do Sexo
masculino e feminino nos ADVh positivos foi 1.3:1 sendo esta semelhante aquela
encontrada nos ADVh negativos. O proximo aspecto analisado era a idade, sendo que a
maioria (73,4%) das IRA por ADVh eram encontradas em criancas menores de 2 anos e
a idade média dada em meses destes pacientes foi de 24,52+3,29 [Intervalo de confianca
(CI) de 95%; variacdo:1-179 meses]. Quando comparadas as faixa etarias entre os dois
grupos, observou-se que entre os 13-24 meses, 0s pacientes ADVh positivos tinha

aproximadamente 32% a mais de chance de esta nesta faixa etaria do que outro grupo.

As IVAS e pneumonias foram as sindromes clinicas mais frequentemente
associadas aos ADVNh, representando 53,45% e 27,24% de todos os casos analisados,
respectivamente. Em ambos os casos houve uma forte associacéo estatistica entre estas
sindromes clinicas e a presenca do ADVh, quando comparado com 0 grupo negativo.
Ao contrério, a deteccdo de ADVh em casos de exacerbacdo da asma foi menor do que
a de outros virus. Os pacientes com IRA positiva para ADVh tinham quase metade da
chance de apresentar este quadro do que aqueles causados por outros agentes (O.R:
0,555; p-valor < 0,01). Os ADVh foram encontrados em 57 (19,66%) pacientes
hospitalizados, sendo bronquiolite (37%) e pneumonia (30,43%) os diagnosticos mais
frequentes nesses casos, contudo IVAS hospitalares foram observadas em 26% desses

pacientes.

Durante o periodo avaliado foram encontrados 122 casos de coinfec¢des entre 0s
diversos virus estudados, os ADVh estavam presente em 60 (49,18%) destas, estas
cepas representaram 20,69% de todos os ADVh encontrado com um, dois ou trés virus,
aplicado-se Odds ratio e comparado com outros agentes foi observado que este virus
tinha cinco vezes mais chance de aparecer em coinfeccdo do que qualquer outro virus
pesquisado (O.R: 0,555; p-valor < 0,0001). O virus mais frequentemente detectado
nesses casos foi 0 VSR com 24 casos (40,0%), sequido do influenza com 17 casos

(28,33%). Em quatro amostras (6,67%) ocorreu a deteccao destes trés virus.

Os pacientes em que o ADVh estava presente em coinfeccdo com outros virus
apresentavam aproximadamente quatro vezes mais chances de estarem hospitalizados
dos que apresentavam uma infecgdo simples (O.R: 3,9231; p-valor < 0,0001), as
coinfeccdes representaram 33,33% de todos os pacientes internados com este virus. As

coinfecgdes dos ADVh séo descritas na tabela 3.
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TABELA 3 — Coinfec¢bes dos ADVh entre 2001 e 2013

Coinfeccdes Quantidade (%)
ADVh + VSR 24 (40)
ADVh+FLUAEeB 17 (28,33)
ADVh +PF1,2¢e 3 13 (21,67)
ADVh + MPV 2 (3,33)
ADVh+VSR+FLUAeB 4 (6,67)
Total 60 (100)

ADVh: Adenovirus humano; VSR: Virus sincicial respiratério; FLU A e B: Influenza
A/B; PF1, 2 e 3: Parainfluenza 1, 2 e 3; MPV: Metapneumovirus.

A taxa de coinfec¢cdes dos ADVh se apresentou de forma irregular durante o
periodo de estudo, como observado em 2005 e 2010 periodos em que ndo houve casos
de coinfeccdo e em 2013, ano que encontramos a taxa mais elevada com 80,64% dos
ADVh sendo encontrados na presenca de pelo menos um outro virus. A distribuicdo das
amostras coletadas e analisadas em negativas, positivas, positivas para ADVh e

coinfeccdes de ADVh por ano de estudo esta representada na tabela 4.
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TABELA 4 - Caracterizagéo e distribui¢éo das amostras analisadas por ano de estudo
(2001-2013)

Amostras Amostras Amostras Total de Coinfecgdo

Ano coletadas  Negativas (%) Positivas™ (%0) '.A‘.DVh AD\,/h & outros
Positivas (%) virus (%)

2001 556 316 (56,83) 240 (43,17) 39 (16,25) 7 (17,95)
2002 463 301 (65) 162 (35) 17 (10,49) 4 (23,53)
2003 537 393 (73,18) 144 (26,82) 26 (18,06) 6 (23,10)
2004 411 250 (60,83) 161(39,17) 9 (5,60) 3(33,33)
2005 490 313 (63,88) 177 (36,12) 14 (7,91) 0 (0)
2006 653 486 (74,43) 167 (25,57) 13 (7,78) 1(7,69)
2007 624 386 (61,86) 238 (38,14) 40 (16,81) 2 (5)
2008 706 518 (73,37) 188 (26,63) 18 (9,57) 3(16,67)
2009 679 394 (58,03) 285 (41,97) 19 (6,67) 2(10,53)
2010 1119 1006 (89,90) 113 (10,10) 13 (11,50) 0 (0)
2011 1030 747 (72,52) 283 (27,48) 48 (16,96) 6 (12,50)
2012 799 713 (89,24) 86 (10,76) 3 (3,49) 1(33,33)
2013 450 227 (50,44) 223 (49,56) 31 (10,01) 25 (80,64)
Total 8517 6050 (71,03) 2467 (28,97) 290 (11,76) 60 (20,69)

(*) Adenovirus, VSR, Influenza A/B, Parainfluenza 1, 2, 3, Metapneumovirus.

5.2. Distribuicdo das IRA no Periodo de Estudo

As IRA ocorreram continuamente ao longo dos quase 13 anos de estudos, sendo
anualmente observado dois picos de IRA de intensidades diferentes, um maior no
primeiro semestre que apresentava uma correlacdo positiva com a ocorréncia de chuva
(Correlacdo de Spearman: 0,376; p-valor < 0,05) e um pico menor ocorrendo no
segundo semestre. Os casos de IRA por ADVh ndo mostraram relacdo com o periodo
chuvoso e também néo tiveram associacdo com periodo seco, sendo indiferente a este
fator climatico (Correlagdo de Spearman: 0,063; p-valor > 0,05). A distribuicdo mensal
acumulada no periodo de estudo da pluviometria, das IRA totais e por ADVh conforme

o resultado da IFI é apresentada na figura 5.

Os ADVh apresentaram um padrdo irregular de circulacdo, ndo sendo possivel
determinar padrdo de sazonalidade. Observou-se que os ADVh estiveram presente em
todos os anos analisados, sendo seu numero variavel a cada ano, com no minimo trés

em 2012 e no maximo de 48 em 2013.
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Apesar de ndo ocorrerem em periodos epidémicos regulares em Fortaleza,
quando analisamos a quantidade acumulada de casos por més, foi observado que os
ADVh tinham um maior chance de serem detectados nos meses de setembro e outubro,
quando comparados a outros agentes (OR: 1.8790;95% CI. 1.4177-2.4903; p-valor <
0.0001). A distribuicdo do ADVh e a comparacdo com as IRA totais acumuladas de

2001 a 2013 por més de estudo é observada na Figura 6.
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Figura 6 — Distribuicdo acumulada por més dos ADVh positivas e das IRA totais entre
2001 e 2013.

5.3. Sequenciamento das Regibes Hipervariavéis do Gene Hexon

Das 290 amostras positivas para ADVh, foram selecionadas 190 entre anos de
2001 a 2011, que representaram 65,52% de todos os ADVh isolados durante o periodo
de estudo, sendo determinada a espécie e o tipo pelo sequenciamento das regides
hipervariavéis. Foi possivel determinar a espécie e o tipo de 189 com apenas uma
ficando indeterminada. Durante este periodo foram encontradas trés espécies: 162
(85,72%) ADVh-B, 21 (11,11%) ADVh-C e 6 (3,17%) ADVh-E.

A cocirculacdo das trés espécies e o predominio do ADVh-B sobre os ADVh-C
e ADVh-E foram observadas nas amostras dos anos de 2001 a 2011. A caracterizagédo
das espécies identificadas entre os anos de 2001 a 2011 e sua distribui¢do por cada ano

de estudo se encontra na tabela 5.
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TABELA 5 - Distribui¢do em espécies dos ADVh detectados entre 2001 a 2011 e
analisados por sequenciamento do gene hexon

Amostras ADVh ADVh ADVh-B  ADVh-C ADVh-E
Ano Coletadas positiva (%) tipados (%) (%) (%) (%)
2001 556 39 (7,01) 23(58,97) 20(86,96)  3(13,04) 0
2002 463 17 (3,67) 14 (82,35) 14 (100) 0 0
2003 537 26 (4,84) 24 (92,31)  22(9565)  1(4,35) 0
2004 411 9 (2,19) 7 (77,78) 7 (100) 0 0
2005 490 14 (2,86) 13(92,86) 12 (92,31) 1(7,69) 0
2006 653 13 (2,00) 13 (100)  12(92,31)  1(7,69) 0
2007 624 40 (6,41) 38 (95) 33(86,84) 2(526)  3(8,90)
2008 706 18 (2,55) 15(83,33) 12 (80%) 1(6,67)  2(13,33)
2009 679 19 (2,80) 17 (89,47) 16(94,12)  1(5,88) 0
2010 1119 13 (1,16) 9 (69,23) 6(66,67)  2(22,22) 1(11,11)
2011 1030 48 (4,66) 17 (35,42)  8(47,06)  9(52,94) 0
Total 7268 256 (3,52) 190 (65,52) 162(85,72) 21(11,11) 6 (3,17)

Durante os anos de 2001 a 2011 foram identificados sete diferentes tipos de
ADVh em nossa populacédo. Os tipos predominantes foram o0 3 e 0 7, presentes em 128
(67,72%) e 34 (18,00%) amostras, respectivamente. A seguir, os tipos 1 e 2 foram
identificados em 8 amostras (4,24%) cada. O tipo 4 foi detectado em 6 (3,18%) das
amostras analisadas (Tabela 6). Dentre os ADVh tipados, 22 eram de pacientes
hospitalizados, sendo os tipo 3 e 7 identificados em 15 (68,18%) e 4 (18,18%) dos
casos, respectivamente. Nos outros trés casos encontrados em pacientes hospitalizados

foram detectados os tipos 1, 2 e 4.

Os diferentes tipos ndo estdo igualmente distribuidos nos anos de estudo. O
Unico tipo circulante em todos os anos foi 0 3. O tipo 7 ndo foi detectado nos anos
2006, 2010 e 2011, enquanto os outros tipos identificados apresentaram uma
distribuicdo bastante irregular. Somente a partir de 2007 foram detectados os tipos 2 e 4
(Tabela 6).
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TABELA 6 - Caracterizacdo das espécies e tipos de ADVh circulantes em criancas com IRA atendidas no HIAS em Fortaleza entre 2001 e 2011

(n=7524)
Amostras Espécies Espécie/Tipos
Ano Totalde  ADVh + por ADVh-B ADVh-C ADVh-E
Amostras IF1 (%)
ADVh-B  ADVh-C ADVh-E 3 (%) 7(%0) 1(%) 2(%) 5(%0) 6(%0) 4(%0)
10

2001 556 39 (7,01) 20 (86,96)  3(13,04) 0 10(43,48) (4348) 2(8,7) 0 1(4,34) 0 0
2002 463 17 (3,67) 14 (100) 0 0 9(64,29) 5(35,71) 0 0 0 0 0
2003 537 26 (4,84) 22 (95,65)  1(4,39) 0 17(73,91) 5(21,74) 1(4,35) 0 0 0 0
2004 411 9(2,19) 7 (100) 0 0 5(71,43) 2(28,57) 0 0 0 0 0
2005 490 14 (2,86) 12(92,31)  1(7,69) 0 7(53,85) 5(38,46) 1(7,69) 0 0 0 0
2006 653 13 (2,00) 12(92,31)  1(7,69) 0 12 (92,31) 0 0 0 1(7,69) 0 0
2007 624 40 (6,41) 33(86,84) 2(526) 3(890) 28(73,69) 5(13,16) 1(2,63) 1(2,63) 0 0 3(7,89)
2008 706 18 (2,55) 12(80%)  1(6,67) 2(13,33) 11(73,33) 1(6,67) 1(6,67) 0 0 0 2 (13,33)
2009 679 19 (2,80) 16 (94,12)  1(5,88) 0 15(88,24)  1(5,88) 0 1(5,88) 0 0 0
2010 1119 13 (1,16) 6(66,67) 2(22,22) 1(11,11) 6(66,67) 0 0 2(22,22) 0 0 1(11,11)
2011 1030 48 (4,66) 8(47,06)  9(52,94) 0 8 (47,06) 0 2(11,76) 4(23,54) 2(11,76) 1(5,88) 0
Total 7268 256 (3,52)  162(85,72) 21(11,11) 6(3,17) 128(67,72) 34(18) 8(424) 8(424) 4(212) 1(06) 6 (3,18)
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6. DISCUSSAO

Os dados apresentados nesse estudo representam a continuidade de uma série de
pesquisas sobre viroses respiratorias em Fortaleza realizadas desde 2001 (ALONSO et
al., 2012; FE et al., 2008; MOURA et al., 2013) onde um trabalho ja havia sido
construido sobre aspectos viroldgicos, epidemiolégicos e clinicos das infec¢des infantis
pelos ADVh (MESQUITA, 2007). Assim, nesta secdo serdo discutido com maior
profundidade a taxa de deteccdo dos ADVh como agente de IRA na populacdo
pediatrica, a caracterizacdo do padrdo de atividade dos ADVh e a diversidade de

espeécies e tipos deste virus circulantes em Fortaleza durante os quase 13 anos de estudo.

Em relacdo aos estudos brasileiros publicados sobre a epidemiologia dos ADVh,
esse estudo pode ser considerado de longa duragdo e com um numero de cepas
identificada elevado (ALBUQUERQUE et al. 2003; LUIZ et al., 2010; MOURA et al.,
2007a; MOURA et al. 2007b). Uma série de estudos foram publicados no Brasil sobre
0s ADVh e tinha periodos prolongados de estudos (LUIZ et al., 2010; KAJON et al.,
1999; MORAES et al., 1997). Contudo, apenas um trabalho realizado em S&o Paulo,
capital, entre os anos 1995 a 2006, conseguiu identificar um numero maior de cepas que
em nosso trabalho (MARINHEIRO, 2009). No Nordeste brasileiro, pode ser citado
apenas um estudo realizado com criangas na cidade de Salvador onde a atividade das

diversas espécies e tipos foi observada durante um ano (MOURA et al., 2007a).

A baixa taxa de detec¢do dos ADVh encontrada neste estudo (3,41%) é similar
as descritas em estudos que utilizaram a IFI para deteccdo deste virus (BARRERO et al.
2012; LUIZ et al., 2010; MOURA et al., 2007a; MOURA et al. 2007b). Os ADVh
foram apenas o0 quarto virus mais detectados entre 0s pesquisados por
imunofluorescéncia. Estudos que utilizaram as técnicas moleculares como o PCR
obtiveram taxas de deteccdo superiores a aquela observada em nossos dados
(BEZERRA et al., 2011; JIN et al., 2013; STROPARO et al., 2010). Em um trabalho
conduzido na cidade de Recife, Pernambuco, que utilizou a técnica de multiplex-PCR
para a identificacdo de 17 diferentes patdgenos em uma populacdo pediatrica com
quadro de IRA, observou-se que os ADVh estavam presente em 25% das amostras
positivas para algum dos agentes testados, sendo ele o segundo mais encontrado ficando
atras apenas do VSR (BEZERRA et al.; 2011).
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Os métodos de Biologia Molecular geralmente apresentam sensibilidade bem
superior a da IFI em relacdo aos ADVh, contudo, a IFI continua sendo amplamente
utilizada pelos sistemas de vigilancia de varios paises, inclusive o Brasil, por ser um
método de baixo custo e de facil aplicacdo (MARCONE et al., 2013; SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2012).

As taxas de deteccdo de ADVh em coinfeccdes (20,69%) € relatada muito
comumente, algumas vezes em taxas superiores a relatada neste estudo (AMPUERO et
al., 2012; BEZERRA et al. 2011; KIM et al. 2013; PRETORIUS et al., 2012).
Contudo, é necessario cuidado na interpretacdo dos testes de deteccdo de ADVh, seja
como agente Unico ou em coinfeccdes, pois ha trabalhos que observaram a capacidade
de liberacédo persistente deste virus enquanto outros relatam a deteccdo desses virus em
individuos assintomaticos, dificultando sua implicacdo nos quadros respiratorios agudos
(BRANDT et al., 1969; KALU et al., 2010; THAVAGNANAM et al., 2010).

Inimeros fatores podem influenciar na deteccdo dos ADVh. Entre eles podem
ser citados: as sindromes clinicas analisadas, local de atendimento do paciente, o
periodo de estudo e o material clinico e as metodologias empregadas para sua deteccao.
Analisando-se os varios fatores citados como responsaveis pela variagdo nas taxas de
deteccdo dos ADVh, podemos comentar alguns aspectos caracteristicos do nosso estudo

e como eles podem ter influenciado na taxa encontrada.

O primeiro deles é a idade da populacdo geral do estudo que variou entre 0 e 16
anos, o que representou a faixa etaria dos pacientes atendidos no HIAS. As criancas que
sofriam de IRA por ADVh era predominantemente meninos no segundo ano de vida,
achados semelhantes haviam sido encontrados em outros trabalhos (BICER et al., 2013;
TABAIN et al.; 2012; YEUNG et al., 2009). As criancas de até dois anos de idade
representaram 73,4% dos ADVh detectados, ja pacientes com idade superior a cinco
anos eram apenas 7,4% destes casos. O pequeno nimero de casos na faixa etéria
maiores de cinco anos foi demonstrado em diversos estudos e pode indicar que neste
grupo as manifestagdes clinicas pelos ADVh sdo mais brandas, sem a necessidade de
atendimento médico (COOPER et al., 2000; LAI et al., 3013; MARCONE et al., 2013;
TABAIN et al.; 2012). E oportuno ressaltar que os ADVh sdo importantes patogenos

respiratdrios na populacdo adulta, principalmente entre aqueles que estdo em situagéo de
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aglomeracéo ou fatiga, como por exemplo militares em treinamento e idosos em abrigos
(HOKE; SNYDER, 2013; KANDEL et al., 2010).

Um segundo fator a ser analisado é o setor atendimento dos pacientes. A taxa de
deteccdo dos ADVh entre os pacientes hospitalizados foi de aproximadamente 5%,
sendo superior a encontrada nos paciente atendidos na emergéncia (3,4%). A taxa de
deteccdo dos ADVh em pacientes hospitalizados é semelhante as descritas em estudos
com pacientes internados e uma taxa de deteccdo maior ja havia sido observada quando
comparados os pacientes hospitalizados e os atendidos na emergéncia (BARRERO et al.
2012; LUIZ et al., 2010; MOURA et al. 2007b). Dois estudos promovidos com criangas
hospitalizadas com quadro de IRA encontraram elevadas taxas de deteccdo dos ADVAh,
0 primeiro em Istambul, Turquia, identificou o0 ADVh em 26,2% de todas as suas
amostras (BICER et al., 2013) e em Séo Paulo sua participacdo foi em 22% de todas as
IRA identificadas (MARINHEIRO, 2009). Apenas 14,67% da populacdo do presente
estudo eram pacientes internados. Isso reflete a populacdo de pacientes internados no
HIAS que é um hospital de nivel terciario e de ensino. Dessa forma a maioria dos
pacientes atendidos no setor de emergéncia por IRA recebe tratamento em casa, um
nimero menor de pacientes, aqueles com IRA mais graves sdo encaminhados para
internacdo em hospitais de nivel secundario ou terciario dependendo da existéncia de

leitos, e uma parcela menor € internada no proprio HIAS.

A taxa de deteccdo viral depende também do tipo de material clinico
analisado e dos métodos utilizados para sua pesquisa. Neste estudo, o ANF foi utilizado
como espécime clinico e a técnica de triagem empregada para a detec¢gdo do antigeno
viral foi a IFI por si tratar de uma técnica de diagndstico rapido e de baixo custo. Esta
técnica exige uma amostra em células integras e, diferente do isolamento viral em
cultura de células, ndo depende da capacidade infectante do virus presente na amostra.
Além disso, os mais de 13 anos de utilizacdo dessa técnica em nosso laboratério
garantem a experiéncia necessaria para execucdo e interpretacdo dos resultados da
mesma. A IFI apresenta sensibilidade e especificidade para os ADVh bem variadas
qguando comparamos com a cultura celular, padrdo-ouro, e metodologias moleculares.
Stroparo et al. 2010 compararam a IFI com o PCR na detec¢do dos ADVh em pacientes
pediatricos e imunocomprometidos com IRA e a taxa saltou de 2,6% na IFI para 10%

com a metodologia molecular.



50

A introducdo das metodologias moleculares nos diagndsticos de rotina tem
associado os ADVh a diversas sindromes clinicas e sua taxas de detec¢cdo em pacientes
pediatricos com IRA tém se mostrado superior a estudos que utilizaram IFI e a cultura
celular como método de triagem (STROPARO et al., 2010). Devido aos altos custos
para a execucdo destas técnicas, em nosso trabalho, elas ficaram restritas a determinacao
das espécies e dos tipos de ADVh. No passado, a caracterizagdo sorotipica dos
adenovirus se dava a partir de isolados virais em culturas submetidos a testes de
neutralizacdo com soros policlonais sorotipo-especifico. Contudo, esses métodos sédo
demorados e propensos a reacGes cruzadas entre alguns sorotipos e linhagens
intermediérias (SERANTIS et al.,, 2004; WADELL et al., 1980). Atualmente, as
técnicas de biologia molecular sdo os métodos mais rapidos e confidveis para a
determinacdo das espécies e tipos de ADVh, permitem uma analise epidemioldgica a
nivel molecular e possibilita a deteccao de coinfecgdes por diferentes ADVh que podem
servir como fonte para o surgimento de novas cepas (MCCARTHY et al. 2009; VORA
et al., 2006). Estes novos métodos se baseiam na amplificacdo e sequenciamento das
regides hipervariaveis do gene hexon (HVR1 a HVR6) permitindo a identificacdo dos
54 sorotipos descritos até o0 momento (LU; ERDMAN, 2006).

Neste estudo foram incluidos pacientes que apresentavam tanto quadro
infeccdes respiratorios altas quanto baixas, porém as maiores taxas de deteccdo dos
ADVh foram observados em pacientes com infeccdo respiratoria alta, mas entre as
infeccOes baixas a mais frequente foi a pneumonia, sendo este fato observado em
diversos estudos (JIN et al. 2013; LUIZ et al.,, 2010; MARCONE et al., 2013;
MESQUITA, 2007). Contudo, o percentual de deteccdo dos ADVh entre os casos de
IRA baixas encontrado neste estudo ndo deve ser subestimado. Estudos que analisaram
a participacdo deste virus como agente etiologia das bronquiolites e pneumonias,
destacam o papel dos ADVh nestas infeccbes (JIN et al. 2013; KHAMIS et al., 2012;
TEBRUEGGE; CURTIS, 2012). Os quadros clinicos causados por este virus podem
variar na sua forma de apresentacdo, sendo desde um resfriado até a uma pneumonia
fatal (TANG et al., 2013). As causas destas variacdes ainda ndo estdo bem esclarecidas.
Contudo, parece que as epidemias de infeccOes respiratorias graves por ADVh estdo
associadas a determinados sorotipos emergentes, como 0os ADVh-3 e 7, na Coreia e
Taiwan, e ADVh-14 nos Estados Unidos (CDC, 2007; KIM et al. 2003; LAI et al.
2013).
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Entre os pacientes hospitalizados as sindromes clinicas mais comuns foram a
pneumonia e a bronquiolite, duas sindromes clinicas comumente encontradas entre
pacientes internados com quadro respiratorio por ADVh (JIN et al. 2013; ROJAS et al.,
2012). As pneumonias associadas a ADVh nesse estudo foram observadas
principalmente entre os pacientes que recebiam atendimento na emergéncia mais que
nédo necessitaram de hospitalizacéo, retornando para tratamento em casa. Devido ao ndo
acompanhamento desses pacientes ndo se pode avaliar a evolugdo das pneumonias
nestes casos. Ja naqueles que foram internados por pneumonia no HIAS nenhum

evoluiu para o obito.

Outro dado interessante observado entre 0s pacientes hospitalizados € 0 nimero
de IVAS hospitalares que representou 26% das IRA em pacientes internados. Diversos
estudos j& haviam observado a capacidade dos ADVh de circular entre pacientes
hospitalizados, principalmente em paises em desenvolvimento onde as enfermarias
possui diversos leitos proximos e o isolamento de pacientes é dificil de se realizar.
Criancas com alguma doenca de base, que passam por periodos prolongados de
hospitalizacdo, tem um alto risco de desenvolverem infeccGes graves pelos ADVh e se
tornam possiveis fontes para transmissdo nosocomial deste agente, sendo necessario
uma vigilancia constante dentro deste grupo de paciente (HATHERILL et al., 2004;
LARRANAGA et al., 2007; PALOMINO et al., 2000).

Quando a caracterizacdo dos indices de circulacdo dos ADVh em Fortaleza, este
estudo apresenta dados que confirmam o que ja havia sido descrito em um estudo que
analisou a atividade dos ADVh de janeiro de 2001 a dezembro de 2006 (MESQUITA,
2007). A irregularidade da ocorréncia anual de casos e a auséncia de associacdo das
IRA por ADVh com a estacdo chuvosa sdo observaces semelhantes nos dois estudos.
A principal alteracdo climética de Fortaleza é a chuva, que ocorre sempre no primeiro
semestre do ano, geralmente de marco a junho, periodo denominado de “quadra
chuvosa”. Estudos prévios na nossa cidade ja demonstraram associacdo entre 0 maior
pico de IRA e a esta¢do chuvosa a virus como VSR e o influenza, mas o mesmo néo
ocorreu com 0 ADVh (ALONSO et al., 2012; MOURA et al., 2013). Por sua vez, a
correlagdo entre a ocorréncia da estacdo seca ao virus parainfluenza 3, ja relatada,
também ndo é observada com o ADVh, apesar das maiores chances de se detectar este
virus ocorram nos meses secos de setembro e outubro (FE et al., 2008). Portanto, a

distribuicdo das IRA associadas aos ADVh em Fortaleza ocorre ao longo do ano, como
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relatado em varios estudos seja em regides equatoriais como a nossa, seja em regides
temperadas (ALHARBI et al., 2012; BEZERRA et al.; 2011).

Além da chuva alguns outros fatores climaticos como a temperatura, umidade
relativa do ar, radiacdo ultravioleta (UVB) e velocidade dos ventos mostram relagdo
com periodo epidémico de alguns virus, como, por exemplo, 0 VSR (NOYOLA;
MANDEVILLE, 2008; WELLIVER, 2009). A hipdtese é que a radiacdo UVB pode
inibir a disseminacédo entre os hospedeiros de virus com VSR e MPV pela inativacdo
dos mesmos no ambiente. A UVB pode agir também de forma indireta na atividade de
diversos virus pela estimulacdo da producéo de vitamina D nos hospedeiros (YUSUF et
al., 2007). A vitamina D, por sua vez, pode ser capaz de aumentar a expressdo de
algumas proteinas antivirais como as catelicidinas e as defensinas que protege os
hospedeiros de virus invasores (DAHER et al., 1986). Em estudo realizado com
criancas hospitalizadas por bronquiolite, avaliou-se a acdo destas variaveis climaticas
sobre as taxas de deteccdo dos ADVh ao longo de dois anos de estudo (2009-2010), ndo
sendo possivel correlacionar nenhum destes fatores ao aumento ou diminuicdo da

circulacdo dos ADVh na populacdo analisada (CHEN et al., 2013).

As infecgdes por ADVh podem ocorrer de forma endémica durante todo o ano
ou epidémica dependendo do tipo envolvido e do clima (FADEN et al., 2011; SUN et
al., 2014). Um maior nimero de casos de IRA por ADVh foi observado em periodos de
temperaturas mais baixas, inverno e outono. Nesta época as infeccBes respiratorias
virais sdo mais prevalentes (ALHARBI et al., 2012; LUIZ et al., 2010; MARINHEIRO,
2009). Na China, durante seis anos (2006-2012), em um estudos conduzido entre
pacientes hospitalizados com bronquiolite, os ADVh circularam principalmente nos
meses de primavera e verdo (SUN et al., 2014). Estd bem demonstrado a tendéncia
epidemiolégica dos ADVh de causar surtos de conjutivite e faringoconjuntivites durante
a primavera, provavelmente por reativacdo dos ADVh a partir de reservatorios

amigdalianos e posterior transmissdo a hospedeiros susceptiveis (REINA et al., 2004).

No que se refere ao Brasil, apesar de os ADVh serem encontrados em todos 0s
periodos do ano, em Sdo Paulo e Minas Gerais, na regido Sudeste, 0 aumento no
namero de casos dos ADVh em casos respiratorios € observado nas estaces de outono
e primavera (LUIZ et al., 2010; MARINHEIRO, 2009).
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A analise dos quase 13 anos de estudo mostrou a variabilidade do namero de
casos dos ADVh positivos, ndo sendo possivel determinar um comportamento sazonal
do mesmo durante o periodo analisado, ndo havendo um periodo epidémico bem
definido para os ADVh em Fortaleza. Como visto neste estudo, o nimero de infeccdes
por ADVh em cada ano variou entre 0 minimo de trés em 2012 e no maximo de 48 em
2011, resultando em uma taxa de deteccéo que variou entre 3,49% e 18,06% de todas as
amostras positivas para algum virus a cada ano. Em estudos promovidos na Argentina e
no Brasil, o primeiro entre os anos de 1999 e 2010, encontrou taxas de deteccdo dos
ADVh variando entre 1.05% e 10.8%, ja o segundo ocorreu entre 0s anos de 1995 e
2006 e verificou taxas que variaram mais do que neste estudo com a maior ocorrendo
em 2001 com 44% e a menor em 2006 com 15%. E oportuno ressaltar que tanto o
trabalho argentino quanto o brasileiro incluiram apenas pacientes hospitalizados.
Contudo, o trabalho promovido na cidade S&o Paulo utilizou 0 PCR com metodologia
de triagem, o que pode explicar as taxas de deteccdo mais elevadas do que o trabalho
argentino e do nosso estudo, que utilizaram a IFI como método de triagem, sendo esta
consagradamente menos sensivel que a primeira para a deteccdo dos ADVh
(BARRERO et al. 2012; MARINHEIRO, 2009).

Estudos sobre a caracterizacdo das espécies e dos tipos dos ADVh circulantes
em uma determinada regido fornecem importantes informacdes para o entendimento da
epidemiologia e a patogénese dos ADVh, uma vez que essas variabilidades tém sido
implicadas como fatores que influenciam na gravidade , na ocorréncia de reinfecgdes e
no padrdo de circulacdo anual dos ADVh (COOPER et al., 2000; LEBECK et al., 2009;
MCCARTHY et al., 2009). Ha muito ainda para se entender sobre a epidemiologia e a
presenca das diversas espécies e tipos de ADVh no Brasil, este é o segundo estudo
conduzido na regido Nordeste do pais. Porém, é o primeiro a englobar um periodo tdo

longo e com um namero elevado de amostras (MOURA et al., 2007a).

A tipagem dos ADVh ocorre tradicionalmente por duas técnicas: a reacdo de
neutralizacdo e a técnica de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo
(RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism). A tipagem dos ADVh por
métodos cléssicos, como o teste de neutralizagdo, requer reagentes policlonais
hiperimunes de dificil aquisicdo, os resultados podem demorar semanas para serem
confirmados. A interpretacdo destes resultados exige cuidado devido a elevada taxa de

casos falsos-positivos, pela grande possibilidade de reacdo cruzada entre os tipos. A
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técnica de RFLP é uma alternativa aos testes de neutralizacdo, oferece a possibilidade
de além das espécies e tipos, as variagdes no genoma dos virus que permite determinar
0s genotipos. Contudo, este método requer sucessivas passagens do virus em cultura
celulares, o que torna impraticavel em estudos com nimero elevado de amostras (LU;
ERDMAN, 2006).

Devemos ressaltar que nem todos os ADVh detectados neste estudo foram
submetidos a caracterizacdo das espécies e dos tipos. Aproximadamente 65% de todos
0os ADVh tiveram a sua espécie e tipo identificada. A ndo inclusdo de todas as cepas
identificadas ocorreu devido ao extravio de algumas amostras mais antigas durante o
armazenamento, mas principalmente por nédo ter sido incluida nesta etapa as amostras
dos anos de 2012 e 2013, devido a dificuldades no processo de transporte das mesmas.
Sendo assim, apenas amostras entre os anos de 2001 a 2011 tiveram sua espécie e tipo

determinada.

Para realizacdo da analise da diversidade dos tipos e espécies dos ADVh
circulantes em Fortaleza de 2001 a 2011, optou-se por amplificar e sequenciar as seis
primeiras regides hipervariaveis dos gene hexon, o que permite determinar os 54 tipos
conhecidos até o momento, sendo uma alternativa mais rapida e confidvel que os
métodos tradicionais tipagem dos ADVh (LU; ERDMAN, 2006).

Varios cuidados foram tomados para a validacdo desse trabalho assim com para
descartar a hipdtese de contaminacdo das amostras analisadas. A reacdo de nested PCR
aumenta a sensibilidade do PCR e também a chance de contaminagdo durante o seu
processo de realizacdo (LU; ERDMAN, 2006; MARINHEIRO, 2009). A contaminacao
intralaboratorial foi descartada pelo fato de haver uma barreia fisica entre as salas do pré
e poés-amplificado, ou seja, as salas eram separadas e distintas. Alguns cuidados foram
adotados durantes os procedimentos, como 0 uso de aventais e propés descartaveis
proprios em cada sala. A reacdo de nested PCR era realizada na sala do pds-amplificado
dentro da capela de fluxo laminar.

A analise das espécies e tipos de ADVh presentes em Fortaleza entre 2001 e
2011, demonstrou que havia trés espécies circulantes na populacdo de estudo, os
ADVh-B, C e E, sendo observado o predominio da espécies B em todos os anos
analisados, exceto em 2011, quando a espécie C foi predominante. O predominio da

espécie B sobre a C, ja havia sido demonstrada em diversos estudos (BARRERO et al.,
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2012; LEE et al., 2010; MARINHEIRO, 2009; MOURA et al., 2007b; ROJAS et al.,
2012). Neste aspecto, os resultados deste estudo diferem daqueles relatados em estudo
prévio realizado na cidade de Salvador, onde foi demonstrado no periodo de uma ano,
de janeiro a dezembro de 1998, o predominio significativos da espécie C sobre os
ADVh-B (MOURA et al.; 2007a).

A alternancia do predominio entre as espécies B e C tém sido relatada. Durante o
periodo de dominio de alguma das espécies podem ser seguido pelo predominio da
outra. Em S&o Paulo, analisando-se 11 anos consecutivos de circulagdo dos ADVh
(1995-2006), evidenciou-se a cocirculacdo das duas espécies com o predominio dos
ADVh-B na maioria dos anos. No entanto, o predominio dos ADVh-C foi observado em
1995 e 1997 (MARINHEIRO, 2009). A prevaléncia dos ADVh-C sobre os ADVh-B
também ja foi relatada em estudos que envolveram diversos paises da America Latina
(AMPUERO et al., 2012; GARCIA et al., 2009).

Estudos realizados na cidade Sdo Paulo mostraram a circulagdo dos ADVh, com
predominio dos ADV-B sobre os ADVh-C na maioria dos anos alisados
(MARINHEIRO, 2009; MOURA et al., 2007b). Entretanto, nas cidades de Belém, na
regido Norte do Brasil, e Uberlandia e Salvador, regido Sudeste e Nordeste
respectivamente, o ADVh-C foi a espécie predominante em todos os periodos
analisados (LUIZ et al., 2010; MOURA et al., 2007a; KAJON et al., 1999).

Os estudos sobre a variabilidade das espécies dos ADVh foram complementados
por estudos sobre a sua variabilidade de espécies. Durante cada ano estudado, verificou-
se a circulacdo de sete diferentes tipos de ADVh, com o predominio do tipo 3 em todos
os anos analisados. O predominio da espécie ADVh-B, tipo 3, visto neste estudo é
semelhante ao relatado em estudos recentes produzidos na Colémbia e na Coréia do Sul
(LEE et al., 2010; ROJAS et al., 2012). O predominio de ADV-B também é relatado na
Argentina em estudo que analisa a circulagédo de ADVh de 1999 a 2010, embora o tipo
predominante nesse pais seja 0 7 (BARRERO et al., 2012). No sudeste brasileiro, ha
relatos da circulacdo predominante de ADVh-C (LUIZ et al., 2010) e de ADVh-B,
sendo o ADVh-7 o tipo predominante (MOURA et al., 2007b). No que se refere a
atividade dos ADVh-C em Fortaleza, observou-se que os tipos circulantes eram no
méaximo de dois, sendo que na maioria dos anos apenas um tipo foi detectado, isso

difere consideravelmente do apresentado em estudo realizado na cidade de Salvador,
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onde observou-se uma maior diversidade de ADVh-C em apenas um ano (MOURA et
al., 2007a). Em Fortaleza, somente em 2011, observou-se a circulagdo de quatro tipos
diferentes de ADVh-C.

O ADVh-4, (nico representante da especie E, tem sido frequentemente
associado a IRA em recrutas norte-americanos (KOLAVIC-GRAY et al., 2002). No
entanto este tipo tem sido detectado na populacdo pediatrica em taxas relativamente
inferiores a de outros sorotipos, como ocorreu neste e em outros estudos (ZOU et al.,
2012). Entre os ADVh circulantes em Fortaleza esse tipo foi detectado em amostras
coletadas a partir de 2007, de criancas com IVAS (2 casos), pneumonia (3 casos) e em
um caso de exacerbacdo de asma. Contudo, o relato de sua deteccdo no Brasil ja havia
ocorrido em secrecdo nasofaringea coletada de uma criangca com IRA em uma cidade do
estado de Minas Gerais (sudeste do Brasil) no ano de 2002 (autor, comunicagédo
pessoal) (LUIZ et al., 2010).

Os fatores que influenciam a dindmica de circulacdo das espécies e dos tipos de
ADVh ainda ndo sdo bem conhecidos. Diversas hip6teses foram construidas para
explicar a diferenca de predominio de um tipo em relacdo a outro em determinada
regido, a primeira seria a acao de fatores ambientais, como a umidade e a temperatura e
a segunda poderia ser a interagdo favordvel ou ndo com outros virus respiratorios
circulantes. Esta dinamica também pode ser influenciada pela selecdo natural, devido a
imunidade adquirida que contribui para o declinio de um tipo, porém a queda no nivel
de imunidade da populacdo a certos tipos ou a introducdo de tipos emergentes, como
aconteceu nos EUA com o0 ADVh-14, podem resultar em um aumento na prevaléncia de
determinados tipos e até na modificacdo dos padrdes de circulagcdo dos ADVh em certas
regides (ABBAS et al., 2013; CDC, 2007).

Na cidade de S&o Paulo foi bem demonstrado o processo de predominio de um
tipo num determinado periodo, seguido do dominio de outro tipo. Entre 1995 e 2002, os
ADVh-7 era o mais frequente. Contudo, a partir de 2003 o0 ADVh-3 substitui o ADVh-7
como tipo dominante até o final do periodo analisado em 2006, lembrando que os dois
tipos cocircularam em todo o periodo de estudo (MARINHEIRO, 2009). Processo
semelhante foi observado em um estudo canadense, onde o ADVh-3 foi substituido pelo
ADVh-2 como tipo predominante (ABBAS et al., 2013).
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O presente estudo gerou os primeiros dados sobre a epidemiologia molecular dos
ADVh circulantes em Fortaleza e permitiu caracterizar de forma mais clara o
distribuicdo deste virus no decorrer de 13 anos de estudo. Contudo, o melhor
conhecimento da circulacdo de ADVh poderéa ser alcancado se a vigilancia for continua

e associada ao uso de métodos de maior sensibilidade na deteccéo desses virus.
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7. CONCLUSAO

O ADVh foi o quarto virus mais frequentemente detectado em IRA na
populacédo de estudo o que confirma sua importancia entre os principais agentes
destas infeccdes em criancas de Fortaleza;

Observou-se uma variagdo no nimero de IRA causadas pelos ADVh em cada
ano de estudo, ndo havendo associacdo com a estacdo chuvosa e sem periodo
epidémico bem definido;

As coinfecgbes com outros virus respiratorios representaram uma importante
parcela das IRA causadas pelos ADVh;

Durante o periodo analisado houve a cocirculacdo das espécies e tipos do ADVh
com o predominio do ADVh-B entre os anos de 2001 a 2010;

Sete diferentes tipos foram encontrados na populacdo pediatrica de Fortaleza,

com predominante do tipo 3 da espécie ADVh-B.
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Anexo | - Parecer favoravel do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Infantil Albert
Sabin

B HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN
HOSPITAL INFANTIL Rua Tertuliano Sales 544 — Vila Unido — Fortaleza — Ceara
AL BERT SABIN FoneFax: (85)3101.4212 — 3101.4283

SECRETARIA DA SAUDE DO CEARA

Of. N° 13 106 Fortaleza, 14 de fevereiro de 2006

Registro no CEP: 04 /06

Data da Aprovagao: 13/02/06

Pesquisador responsavel: Fernanda Edna Aratdjo Moura

Instituicao / Servigo: Hospital Infantil Albert Sabin

Titulo do Projeto: “Analise antigénica e gendmica de cepas de
adenovirus causadores de infeccao
respiratérias agudas infantis em Fortaleza”.

Levamos ao conhecimento de V. S? que o Comité de Etica em
Pesquisa — COMEPE, do Hospital Infantil Albert Sabin — Secretaria
da Salude do Estado do Ceara, dentro das normas que
regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolugao n® 196, de 10
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outubro de 1996, aprovou o projeto supra citado.
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Dra. Ana Lucia de Almeida Ramalho
Coord?. do Comité de Etica em Pesquisa
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Anexo Il - Termo de consentimento livre e esclarecido

ESTUDO: “Analise antigénica e genomica de cepas de adenovirus causadores de

infeccBes respiratorias agudas infantis em Fortaleza”

Seu filho esta sendo convidado a participar do presente estudo. O documento abaixo
contém todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que estamos (ou estaremos)
fazendo. Leia-0 atentamente. Caso tenha duvidas, teremos prazer em esclarecé-las. Se
concordar, o documento sera assinado e sO entdo daremos inicio ao estudo. Sua
colaboracdo sera muito importante para nds. Mas, se quiser desistir a qualquer

momento, isto ndo causara nenhum prejuizo, nem a vocé, nem ao(a) seu (sua) filho(a).

, abaixo assinado (a), concordo de livre e espontanea vontade que meu (minha) filho (a)

................................................................ nascido (a) em / / , Seja

voluntario do estudo “Inclusdo das criangas na faixa etaria de 6 meses a 2 anos nas
campanhas de vacinacgdo de influenza:impacto dessa estratégia nas taxas de mortalidade
e morbidade infantis”. Declaro que obtive todas as informac6es necessarias e que todas

as minhas duvidas foram esclarecidas.

Estou ciente de que:

Este estudo tem como objetivo avaliar o impacto da incluséo de criangas de seis meses a

dois anos de idade nas campanhas de vacinacao de influenza nas taxas de morbidade e

mortalidade infantis em Fortaleza.

I) Serdo feitas coletas de secre¢édo nasal do (a) meu (minha) filho (a);

I) Estas coletas serdo feitas apenas para este estudo e em nada influenciardo o
tratamento de meu (minha) filho (a); A coleta pode causar um leve desconforto, mas
ndo prejudicard em nada meu (minha) filho (a)

I11) participacdo neste estudo ndo tem fins terapéuticos e sera sem custo algum para
mim;

IV) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboragdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de dar qualquer explicacéo;

V) A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a mim, nem (a) meu (minha) filho(a),
nem interferird no atendimento ou tratamento médicos a que ele(ela) estiver sendo

submetido;
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VI) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo
em que sejam divulgados em publicacBes cientificas, desde que nem o0 meu nome,
nem o de meu filho sejam mencionados;

VII) Caso eu deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo;

OBS: Assinalar abaixo com (X):

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Né&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Fortaleza ........ e oo, de 20....

() Paciente / () RESPONSAVEL ......cceevuiiiiiieiecie e

Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Médico Responsavel:

Prof. Responsavel pelo Projeto:

Dra Fernanda Edna Aradjo Moura
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Anexo 111 — Ficha Epidemioldgica

Ficha n°

Projeto de Pesquisa: “Analise antigénica e gendmica de cepas de adenovirus causadores de
infeccBes respiratdrias agudas infantis em Fortaleza”

Responsavel pela coleta: Médico Data da coleta:

Dados pessoais do paciente

Nome: Sexo: ( )Masc ( )Fem
Data de nascimento: Idade em meses:

Bairro: Procedéncia: ( )Fortaleza ( )Outra (citar):

Pessoa p/ contato: Telefone:

( )Emergéncia ( )Observacdo( )Ambulatério/Consultério ( )Enfermaria: Leito Prontuério

Histdrico do paciente
( )Naomamou ( )Mamou<6m ( )Mamou=>6m ( )Ainda mama

Vacinagdo para influenza no ano de 2011 ou 2012: ( ) Sim ( ) N&o / Pneumococo: () Sim () Néo
Absenteismo escolar: ( )N&o ( )Sim, n° de dias:

Absenteismo ao trabalho pela doenca atual da crianga? ( )N& ( )Sim, n° de dias:

Fator de risco: ( )N&o ( )Fumante em casa () frequenta creche ou escola ( ) ndo mamou ( )Prematuridade
Familiar com IRAemcasa: ( )Ndo ( ) Sim, identificar:

Comorbidade: ( )Cardiopatia ( )Pneumopatia congénita ou cronica  ( )Doenga neuroldgica
(" )Imunossupressdao  ( )Asma ou Bebé chiador (' )Doenca do refluxo gastroesofagico
() Outros:

(' )O paciente nunca cansou Idade em que cansou pela 12 vez:
Histdria de cansaco na familia: ( )N&o ( )Pai ( )Mae ( )Irmdo(s) ( )Tio(s) ( )AVO(s)

Doenca atual: Queixa principal: Tempo de inicio de sintomas:
( )Coriza ( )Obstrucdo nasal ( )Espirros ( )Tosse cheia ( )Febre ( )Anorexia ( )VOmitos ( )Diarreia

( )Cansaco ( )Exantema ( )Conjuntivite ( )Convulsdes ( )Cianose ( ) BAN
Outros:

Exame fisico: Peso: Temp: Freq resp:
Estado geral: ( )Bom ( )Gemente ( )Cianético

Orofaringe: ( )N&do examinada ( )Normal ( )Hiperemiada ( )Hipertrofia de amigdalas ( )Pontos purulentos
(" )Vesiculas ( )Ulceras

Presenca de tiragem: ( )Nado ( )Intercostal ( )Supraclavicular ( )Subdiafragmatica

Ausculta pulmonar: () N&o realizada ( )Normal ( )Sibilos ( )Roncos ( )Estertores ( )Estridor

Raio-X de torax: () Nao solicitado () Normal ( ) Condensacdo ( ) Infiltrado intersticial
() Hiperinsuflacdo pulmonar ( )Outros:

Hipotese diagndstica da doenca atual:

Tratamento instituido pelo médico
Paciente fez uso de medicagdo no hospital durante o atendimento: ( )N&o ( )Sim

(" )Antitérmico (' )Aerossol (' )Salbutamol (' )Corticoide (" )Adrenalina

() Outros:

Medicacdo prescrita para casa: (  )Nd&o ( )Sim

(' )Antitérmico ( )Aerossol  ( )Corticoide ( )Antibidtico

( )Outra:

Destino do paciente: () Retornou p/ casa ( )Internamento no HIAS ( )Encaminhamento para outro hospital,
identificar o hospital: () Obito

Observacoes:
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SUMMARY

Human adenovirnses (HAAVs) are important respiratory pathogens, found in 2-27% of acute
respiratory infection (ART) cases. Few studies have analysed the diversity of species and tvpes of
HAdVs associated with ART in Brazil. The purpose of this study was to determine the circulation
patierns of the different HAJV species and respective tvpes associated with AR in children in the
city of Fortaleza, northeastern Brazil. HAdVs were screenad by an indirect immunofluo rescence
assay, and subsequently identified as species and tvpes by PCR and sequencing of the hexon gene
(HVEI-HVR6). Batween 2001 and 2013, a total of 290 HAJV strains were detected, 190 of
which were identified as belonging to the HAdDV-B, - and -E species. Seven types of HAdVs
circulated in the studied population during the analysed period, with HAdV-3 being predominant.

Key words: Adenoviruses, molecular epidemiology, respiratory infections, surveillance.



