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RESUMO

Quatro genotipos de coronavirus humanos (CoVh-229E, OC43, NL63 e HKU1) sdo
frequentemente associados a doengas no trato respiratorio superior como também no inferior.
Apesar da diversidade de coronavirus associados a infec¢des respiratdrias agudas humanas
pouco se conhece sobre o impacto das infecgdes a eles associadas em populacées infantis que
vivem em regides tropicais. O presente estudo teve como objetivo detectar os CoVh em
amostras de nasofaringe provenientes de pacientes pediatricos com pneumonia atendidos na
emergéncia e nas enfermarias de um hospital de referénciana cidade de Fortaleza — Cear3,
durante os anos de 2011 e 2012. Para tanto, foram coletadas 522 aspirados de nasofaringe,
onde a principio foi utilizada a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) para deteccéo dos
virus influenza A e B, sincicial respiratorio (VSRh), adenovirus (ADVh), e parainfluenza 1, 2
e 3 (VPIh 1, 2 e 3), sendo 99 (19%) amostras positivas por esta técnica. As amostras negativas
por IFI foram submetidas a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR) para
deteccdo dos CoVh. Das 423 amostras negativas por IFI, 71 (16,80%) tiveram o resultado
positivo para os CoVh, onde o tipo 229E foi 0 mais frequente (34,11%), seguidos pelos tipos
OC43 e NL63 com 28,23% cada e como menor deteccdo o0 HKUL (9,4%). Todos os tipos de
CoVh puderam ser observados durante o periodo de estudo. Uma taxa de 67,60% das criancas
infectadas pelos CoVh foram atendidas na emergéncia, mas vale ressaltar a alta taxa de
deteccdo em pacientes hospitalizados (32,40%). Quanto aos sinais e sintomas clinicos,
observamos uma maior frequéncia de coriza, tosse, febre e dispnéia nos pacientes positivos
para 0s CoVh. Identificamos o tipo HKU1 em uma crianca com um més de idade que foi a
Obito, onde o Unico fator de risco observado foi a idade. Nossos resultados demonstram a
circulacdo de quatro tipos de CoVh no Nordeste do Brasil, sendo detectados em pacientes
pediatricos com pneumonia, mostrando a possivel importancia desses virus em sindromes
respiratOrias mais graves. Este estudo representa a primeira analise sobre a epidemiologia dos

CoVh em nosso estado.

Palavras-Chave: Pneumonia Viral. Coronavirus. Reacdo em Cadeia da Polimerase em

Tempo Real. Crianga.



ABSTRACT

Four genotypes of human coronavirus (CoVh-229E, OC43, NL63 and HKU1) are often
associated with diseases of the upper respiratory tract as well as in the lower.Despite the
diversity of human coronavirus associated with acute respiratory infections, little is known
about the impact of infections associated with them in child populations living in tropical
regions.The present study had as objective detect CoVh in nasopharyngeal samples from
pediatric patients with pneumonia treated at emergency rooms and wards of a referral hospital
in the city of Fortaleza - Ceard, during the years 2011 and 2012.To that end, we collected 522
nasopharyngeal aspirates, where the principle indirect immunofluorescence (11F) was used for
detection of influenza A and B viruses, respiratory syncytial virus, adenovirus and
parainfluenza 1, 2 and 3, and 99 (19%) samples positive by this technique. Negative samples
by IFA were subjected to polymerase chain reaction in real-time (RT-qPCR) for detection of
CoVh. Of the 423 negative samples by IFA, 71 (16.80%) had a positive result for CoVh,
where the type 229E was the most frequent (34.11%), followed by genotypes OC43 and
NL63 with 28.23% each and with lower detection HKU1 genotype (9.4%).We observed 14
(19.71%) co-detections with at most two genotypes among CoVh.All types of CoVh were
observed during the study period.A rate of 67.60% of the infected children was treated by
CoVh in emergency, but it is worth mentioning the high detection rate in hospitalized patients
(32.40%).HKUL1 genotype identified in a child with one month old who died, where the only
risk factor was age observed.Our results show the circulation four types of CoVh in our
city,being detected in pediatric patients with pneumonia, demonstrating the potential

importance of these viruses in severe respiratory syndromes.

Keywords: Viral Pneumonia. Coronavirus. Real-Time Polymerase Chain Reaction. Child.
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1 INTRODUCAO

Os coronavirus humanos (CoVh) sdo reconhecidos como uma causa comum de
infeccOes tanto no trato respiratdrio inferior como no superior e dependendo da metodologia
diagndstica aplicada podem implicar em até 30% dos casos em periodos epidémicos (HAN et
al., 2007; HEMMING, 1994; HOLMES, 2001; VAN DER HOEK, 2007). Dessa forma os
CoVh podem ser responsaveis por um percentual de infeccBes respiratérias onde o agente
causador ndo é identificado em estudos que ndo utilizaram técnicas moleculares especificas
para esses virus (GOES, 2012).

A utilizacdo de metodologias moleculares tem proporcionado um melhor
entendimento sobre 0s virus respiratorios, contribuindo para uma melhor compreensao sobre
estes agentes como causadores de infec¢Oes respiratorias agudas (IRA) (HART E CUEVAS et
al., 2007; VALLET et al., 2004). A evolucao das metodologias moleculares como a reacao de
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e a reacdo em
cadeia polimerase em tempo real (PCR em tempo real ou gPCR) para deteccdo dos virus,
possibilita a identificacdo de um grande nimero de patdgenos simultaneamente relacionados a
IRA (AREDEN et al, 2005).

As IRA constituem as sindromes clinicas mais frequentes nos seres humanos, sendo a
principal causa de morbidade relacionadas a doencas infecciosas, mortalidade nos extremos
de idade e em popula¢6es menos favorecidas de paises em desenvolvimento (WEIIS, 2005).
A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) avalia que as infecces do trato respiratorio sdo a
causa principal de morte nos paises em desenvolvimento (DOMINGUEZ et al., 2012;
MCINTOSH et al., 1967), onde os virus sdo 0s agentes etiologicos mais importantes

relacionados.

Na ultima década, um virus de RNA denominado coronavirus tem sido amplamente
estudado e novos tipos foram descobertos associados a doencas respiratorias graves. Em
meados da década de 1960 até o ano de 2003, os CoVh humanos eram considerados como
causadores de resfriado comum, onde apenas dois tipos eram conhecidos (CoVh-229E e
CoVh-OC43). No entanto, apesar de se acreditar que as infec¢bes por coronavirus tinham
sintomatologia branda, na época atual quatro novos CoVh tem sido descritos como
causadores de doencas respiratdrias mais graves, como o0 SARS-CoV e MERS-CoV

associados a pneumonia atipica e 0 CoVh-NL63 e CoVh-HKU1 associados bronquiolite e
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laringotraqueobronquite (VAN DER HOEK et al., 2005; WOO et al., 2005;ZAKI et al.,
2012).

Estudos clinico-epidemioldgicos sobre os CoVh no Brasil sdo escassos e limitados a
regido sudeste do pais (CANDEIAS; CARVALHO; ANTONACIO, 1972; BELLEI et al.,
2008; ALBUQUERQUE et al., 2009; GOES et al., 2011; CABECA et al., 2012; CABECA;
GRANATO; BELLEI, 2013). Na regido nordeste um Unico estudo demonstra a ocorréncia
dos CoVh sem discriminar os tipos especificos (BEZERRA et al., 2011). Este estudo é o
primeiro em nosso estado (Ceard) sobre os CoVh, onde é ressaltada a importancia desses virus

como agentes de pneumonias infantis de gravidade variavel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A descoberta do coronavirus causando doencas em humanos ocorreu no ano de 1966,
onde Hamre & Procknow cultivaram um virus em cultura de células a partir de amostras de
estudantes de Medicina com resfriado comum da Universidade de Chicago, esse agente foi
chamado de 229E (KANH e MCINTOSH, 2005). No mesmo ano Mcintosh et al em 1967,
obteve sucesso em seis linhagens éter-sensiveis de amostras respiratorias de humanos que
foram nomeadas de OC, pois cresceram em cultura de 6rgéo traqueal (Figura 1). Dessa forma,
um novo coronavirus denominado OC43 foi adaptado a culturas de tecidos, onde apresentou
uma morfologia homogénea aos virus IBV, B814 e 229E antes descritos.

Figura 1-Microscopia eletrénica por coloracdo negativa de cepas 229E em cultura de células WI-38.

Ampliagdo (100.000) (A). Microscopia eletronica do coronavirus OC16 coradas negativamente a 2% com acido
fosfotugstico (PTA) e montadas em grades de cobre em células WI-38. Ampliagdo (144.000x) (B).
Fonte: Becker et al., 1967 (A); Mclntosh et al., 1967 (B).

Em 1975 a familia Coronaviridae foi estabelecida pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (International Committee on Taxonomy o Viruses “ICTV”) (KAHN;
MCINTOSH, 2005; TYRREL et al., 1975). Através de estudos posteriores foram descobertas
diferencas antigénicas entre os virus 229E, OC43, IBV e o TGEV. Tais diferengas serviram
de base para a classificagdo dos coronavirus inicialmente em dois grupos, determinados 1 e 2
(GOES, 2012). Atualmente o0s coronavirus estdo agrupados em quatro géneros

(Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus, Gammacoronavirus) (ICTV, 2012).



20

A importéncia dos coronavirus foi renovada no inicio do ano de 2003 quando um novo
CoVh (SARS-CoV) foi identificado causando uma sindrome respiratoria aguda grave (Severe
Acute Respiratory Syndrome “SARS”) (KSIAZEK et al., 2003; DROSTEN et al., 2003). O
SARS-CoV surgiu inicialmente causando essa doenca em novembro de 2002 em Guangdong
na China e se alastrou por 29 paises em 100 dias de epidemia com uma taxa de mortalidade de
9,6% (774 mortes em 8.098 casos) (STADLER et al., 2003).

O advento de técnicas moleculares sensiveis para deteccdo e 0 aumento do interesse
nos estudos sobre os coronavirus, induziu a descoberta de novos coronavirus associados a
doencas respiratérias em humanos, como o tipo NL63 que foi identificado na Holanda, em
uma crianca de sete anos de idade com bronquiolite e conjuntivite. Este novo virus foi isolado
em cultura de células a partir de amostras de nasofaringe e caracterizado a partir de técnicas
moleculares (VAN DER HOEK et al., 2004).

Em 2005, o0 CoVh-HKU1 foi descoberto na China em um paciente de 71 anos de idade
que apresentava doenca pulmonar crénica. Pelo fato deste virus ser fastidioso, houve apenas
um relato de cultivo e sem efeito citopatico aparente. A identificacdo foi realizada por
amplificacdo do material genético com uso da RT-PCR destinada inicialmente para o0 SARS-
CoV, como também o seqienciamento revelou que havia uma distingdo do tipo HKU1 em
relacdo aos outros CoVh ja relatados (WOO et al., 2005).

A vista que novos coronavirus foram descobertos sendo relacionados a doencas graves
em humanos, era evidente que outro virus de origem zoonoética poderia surgir causando
doencas e mortes nos seres humanos (ANDERSON; BARIC, 2012), entdo em setembro de
2012 emergiu um betacoronavirus inicialmente chamado de CoV-EMC (Erasmus Medical
Center), hoje denominado MERS-CoV (Midlle East Respiratory Syndrome Coronavirus) pelo
ICTV. Este virus foi primeiramente detectado em um paciente na Arabia Saudita que morreu
de pneumonia e insuficiéncia renal (ZAKI et al., 2012; GUERY et al., 2013).

2.2 Classificacdo e Taxonomia dos Coronavirus

Os coronavirus sdo membros da ordem Nidovirales, onde incluidos nessa ordem estdo
as familias Coronaviridae, Arteviridae, Roniviridaee Mesoniviridae. A nomenclatura
Nidovirales ¢ originado do latim “Nidus” que significa ninho caracterizado pela quantidade de
RNAs mensageiros subgendémicos (MRNAS) produzidos durante replicacdo, que confere a

principal caracteristica dos nidovirus. Foram identificadas semelhangas na sequéncia génica
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dos membros da ordem Nidovirales, propondo que estes virus evoluiram de um ancestral

comum.

Na familia dos Artevirus estdo incluidos patdégenos de suinos, equinos e murinos,
enquanto que nas familias dos Ronivirus e Mesonivirus compreendem patdgenos de
invertebrados como crustaceos e insetos respectivamente, mas patdgenos humanos ndo sdo
conhecidos nas familias acima citadas. (LAl; PERLMAN; ANDERSON, 2007; ZHONG et
al., 2012; LAUBER et al., 2012). A familia Coronaviridae compreende as subfamilias
Coronavirus e Torovirus. Os torovirus possuem projecoes na superficie viral semelhantes aos
coronavirus e uma estrutura em forma de rim e estdo associados a infec¢bes entéricas em
varios animais, incluindo cavalos, porcos, gatos e cabras (KOOPMANS; HORZINEK et al.,
2005).

Os coronavirus possuem uma diversidade fenotipica e genotipica, dessa forma séo
capazes de infectar uma variedade de hospedeiros como mamiferos (ex: camundongos, ratos,
suinos, cées, felinos, coelhos, equinos, bovinos e morcegos) e aves (ex: galinhas, perus e
faisOes), sendo associados a doencas respiratorias, entéricas, hepaticas e do sistema nervoso

central com gravidade variavel dependendo da espécie infectada (Quadro 1).

Quadro 1 — Caracteristicas dos coronavirus contendo 0s grupos recentes, hospedeiros, o tipo
de coronavirus, tropismo celular, receptores, via de transmissao e distribuigéo.

Género dos Receptor Via de
Virus Hospedeiro Tropismo tecidual P Distribuicao
Coronavirus Celular Transmissao

CoVh-229E Humanos Trato respiratdrio Aerossol Mundial
CoVh-NL63 Humano Trato respiratdrio ACE2 Aerossol Mundial
TGEV Suinos E.p Ite,"? do trat’o. APN Fecal-Oral Mundial
respiratorio e entérico
Alfacoronavirus . T . 7
FIPV Felinos domésticos e Perltczneo', f|9ado e APN Fecal-Oral Mundial
selvagens orgaoslinfdides
BatCoV Morcegos ? ? ? Mundial
PEDV Suinos EpItEIIO. ent’er.lco ¢ ? ? Europa e Asia
respiratorio
CoVh-0C43 Humanos Trato respiratorio  3-O-acidosidlica o Mundial
superior acetilado
Betacoronavirus
CoVh-HKU1 Humanos Trato respiratorio ? Aerossol Mundial

superior e inferior



22

BCoV Bovinos Intestino s acu-io e Fecal-Oral Mundial
acetilado

Intestino, figado,

. Cobaias de
MHV Camundongos Sistema Nervoso CEACAM Fecal-Oral -
laboratério
Central
SARS-CoV Humanos e Civetas Trato respiratorio ACE2 Aerossol Mundial
BatCoV Morcegos ? ? ? Mundial
IBV Galinhas EpltelloFr;sr,Elratorlo, ? Aerossol Mundial
mmacoronavir . .
Gammacoronavirus TCoV Perus Jejuno, duodeno, ileo ? Fecal-Oral EUA
BWCoV-SW1 Baleia Figado? ? ? Animais de cativeiro
ALCCov ~Leopardoasidticoe ? ? Fecal-Oral? ?
. Ferretchinés
Deltacoronavirus
MunCoV Munia ? ? ? ?

Representados no quadro estdo os virus: CoVh-229E, coronavirus humano 229E; CoVh-NL63, coronavirus
humano NL63; TGEV, virus da gastroenterite em porcos; FIPV, virus da perionite felina infecciosa; BaTCoV,
coronavirus de morcego; PEDV, virus da diarréia epidémica em suinos; CoVh-OC43, coronavirus humano
0C43; CoVh-HKU1, coronavirus humano HKUL1; BCoV, coronavirus bovino; MHV, virus da hepatite em
murinos; SARS-CoV, coronavirus associado ao SARS; IBV, virus da bronquite infecciosa; TCoV, coronavirus
de peru; BWCoV-SW1, Coronavirus de Baleia Beluga; ALCCoV, Coronavirus de leopardo; MunCoV,
Coronavirus de munia.

Fonte: Gdes, 2012.

Através de caracteristicas obtidas por analises genotipicas e sorologicas 0s coronavirus
foram divididos em trés grupos, inicialmente denominados 1, 2 e 3. Os grupos 1 e 2 foram
compostos por coronavirus isolados de mamiferos e o grupo 3 até recentemente era composto
de coronavirus isolados de aves. No grupo 1 estdo inseridos os CoVh-229E e NL63, ja os
tipos CoVh-OC43, HKU1 e o SARS-CoV pertenciam ao grupo 2 (HOLMES, 2001,
MAHONY; RICHARDSON, 2005; VAN DER HOEK; PYRC; BERKHOUT, 2006; WEIS;
NAVAS-MARTIN, 2005; WOO et al., 2006). O SARS-CoV é um parente distante de todos
0S outros coronavirus seqiienciados e inicialmente acreditava-se que esse Vvirus representasse
um quarto grupo, porém mais tarde foi classificado como um membro distantes do grupo 2
(GORBALENYA; SNIJDER; SPAAN, 2004). Em 2009, o ICTV propds a substituicdo dos
trés grupos pelos géneros Alfacoronavirus (Grupo 1), Betacoronavirus (Grupo 2) e
Gammacoronavirus (Grupo 3) (WOO et al., 2009) Anteriormente, 0s grupos alfacoronavirus e
0s betacoronavirus incluiam coronavirus de mamiferos e 0s gamacoronavirus de aves, mas
atualmente achados recentes sugerem que 0s gamacoronavirus podem também infectar
mamiferos (JONASSEN et al., 2005; WOO et al., 2009) como também foi classificado um
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quarto grupo denominado deltacoronavirus que foi isolado de aves e porcos (WOO et al.,
2009ab; WOO et al., 2012).

A maioria dos coronavirus infecta naturalmente apenas uma espécie de animal, ou no
maximo, um nimero limitado de espécies dependendo do tipo de coronavirus. O SARS-CoV
€ uma excecdo a regra, pois foi demonstrado que este virus infecta uma variedade de
mamiferos, incluindo humanos, primatas ndo humanos, civetas, guaxinins, gatos, cachorros e
roedores (GUAN et al., 2003; ROBERTS et al., 2005), assim como o0 MERS-CoV que pode
infectar seres humanos e camelos (ZAKI et al., 2012).

A grande diversidade de hospedeiros e tropismo celular dos coronavirus pode ser
explicada pelas altas taxas de recombinagdes em consequéncia do seu mecanismo singular de
replicacdo (LAI; CAVANAGH 1997; WOO et al., 2012). A diminuicdo na fidelidade da
replicacdo pode acarretar um maior namero de mutacdes deixando o virus menos susceptivel
a atenuacdes. E demonstrado que os coronavirus suportam um limite de falhas durante sua
replicacdo, isto significa dizer que estes virus se replicam sempre no limite de erro. Os
coronavirus sdo mutantes estaveis que possuem o0 maior genoma entre os virus de RNA, com
um sistema unico de replicagdo gerando altas taxas de recombinagdes que podem ser

responsaveis pela adaptacdo do virus a novos hospedeiros (SMITH; DENISON, 2012).
2.3 Morfologia e Estrutura Viral

Os coronavirus possuem uma morfologia esférica, com as particulas virais medindo
aproximadamente 100 a 160 nm de didmetro. Séo virus pleomdrficos com envelope
constituido por uma dupla camada de lipideos e proteinas estruturais. A nomenclatura
coronavirus € originada a partir das projecdes referentes as espiculas (Glicoproteina S) que
emergem do envelope dando ao virion um aspecto de coroa que em latim significa Corona
(WEIS; NAVAS-MARTIN, 2005; LAI; CAVANAGH 1997). Em todos os coronavirus pode
ser encontrada a glicoproteina S (Spike), a glicoproteina M (Transmembrana) que atravessa a
bicamada lipidica trés vezes e a glicoproteina E (Envelope) que estad presente em quantidade
muito menor do que outras glicoproteinas virais e em algumas cepas pode-se encontrar a

proteina hemaglutinina esterase (HE) (Figura 2).
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Figura 2 - Caracteristicas morfoldgicas e estruturais da particula viral do coronavirus.

Séo descritos as glicoproteinas S (Spike), a hemaglutinaesterase HE; glicoproteina de membrana M; proteina de
envelope E; a proteina do nuclecapsideo; e o genoma viral de RNA fita simples (A). Microscopia eletrénica por
coloracdo negativa da particula do SARS-CoV(B)

Fonte: Modificado de Holmes, 2003 (A); Ksiazek et al., 2003.

Na particula viral é possivel identificar duas espiculas (S e HE) que se alongam para
fora do virion. A glicoproteina S mede 20 nm com aproximadamente 150-180 kD e €
responsavel pela ligacdo do virus ao receptor na célula hospedeira, podendo assim induzir a
fusdo do envelope viral com a membrana celular de modo que o virus possa penetrar na célula
hospedeira. A proteina S é dividida em trés dominios estruturais entre as regides N-terminal e
C-terminal. Seu dominio externo pode ser dividido em dois subdominios denominados S1 e
S2, um dominio transmenbranico e pequeno dominio citoplasmatico carboxiterminal. O
subdominio S1 inclui metade da regido N-terminal e forma uma porc¢éo globular da espicula,
sendo responsavel pela ligagdo com os receptores celulares da célula hospedeira (LAI;
PERLMAN; ANDERSON, 2007). As sequéncias do S1 sdo variaveis, podendo conter
delecBes e substituicbes no gene da proteina Spike em diferentes coronavirus. E interessante
salientar que possiveis mutacdes estdo associadas com alteracbes na antigenicidade e
patogenicidade do virus, como também podem influenciar no cruzamento da barreira intra e
inter-espécies (BALLESTEROS; SANCHEZ; ENJUANES,1997; LEPARC-GOFFART et al.,
1997; LAI; PERLMAN; ANDERSON, 2007). Em contraste, as sequéncias do S2 sdo mais
conservadas contendo duas repeticGes de sete aminoacidos que conferem uma estrutura de
espiral (De GROOT et al., 1989).

A glicoproteina HE é encontrada em alguns virions do grupo betacoronavirus e de

coronavirus de peru (TCoV) do grupo gamacoronavirus. A presenca dessa proteina é
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altamente variavel no grupo dos betacoronavirus e a estrutura € mutada ou deletada durante
uma série de passagens em cultura de célula, demonstrado que a HE ndo seja essencial para
replicacdo (YOKOMORI; BANNER; LAI, 1991), mas é sugerido que esta proteina pode
atuar aumentando a viruléncia do virus, influenciando na adsorcao, insercéo e liberacdo dos
virions na membrana celular (LISSENBERG et al., 2005).

A glicoproteina M é a proteina mais abundante da membrana viral e apresenta um
pequeno dominio aminoterminal que é exposto no exterior do envelope viral o que difere das
outras glicoproteinas. Esta proteina ndo é transportada para a membrana, mas participa no
arranjo da particula viral, interage com as glicoproteinas S e N, e possui glicolisacbes que
parece ndo ser essencial para infecciosidade viral, mas pode estar associada a interacdo do
virus com hospedeiro (LAl; PERLMAN; ANDERSON, 2007)

A proteina estrutural N é uma fosfoproteina de 50 a 60 kDa que interage com 0 RNA
genémico viral para formar o nucleocapsideo. Para facilitar a formacdo de complexos de
replicacdo do RNA, a proteina N pode interagir com a proteina M, dessa forma conduzindo a
incorporacdo de novas particular virais. A proteina N possui uma atividade estrutural, mas
pode atuar na transcricdo, na patogénese viral e é necessaria para recuperacdo eficiente do
virus (LAI; PERLMAN; ANDERSON, 2007).

A menor proteina do envelope viral € a E, que juntamente com a proteina M
desempenha um papel importante na montagem do virion. A proteina E quando expressa
sozinha é suficiente para liberacdo de vesiculas a partir de células infectadas, mas essa
proteina ndo é absolutamente essencial para o virion, pois mesmo os virus deficientes de E
pode ser liberados a partir de células infectadas. Foi possivel selecionar um MHV
recombinante com delecdo no gene E, esse virus mostrou baixa infecciosidade e uma
replicacdo pouco reprodutiva, indicando que mesmo ndo sendo essencial a proteina E
desempenha um papel importante na producdo de um virus infeccioso (LAI; PERLMAN;
ANDERSON, 2007).

2.4 Genoma Viral

Os coronavirus possuem um genoma constituido de RNA capeado, poliadenilado, de
fita simples (sSRNA), ndo segmentado, policistronico e de polaridade positiva. E considerado
0 maior genoma entre os virus de sSRNA de 27 a 32 kb, ocorrendo na expressdo a producao

de RNAs subgenémicos com sequéncias 5’ ¢ 3’ que caracteriza a ordem Nidovirales (Figura
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3) (BRIAN; BARIC, 2005; VAN DER HOEK; PYRC; BERKHOUT, 2006; WEISS;
NAVAS-MARTIN, 2005).

A organizacdo gendmica é semelhante em todos os coronavirus onde séo encontrados
de 7 a 14 open reading frames (ORFs) e 2/3 da posi¢do 5° do genoma ¢ constituido de duas
grandes ORFs (1a e 1b), que codificam poliproteinas que sdo precursoras de proteinas ndo
estruturais importantes para replicacdo do genoma viral como as proteinas helicase e a RNA
polimerase RNA dependente (RpRd ou L). Nos outros 1/3 do genoma na posi¢do 3’ podem
ser identificados quatro genes que codificam a proteina Spike (S), envelope (E), do
nucleocapsideo (N) e da membrana (M). Nos betacoronavirus logo ap6s o gene S encontra-se
0 gene da hemaglutinina esterase (HE) (BRIAN; BARIC, 2005; VAN DER HOEK; PYRC,;
BERKHOUT, 2006; WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005). Entre os genes das proteinas
estruturais sdo observados os genes que traduzem proteinas especificas e acessorias. Tais
proteinas apresentam uma varia¢do nas suas propriedades, nUmero e ordem entre 0s grupos
dos coronavirus, mas sdo em geral conservadas entre esses grupos (HOLMES, 1999;
YOUNT; ROBERTS; SIMS, 2005).

O final das regibes 5’ e 3’do genoma existe uma sequéncia de 65 a 98 nucleotideos
denominada leader, onde podem ser encontrados espacos intergénicos contendo sequéncias
reguladoras chamadas sequéncias regulatdrias de transcricdo (TRS), que sdo compostas de 6 a
10 nucleotideos e tem participacdo no controle e na regulacéo da transcricdo de cada gene do
virus (SAWICKI; SIDDELL, 2007).

Figura 3 — Representacdo esquematica dos genomas dos CoVh-229E, NL63, OC43 e SARS-CoV.

HCoV-229E et HCoV-NL&3 : 27 277 a 27 753 nucleotideos

TRS
Sequécii VA
leader 0RF1a ORF1b ORF3 E PoY:

|I:l —-E - ® -

HCoV-OC43 : 30 741 nucleotideos
ORF1a ORF1b Ns2a HE s NS129 E M

- M7 | [ -] |--Brl03

la b

SARS-CoV : 29 751 nucleotideos
ORF1a ORF1b

-/ |ilvszmlll.l.ﬂ~lo s

Sao apresentadas as: open reading frames (ORFs 1a e 1b e 3), sequéncias regulatorias de transcri¢do, proteina
Spike (S), do envelope (E), do nucleocapsideo (N) e da membrana (M) e hemaglutinaesterase (HE).
Fonte: modificado de Vebret et al., 2005.
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2.5 Replicagao

Os coronavirus possuem uma variedade de tecidos alvos, assim como uma variedade
de hospedeiros, mas o tropismo desses virus é em geral por células do trato respiratério,
gastrointestinal e possivelmente células neuronais (LAI; PERLMAN; ANDERSON, 1997;
WEVERS; VAN DER HOEK, 2009).

O ciclo de replicacdo € exclusivamente citoplasmatico e corre de acordo com fases
convencionais (Figura 4) (LAI; PERLMAN; ANDERSON, 1997). O primeiro passo do ciclo
consiste na fixacdo do virus na célula hospedeira através da interagdo da proteina S com
receptores celulares que difere para cada tipo de coronavirus (Quadro 1). A proteina Spike
pode auxiliar na fusdo direta do envelope viral com a membrana celular, ou o virus penetra na
célula por endocitose mediada pelo receptor, dessa maneira a proteina S induz a fusdo do
envelope viral com a membrana endossomal, assim liberando o genoma do virus no
citoplasma. Esta ultima forma parece variavel dependendo da célula e do tipo de coronavirus.
O genoma do virus atua como RNA mensageiro (RNAmM) e apos a entrada na celula as ORFs
la e 1b sdo diretamente traduzidas pelos ribossomos dando origem as poliproteinas replicase
la e lab (BAKER, 2009).

As poliproteinas sdo processadas pelas proteases virais papain-like e poliovirus 3C-
like gerando 16 proteinas ndo estruturais que sd@o denominadas nspl-nspl6. Através das 16
proteinas ndo estruturais que se arranjam com membranas e formam vesiculas de membrana
dupla, em seguida sdo originados de cinco a sete RNAmM subgendmicos nomeados de acordo
com o seu tamanho, o maior o RNAm1 tem o mesmo comprimento do RNA gendmico a ser
empacotado nas novas particulas virais. Esses RNAs codificam todas as proteinas virais
localizadas ap6s a ORF1b, sendo constatado que os RNAs subgendmicos possuem a mesma
sequéncia leader na porgdo 5°. Os RNAs subgendmicos sdo policistronicos e contém todas
ORFs dos genes a serem expressos, mas s6 a primeira ORF desses RNA localizada na
sequéncia leader é expressa (ALMAZAN 2000; BAKER, 2009).

O RNA subgendmico replicado e a proteina estrutural N formam um nucleocapsideo
com uma estrutura helicoidal. As proteinas estruturais sdo inseridas no reticulo
endoplasmatico. Esse nucleocapsideo é inserido em um compartimento entre o complexo de
Golgi e o reticulo endomplasmatico onde passa por modificacBes pds-traducionais. As
particulas virais formadas sdo incorporadas a vesiculas, transportadas e liberadas da célula por
exocitose (BACKER, 2009).
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Figura 4 - Representacéo esquematica do ciclo de replicacdo do Coronavirus.
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Fonte: modificado de Stadler et al., 2003.

2.6 Doencas Associadas aos Coronavirus Humanos

A identificacdo do SARS-CoV no comeco do ano de 2003 deu um verdadeiro impulso
aos estudos e pesquisas sobre os CoVh que até entdo eram considerados como virus de pouco
impacto clinico. Os CoVh-229E e OC43 estdo entre 0s principais responsaveis pelas infeccdes
respiratorias altas e em conjunto com os rinovirus sdo considerados 0s principais agentes do
resfriado comum (MYINT, 1994). Uma série de estudos mostra a relacdo desses virus com
infeccbes mais graves (pneumonia, bronquite e bronquiolite), mas sua patogenicidade é em
geral baixa e o curso da doenca € benigno (MYINT, 1994; VABRET et al., 2003).

Estudos clinicos mostram que o tipo CoVh-NL63 é um patdgeno respiratorio
significativo, estando associado a doengas no trato respiratério superior e inferior. Alguns
relatos determinam que o tipo NL63 esta relacionado a laringotraqueobronquite (crupe) em
criancas, sendo tdo detectado como os virus parainfluenza (CHIU et al., 2005; EBIHARA et
al., 2005; VAN DER HOEK et al., 2005; VABRET et al., 2005; SUNG et al., 2010).
Segundo Van der Hoek et al. (2005) criancas infectadas com o NL63 tem seis vezes mais
chances de contrair laringotraqueobronquite. Em todos os casos a investigacao sobre o0 CoVh-
NL63 pode melhorar o diagnostico ja que o este virus pode ser detectado de 3 a 9% em

amostras respiratdrias onde os virus mais freglientes ndo foram identificados (ARDEN et al.,
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2005; BASTIEN et al., 2005; EBIHARA et al., 2005: MOES et al., 2005; VABRET et al.,
2005).

O CoVh-HKUL1 € também associado a infecgdes no trato respiratorio superior como no
inferior. Este virus esta associado a sindromes clinicas graves em criangas como pneumonia e
bronquiolite, geralmente acompanhadas de sinais e sintomas clinicos como tosse, rinorréia,
convulsdes febris e espirros (WOO et al., 2005ab). E relatado na literatura que o tipo HKU1
pode agravar a condicdo dos pacientes que apresentavam IRA e infeccdo secundaria. E
observado no estudo de Gaunt et al. (2010) a importancia deste coronavirus em co-detecgdes,
onde o HKUL1 foi segundo mais co-detectado quando comparado aos outros coronavirus.

Na ultima década dois coronavirus extremamente patogénicos e letais foram
identificados em popula¢es humanas e animais (SARS-CoV e MERS CoV). A relevancia da
sindrome respiratdria aguda grave ocasionada pelo SARS-CoV foi reconhecida no inicio do
ano de 2003 sendo relatada uma taxa de 10 a 50% de mortalidade em individuos infectados
dependendo da idade (CHERRY et al., 2004; PEIRIS; GUAN; YUEN, 2004; ZHONG, 2004).
Curiosamente as criangas infectadas por este virus apresentam infec¢do de menor gravidade,
onde a mortalidade é rara (WEVERS; VAN DER HOEK, 2009).

ApO6s uma incubacéo silenciosa 0 SARS-CoV causa uma sintomatologia semelhante a
uma gripe incluindo sintomas como febre alta, mal estar e fadiga. Depois de 4 a 7 dias
iniciam-se 0s sintomas respiratorios (tosse produtiva, dispneia e rinorréia) (BOOTH et al.,
2003; LEE et al., 2003). Foi observado que em 2/3 dos individuos infectados a doenca evolui
para uma pneumonia atipica que € caracterizada por um dano alveolar e rapidamente poderia
progredir para uma sindrome da angustia respiratoria aguda (acute respiratory distress
syndrome “ARDS”) devido a uma infiltragdo pulmonar progressiva do sistema imune,
formacdo de membrana hialina, dano alveolar difuso e alta carga viral que pode levar o
individuo ao 6bito (WEVERS; VAN DER HOEK, 2009).

No ano de 2012 foi identificado coronavirus emergente denominado Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) pelo Centro de Controle e Prevencdo de
Doencas (CDC). A infeccdo por este tipo de coronavirus também provoca uma pneumonia
atipica, uma sindrome da angustia respiratoria aguda e em alguns casos insuficiéncia renal
gue muitas vezes é fatal. A infeccdo e a transmissdao do MERS-CoV nos seres humanos ainda
precisam ser estudadas para evidenciar a doenca causada por este virus como também

esclarecer o papel do hospedeiro na patogénese viral (ABDEL-MONEIM, 2014).
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A importancia clinica dos CoVh ainda ndo foi estabelecida e a frequéncia das
infeccOes respiratorias causadas por estes virus é complicado de se estimar, principalmente
devido a estudos com dados dificeis de analisar, pois variam no periodo de estudo, idade da
populacdo, se os pacientes sdo hospitalizados ou ndo e acima de tudo utilizam métodos de
diagndstico ndo padronizados (PRINCIPI; BOSIS; ESPOSITO, 2010; VEBRET et al., 2005).

2.7 Epidemiologia dos Coronavirus Humanos

Os CoVh 0OC43, 229E, NL63 e HKU1 exibem uma distribuicdo mundial, sendo
descritos em todos os continentes, com excecdo apenas dos polos (GOES, 2012). Os
primeiros estudos publicados na década de 1970 mostram uma prevaléncia alta dos tipos
OC43 e 229E, onde esses virus exibiam uma circulacdo tipica na primavera com uma
frequéncia de deteccdo que pode variar de 5 a 35% durante os periodos epidémicos (MONTO,
1974; MCINTOSH, 1974). Metodologias soroldgicas aplicadas para deteccdo dos CoVh-
OC43 e 229E propdem que as infecgbes por esses coronavirus ocorram principalmente na
infancia (GOES, 2012).

Dados epidemiologicos sobre o tipo NL63 mostram uma circulagdo desse virus em
muitos paises como Bélgica, Canada, Estados Unidos da America (EUA), Australia, Japao,
Franca e como alta frequéncia de deteccdo em janeiro e fevereiro (ARDEN et al., 2005;
BATIEN et al., 2005; EBIHARA et al., 2005; MOES et al., 2005; VABRET et al., 2005).
Este coronavirus apresenta tendéncias de circulacdo no outono em estudos como em Taiwan e
Hong Kong (WU et al., 2008; LEUNG et al., 2009), mas em outros paises, como alguns do
continente europeu, Coréia do Sul e América do Norte, o predominio foi mais nos meses de
inverno (BASTIEN et al., 2005; ESPER et al., 2005; MOES et al., 2005; SUNG et al., 2010;
VABRET et al., 2005). Em outros estudos o tipo NL63 foi mais detectado no verdo (CHIU et
al., 2005; VENTER et al., 2011), como também no outono (LAU et al., 2006).

Em andlises realizadas utilizando a técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) baseando-se na proteina N dos CoVh-229E e NL63 foi observado que mais de
30% das criancas menores de um ano apresentavam anticorpos contra esses coronavirus.
Segundo Shao et al. e (2005) e Hofmann et al. (2005) a soropositividade para o tipo NL63
pode variar entre 25 e 70% em individuos de até 20 anos, como também na maior parte de
individuos com idade superior a oito anos, respectivamente. J& o soro de poucos adultos
apresentou evidéncias sorologicas geradas a partir de anticorpos contra o tipo 229E
(HOFMANN et al., 2005).



31

O CoVh-HKU1 foi observado no meses de inverno e outono nos EUA
(DOMINGUEZ; ROBINSON; HOLMES, 2009; KISTLER et al., 2007) e nas estacOes de
inverno e primavera em Hong Kong e na China (JIN et al., 2011; WOO et al., 2005).
Contudo, ndo foi observado um padrdo sazonal deste tipo de coronavirus nos EUA como
também na China. (GORSE et al., 2009; PRILL et al., 2012; REN et al., 2011; TALBOT et
al., 2009;).

No Brasil o primeiro estudo sobre coronavirus foi realizado por Candeias, Carvalho e
Antonacio (1972), que identificou através de fixacdo do complemento o tipo 229E em 4 de
124 amostras de criancas e adolescentes (3,2%) e em 84 de 321 adultos (26,2%), sendo
observado uma maior identificacdo no individuos do sexo masculino nos dois grupos. Varios
anos depois Bellei et al. (2008) detectou a presenca dos CoVh-229E e OC43 em pacientes
ambulatoriais com IRA ou com sintomas semelhantes a uma gripe (influenza like) na cidade
de Sdo Paulo, onde 18 amostras de 420 (4,2%) foram positivas para algum coronavirus
pesquisado.

Em um estudo realizado por Albuquerque et al. (2009) que trabalharam com criancas
com quadro de IVAS, foi possivel identificar o primeiro relato do tipo HKU1 no Brasil que
foi detectado por PCR em tempo real. Alguns estudos no ano de 2011 e 2012 tambem
ressaltaram a importancia da infeccdo em criancas pelos coronavirus no Brasil, onde a maioria
trabalhou com quatro tipos de CoVh (ALBUQUERQUE; VARELLA; SANTOS,2012;
BEZERRA et al., 2011; CABECA et al., 2012; CABECA e BELLEI et al., 2012; GOES,
2012), como o de Goes et al. (2011) que o identificou o tipo CoVh-HKU1 em 6 de 169
(3,6%) em amostras do ano de 1995, demonstrando que este virus ja circulava em nosso pais
mesmo antes de ser identificado. Cabeca, Granato e Bellei (2013) realizaram um estudo com
1.137 amostras de trabalhadores da salde, pacientes transplantados renais e células-tronco,
criancas com doengas cardiacas, pacientes hospitalizados e ambulatoriais com IRA, onde foi
possivel observar 11, 2% de positividade para pelo menos um dos quatro CoVh (OC43, 229E,
NL63 e HKU1) pesquisados.

2.8 Diagnostico dos Coronavirus Humanos

As infeccBes causadas por CoVh ndo sdo muitas vezes diagnosticadas pelo fato das
doencas respiratdrias no trato superior serem leves e alto limitadas, e pela semelhanca dos
sintomas clinicos causados por diferentes virus respiratérios que também afetam o trato

respiratorio inferior. Muitos diagnosticos dos CoVh tém sido feitos por estudos clinicos e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Varella%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22983287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santos%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22983287
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epidemioldgicos de infecgdes do trato respiratério em laboratorios de pesquisa. Inicialmente
as deteccOes dos CoVh e animais eram feitas por isolamento viral, microscopia eletrénica e
analises soroldgicas, mas com o passar dos anos a identificacdo através de antigenos e ensaios
de PCR passaram a ser realizadas (LAIl; PERLMAN; ANDERSON, 2007).

Ensaios soroldgicos aplicados no soro de fase aguda e de convalescéncia tém sido
considerada uma forma sensivel para deteccdo dos CoVh. A habilidade para detectar essas
infeccbes pela técnica RT-PCR quando comparada a ensaios sorolégicos ainda nao esta
amplamente determinada devido a qualidade da amostra avaliada para o teste e do tipo de
ensaio usado. Stephensen et al. (1999) foram os primeiros a descrever um ensaio de RT-PCR
Pancoronavirus capaz de detectar os CoVh em um ensaio Unico. Este método se baseia na
elaboragdo de oligonucleotideos consensos com alvo em sequéncias de alta similaridade,
como 0 gene da polimerase viral, devido a sua estrutura e funcionalidade altamente
conservada, tornando este gene também base para estudos filogenéticos. Este tipo de
metodologia foi adaptado para ensaios baseadas na técnica de gPCR, sendo descritos ensaios
por Real Time PCR Syber Green ou sistema Exonuclease conhecidos por TagMan.
(KUYPERS et al.,, 2007). Tais metodologias utilizam oligonucleotideos degenerados ou

especificos, podendo ainda ser usada a combinagédo dos dois tipos.

2.9 Resposta Imunoldgica frente aos Coronavirus Humanos

As infecgdes virais de mamiferos resultam em geral uma resposta imune tipica. Estas
respostas sao iniciadas pelo sistema imune inato que reconhece os padrées moleculares (tais
como ssRNA e dsRNA). O sistema imune adaptativo pode matar as células infectadas pelos
virus e anticorpos especificos sdo produzidos, ocorrendo assim uma montagem das defesas do
organismo (FRIEMAN et al., 2008).

Os CoVh pode induzir a proliferacdo de macrdfagos e linfécitos que parecem ser um
componente chave de sua patogénese. O sistema imune inato pode ser interferido, como a
inibicdo de algumas citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, um exemplo é o interferon tipo
I (IFN-I). Ha a expressdo de quimiocinas CXC, tais como CXCL10, CCL2, CCL3, CCL5 e
CCL8 que sdo reguladas por células dendriticas e macrofagos, podendo contribuir para o
influxo de mondcitos e até dos proprios macréfagos. A expressdo de CXCL8 (IL-8), os quais

atraem neutrofilos é regulada no soro dos pacientes. A regulagcdo positiva de moléculas pro-
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inflamatdrias pode contribuir para a patogénese dos CoVh, dessa maneira foi observado que fator
de crescimento transformantes-f e a prostaglandina E2 em concentragdes aumentadas podem
prejudicar a eliminacdo dos CoVh. A resposta imunoldgica frente aos CoVh ndo é totalmente
elucidada, mas pode fornecer um melhor entendimento o tratamento eficaz das sindromes clinicas

causadas por estes virus (FRIEMAN et al., 2008).
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3 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. Quiais séo as caracteristicas clinico-epidemioldgicas das pneumonias associadas aos CoVh

na populagéo de estudo?

2. Quais os gendtipos de CoVh circulantes em cidade de Fortaleza, durante a realizacdo deste
estudo ?
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4 HIPOTESES

1. As pneumonias associadas aos CoVh na populacdo de estudo possuem caracteristicas

semelhantes as descritas na literatura em outras regides do Brasil.

2. Os genotipos de CoVh circulantes em Fortaleza, durante o desenvolvimento do presente
estudo sdo os CoVh-OC43, -NL63, -229E e -HKUL.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Descrever o perfil clinico-epidemioldgico das pneumonias positivas para os CoVh em
pacientes atendidos na emergéncia e nas enfermarias do Hospital Infantil Albert Sabin
(HIAS), na cidade de Fortaleza — Ceard, no periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2012.

5.2 Objetivos Especificos
Determinar a frequéncia mensal das pneumonias positivas para os CoVh.

Correlacionar a distribuicdo dos CoVh com a estacdo chuvosa ou e seca na cidade de
Fortaleza-Ceara.

Determinar os tipos de CoVh circulantes na populacéo de estudo.

Determinar a frequéncia de co-detec¢des entre os CoVh durante o periodo de estudo.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 Tipo de Estudo

O estudo teve um cardter observacional, transversal, analitico e retrospectivo,

realizado no periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2012.
6.2 Local de Estudo

O presente estudo foi realizado na cidade de Fortaleza, localizada no litoral do Cear,
nordeste do Brasil. Fortaleza esté localizada a 4° ao sul do equador, com um clima tropical
caracterizado por uma estacdo chuvosa, em geral no periodo de marco a junho e uma estagao
seca nos meses seguintes. O clima é constante com uma umidade relativa do ar que fica em
torno dos 70% e uma temperatura média que pode variar entre 26-28° (ALONSO et al.,
2012).

Os pacientes que compuseram a populacdo de estudo foram atendidas no Hospital
Infantil Albert Sabin (HIAS), localizado na cidade de Fortaleza. O HIAS é o maior hospital de
administracao publica que fornece atendimento pediatrico no estado. O HIAS é um centro de
especialidades de nivel terciario que fornece atendimento tanto a criancas como adolescentes,
com atuacdo em emergéncia clinica e cirurgica, procedimentos de alta complexidade em
oncologia, neurocirurgia, cirurgia cardiaca e cirurgia cranio-facial, além de unidades de

terapia intensiva e unidades neonatais de médio e alto risco.
6.3 Critérios Incluséo

Criancas de ambos 0s sexos de zero a 16 anos, atendidas na emergéncia e nas
enfermarias do HIAS, com o diagnostico clinico de pneumonia cujos pais ou responsaveis

permitiram suas inclusdes no estudo.
6.4 Critérios de Exclusao

Pacientes que tiveram o resultado positivo pela técnica de imunofluorescéncia indireta
para ADVh, VSR, influenza AePIV1,2e3.

6.5 Populacdo de Estudo

A populacdo de estudo foi constituida de criancas e adolescentes de 0 a 16 anos que

apresentavam o diagnéstico clinico de pneumonia segundo as diretrizes da Sociedade
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Brasileira de Pediatria (analise da radiografia do paciente, a realizacdo da anamnese do
mesmo com 0s seguintes sinais e sintomas: febre >37°C, tosse, dispnéia, desconforto

respiratério e estridor), atendidas na emergéncia e nas enfermarias do HIAS.
6.6 Aspectos Eticos

Este estudo recebeu um parecer favoravel pelo Comité de Etica da HIAS (Protocolo
070/09).

6.7 Coleta de Amostras e Processamento

SecrecOes respiratdrias coletadas por aspiracdo para estudos de vigilancia de viroses
respiratérias infantis pertencentes ao Laboratério de Virologia do Departamento de Patologia
e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara foram submetidas a uma sele¢do para
andlise apenas das coletadas de criangas que receberam o diagnostico de pneumonia no HIAS.

A coleta da amostra clinica foi realizada de segunda a sexta-feira por biomeédicos,
enfermeiros e alunos de iniciacdo cientifica do Laboratorio de Virologia. A amostra era
coletada utilizando-se uma sonda de aspiracdo traqueal n° 6 acoplada a uma seringa de 20 mL
(GARDNER; MCQUILIN, 1980). As amostras eram mantidas na propria seringa e
acondicionadas em isopor com gelo para ser transportada em até quatro horas para o
Laboratorio de Virologia. Apds a coleta, 0s pais ou responsaveis assinavam uma termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE) e em seguida uma ficha epidemioldgica era
preenchida com os dados do paciente e da doenca, tais como, sexo, idade, historico do
paciente, historico familiar, sinais e sintomas, tempo de doenca, tratamento instituido, exames

realizados, diagnostico e exame fisico.

Em capela de fluxo laminar, a amostra coletada foi diluida em Meio Essencial Minimo
com sais de Earle (2 mL) com penicilina-estreptomicina, glutamina e bicarbonato de sodio |,
sendo em seguida homogeneizada para que as células fossem liberadas do muco existente na
secrecdo, 0 que facilitava a visualizacdo de células possivelmente infectadas pelos virus
pesquisados pela técnica de imunofluorescéncia indireta (MOURA et al., 2006). Uma aliquota
desta secrecdo ap0Os processamento era colocada em um criotubo identificado com o ndmero
da amostra e entdo armazenado a -86° C para andlise futura. O material restante era
centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos, para obtencdo do sedimento celular que era diluido
em tampdo salina-fosfato (PBS) para distribuicdo da suspensdo obtida em laminas de

imunfluorescéncia. Eram preparadas trés ldminas para o teste de imunofluorescéncia indireta
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(IFI): a primeira utilizada na triagem para diferenciagdo de casos positivos e negativos, a
segunda para ser utilizada na etapa que identificava o(s) virus que estavam infectando as

células. A Gltima lamina, de reserva, era estocada em um freezer a -20° C.
6.8 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (I1FI)

A técnica de IFI foi realizada para deteccdo de antigenos virais expressos na
membrana da célula hospedeira. Este método era empregado com diagndstico rapido para a
identificacdo dos virus influenza A e B, adenovirus (ADV), virus sincicial respiratério (VSR)
e parainfluenza 1, 2, 3 (VPI), utilizando o Respiratory Panel 1 Viral Screening &
Identification IFA Kit (Chemicon ligth diagnostics, temecula, Califérnia, USA), segundo as
recomendagdes do fabricante.

Na lamina, adicionava-se em um orificio “spot” 8 ul de um pool de anticorpos
monoclonais (AcM) especificos contra os antigenos dos virus acima descritos, como também
em outro orificio foi adicionado 8ul de anticorpos de camundongo ndo infectado
representando o controle negativo. As laminas foram incubadas em camara Gmida por 30
minutos em uma estufa a 37° C, em seguida as laminas foram submetidas a duas lavagens por
imersdo: a primeira com PBS adicionado de Tween 20 e a segunda com PBS sem Tween.
Depois essas laminas eram secadas em estufa a 37° C por 5 a 10 minutos. Apds foi
acrescentado o mesmo volume de um segundo anticorpo de cabra anti-lgG conjugado ao
isotiocianato de fluresceina nos mesmos orificios. As condi¢cdes de incubacéo, o tempo e as
lavagens eram idénticas ao da etapa anterior. Por fim as laminas foram montadas utilizando
um Oleo de montagem e cobria-se com laminulas. A leitura foi feita em um microscopio da
marca Olympus modelo BX-40. As amostras foram consideradas positivas quando era
possivel visualizar células com fluorescéncia intracitoplasmaticas e/ou nucleares onde foram

adicionados anticorpos especificos.

A etapa de identificacdo especifica para todos os virus era realizada apos o resultado
positivo da triagem. Para tanto, utilizou-se AcM especifico para cada um dos sete virus
pesquisados. Foram adicionados oito ul anticorpo especifico e no Gltimo orificio foi realizado
o controle negativo a partir de anticorpos de camundongo nado infectado. As etapas seguintes
foram as mesmas ja descritas anteriormente na fase de triagem, como também a forma que as

amostras foram consideradas positivas.
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6.9 Extracdo do RNA Viral

As amostras clinicas armazenadas e congeladas em freezer a -80° C foram entdo
descongeladas para a extragcdo do genoma viral. Para a extragdo do RNA viral foi utilizado o
kit AxyPrep™ BodyFluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit (AXIGEN BIOTECHNOLOGY,
Califérnia, USA), seguindo o protocolo do fabricante. Ao final foi gerado um volume de 50 pl
de extraido, onde foi retirado trés pl para reagdo de PCR em tempo real e o restante do
material foi estocado novamente a -80° C.

6.10 PCR em Tempo Real em uma etapa (RT- gqPCR-onestep)

As amostras negativas para os virus testados pela IFA foram submetidas ao gPCR
utilizando o AgPath-/D™ QOne-Step RT-PCR (Applied Biosystems, Carlifornia, USA), de
acordo com o protocolo do fabricante. A partir dos extraidos foi realizada a técnica de PCR-
real time para deteccdo dos CoVh-229E, CoVh-NL63, CoVh-OC43 e CoVh-HKUL. Os
iniciadores e as sondas dos CoVh-HKU1 e CoVh-NL63 foram projetados para detectar
regibes conservadas e especificas para replicase 1b e o gene N, identificados a partir de
alinhamentos de sequéncias disponiveis no GenBank (AY884001, DQ190472 e DQ206693-9
para HKUle NC_005831, AY563107-8, e-82e AY 758276 para NL63)(DARE et al., 2007;
FOUCHIER et al., 2004; SLOOTS et al., 2006; WOO et al., 2006). A sequéncia dos primers
e sondas dos CoVh-229E e CoVh-OC43 foram descritos em outro estudo (VAN ELDEN et
al., 2004)(Tabela 1). A amplificacdo foi realizada no modelo 7500 Real time PCR Systems
(AppliedBiosystems, Carlifornia, USA) com as seguintes condigdes de ciclagem: 1 ciclo em
45°C durante 10 minutos, seguido por 1 ciclo em 95°C durante 10 minutos, 45 ciclos de 55°C

por 1 minuto e 95°C durante 15 segundos.

Amostras foram consideradas positivas para qualquer dos CoVh pesquisados quando
os valores do Cycle Threshold (Cr) foram menores que 40. O Cr é ponto no qual o sinal da

fluorescéncia é detectado acima da linha de base em um gPCR.



Tabela 1 - Iniciadores e sondas para a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real especificas para cada tipo de coronavirus.

Concentragéofinal

CoVh Sequéncia 5'—3' Amol/L. Gene Alvo Referéncia
229E Nucleoproteina  \/an Elden et al.2004.
Forward ~ CAGTCAAATGGGCTGATGCA 750
Reverse AAAGGGCTATAAAGAGAATAAGGTATTCT 500
Probe* CCCTGACGACCACGTTGTGGTTCA 50
0C43 Nucleoproteina  Van Elden et al.2004.
Forward CGATGAGGCTATTCCGACTAGGT 250
Reverse CCTTCCTGAGCCTTCA ATATAGTAACC 250
Probe* TCCGCCTGGCACGGTACTCCCT 50
NL63 Nucleoproteina  Dare et al.2007.
Forward ~ GACCAAAGCACTGAATAACATTTTCC 500
Reverse ~ ACCTAATAAGCCTCTTTCTCAACCC 750
Probe AACACGCT“T”CCAACGAGGTTTCTTCAACTGAG 50
HKU1 Replicase 1b  Dare et al.2007.
Forward ~ CCTTGCGAATG AATGTGCT 100
Reverse ~ TTGCATCACCACTGCTAGTACCAC 750
Probe* TGTGTGGCGGTTGCTATTATGTTAAGCCTG 50

* Extremidade 5 ‘com FAM e 3' termina com BHKZ1.
+ Extremidade 5 ' com FAM, 3' contém internamente BHK1 o qual é indicado por T e é marcado na extremidade 3 ‘com um fosfato.
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7 RESULTADOS
7.1 Caracterizacdo da Populacéo de Estudo

Um total de 522 amostras provenientes de pacientes com pneumonia foi coletado no
periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2012. A distribuicdo anual das amostras da dessa
populacdo foi a sequinte: 284 (54,40%) no ano de 2011 e 238 (45,60%) no ano de 2012.
Inicialmente, uma triagem baseada na técnica de IFI foi realizada para deteccdo do VSRh,
ADVNh, influenza Ae VIPh 1,2 e 3.

No presente estudo incluimos 423 amostras de pacientes com pneumonia que tiveram
o resultado negativo pela técnica de IFI para serem analisadas através da técnica de PCR em
tempo real para a detecgéo de quatro tipos de CoVh (229E, OC43, NL63 e HKUL1).

Com relacdo a idade dos pacientes, foram coletadas amostras de criangas e
adolescentes, entre zero e 198 meses (16 anos e cinco meses), onde foi observada uma
predominancia de criancas com até 24 meses de idade, que corresponderam a 71,83% dos
pacientes. A média de idade geral da populacdo de estudo foi de 24,94 + 2,80 meses, sendo a
média para o sexo masculino de 21,83 * 3,22 meses e para 0 sexo feminino de 30,66 meses *
2,78.

A distribuicdo da populacdo de estudo quanto ao género, idade, fatores de risco,
comorbidade e setor de atendimento é apresentada na tabela 2. Os percentuais obtidos para
fatores de risco e comorbidade foram considerados conforme o total de casos referidos na

tabela.

Quanto ao sexo, foi observada uma predominancia de pacientes do sexo masculino
(61,22%) quando comparados aos pacientes do sexo feminino (38,78%), mas através do Teste
Exato de Fisher identificamos que ndo ha uma significancia entre o percentual dos pacientes

do sexo masculino e os pacientes do sexo feminino (P=0,778).

Em relacdo ao setor de atendimento, 270 (63,82%) pacientes foram atendidos na
emergéncia e 153 (36,18) nas enfermarias (hospitalizados) do HIAS. P6de ser observado que
a média de idade dos pacientes hospitalizados foi de 23,22 meses sendo menor que a média

dos pacientes atendidos na emergéncia que foi de 28,32 meses.

Segundo a presenca de fatores de risco e comorbidades, foi observado que a grande

maioria da populacdo de estudo freqiientava creche ou escola (49,42%), em seguida criancas
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que ndo foram amamentadas (18,73%) e pacientes que tinham fumante em sua residéncia
(13,54%). Dentre a frequéncia de comorbidades, a maior parte dos pacientes apresentou asma
(39,53%).

Tabela 2- Caracteristicas da populacdo de estudo

Caracteristica NUmero Percentual
Género

Masculino 259 61,22
Feminino 164 38,78
Total 423 100
Idade (meses)

0al2 177 41,84
13a24 123 29,10
25a36 38 9,00
37 a48 28 6,6
49a 60 18 4,25
> 60 39 9,21
Total 423 100
Fatores de Risco™

Familiar com IRA 49 11,10
Fumante em casa 60 13,54
Frequenta creche/escola 219 49,43
Nunca mamou 83 18,73
Prematuridade 32 7,21
Total 443 100
Comorbidade™

Nenhuma 311 70,71
Cardiopatia 27 6,13
Pneumopatia crénica 9 2,00
Doenca neuroldgica 19 4,31
Asma 51 11,60
Refluxo gastrico 23 5,22
Total 440% 100
Setor de Atendimento

Emergéncia 270 63,82
Enfermaria 153 36,18
Total 423 100

(*) Obs: Os nimeros correspondem h& um valor maior do que da populacgdo de estudo, pois alguns pacientes
apresentaram mais de uma comorbidade ou fatores de risco.
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Os sinais e sintomas clinicos mais frequentemente relatados foram tosse (presente em

91,50% dos casos analisados), coriza (em 89,12%), febre (em 81,80%) e dispnéia (em

76,83%) (Figura 5).

Figura 5 — Sintomas e sinais apresentados pela populacéo de estudo.
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7.2 Coronavirus Humanos identificados nas pneumonias analisadas

As 423 amostras negativas por IFI foram entdo submetidas a técnica de RT-qPCR
para deteccdo dos CoVh. Destas, 29 (6,85%) foram positivas para CoVh-229E, 24 (5,67%)
para 0 CoVh-OC43, 24 (5,67%) para 0 CoVh-NL63 e 8 (1,90%) para o CoVh-HKUL1. O total

de detec¢des dos CoVh somados foi de 85 (20,10%), mas o total de amostras positivas por

esses virus foi de 71 (16,80%), sendo menor que o numero de deteccbes, pois foram

observadas co-detec¢des entre os CoVh em algumas amostras. Quando considerados apenas

0S casos positivos para 0s CoVh, observamos 34,11% para o tipo 229E, 28,23% para 0s tipos
OC43 e NL63, e 9,41% para 0 HKUL. A Tabela 3 mostra a distribuicdo do nimero total de

amostras coletadas e amostras positivas para cada tipo de CoVh.
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Tabela 3 — Distribuicdo anual do total de casos de pneumonia e casos positivos para 0S
CoVh..

Ano Total Qe PNM positivas CoVh- CoVh- CoVh- CoVh-
PNM®) para os Covh 229E 0C43 NL63 HKU1
2011 284 36 11 15 6 7
2012 238 35 18 9 18 1
Total 522 71 29 24 24 8

(*) PNM = Pneumonias

7.3 Co-deteccgdes Virais

Em relacdo aos 71 casos para CoVh por RT-gPCR, identificamos 14 associagdes entre
esses virus (19,71%). O tipo 229E esteve presente em todas as co-deteccdes entre 0os CoVh,
sendo 12 (16,90%) com tipo NL63 e duas (2,81%) com tipo OC43. O CoVh-HKUL néo foi
observado em nenhuma co-deteccdo no periodo estudado. A Tabela 4 mostra a distribuicao

total das amostras por ano, as detecgdes virais e suas respectivas co-deteccoes.

Tabela 4 — Distribuicdo por ano de estudo, de coronavirus identificados isoladamente e em

co-deteccOes em relacdo a técnica de RT-gPCR .

PCR em tempo real

Ano/Amostra  CoVh 229E 0C43 NL63 HKU1 Co-deteccdes

2011/ 211 36 8 13 5 7 2
229E+0C43

1
229E+NL63

2012/ 213 35 7 9 7 1 11
229E+NL63

Total 71 15 22 12 8 14
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7.4 Distribuicdo mensal das pneumonias positivas para os Coronavirus Humanos.

As infecgbes pelos CoVh foram observadas na maioria dos meses do periodo de
estudo, com excecdo do més de maio do ano de 2011 e dos meses de junho e setembro de
2012. O primeiro CoVh identificado foi o tipo OC43, que exibiu picos discretos de detecgédo
no més de julho 2011 e 2012. O tipo CoVh-229E foi detectado em 2011, porém no ano de
2012 este tipo de CoVh exibiu picos iguais nos meses de fevereiro e mar¢o. O CoVh-NL63
comegou a ser identificado no segundo semestre de 2011 e mostrou um pico de deteccdo no
més de margo de 2012 associado ao tipo 229E. O CoVh-HKU1 foi 0 menos detectado no
periodo de estudo, sendo identificado principalmente no final de 2011 e no inicio de 2012.
Utilizando o teste de Odds Ratio (OR) observamos uma relagdo positiva entre os CoVh e 0s
meses com maior numero de deteccles: julho (OR:2,9882; P=0,0047), agosto (OR:2,9388;
P=0,0125) e novembro (OR:2,6995; P=0,0494) de 2011 e fevereiro (OR:4,8286; P =0,0001)
e mar¢o (OR:2,8000; P=0,0027) de 2012.

7.5 Distribuicédo dos casos de pneumonias, das infec¢des pelos Coronavirus Humanos em
relacdo ao indice pluviométrico

Visando testar a relacdo do indice pluviométrico para o nimero total de casos de
pneumonias, como para 0s casos positivos pelos os tipos de CoVh especificos (P = 0,953), foi
utilizado o Coeficiente de Correlagdo de Spearman, porém ndo foi observado nenhuma
correlacdo positiva ou negativa entre a pluviometria, os casos de pneumonia e os CoVh tipo
especificos (P = 0,085).

Figura 6 — Distribuicdo mensal dos casos de pneumonias e do indice pluviométrico nos
periodo de estudo.
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Figura 7 — Distribuicdo mensal das infecces pelos CoVh no periodo de estudo.
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Figura 8 — Distribuicdo mensal dos CoVh detectados e do volume de chuvas no periodo de
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Foi realizada a analise estatistica das variaveis sexo, idade e setor de atendimento da
populacdo de estudo pelo método de OR, comparando 0s casos positivos e negativos para 0s
CoVh. As distribuicdes dessas variaveis estdo dispostas nas Tabelas 5 e 6.

7.6 Género

Os CoVh infectaram mais criancas do sexo masculino, onde a proporcéao foi de 2,7/1
(menino/menina). Para o tipo 229E, houve 23 casos (79,31%) em meninos (com 11 casos de
co-infec¢des), e seis (20,69%) casos em meninas (com trés casos de co-infec¢des); para o tipo
0OC43, houve 14 casos (58,33%) em meninos (com um caso de co-infecgdes), e 10 casos
(41,67%) em meninas (com um caso de co-infeccdo); o tipo NL63 infectou 19 (79,16%)
meninos (com 10 casos de co-infec¢des), e cinco (20,84%) meninas (com dois casos de co-
infeccdo); por fim o tipo HKUL infectou sete (87,50%) meninos e apenas uma (12,50%)
menina, sem casos de co-deteccdo em ambos 0s sexos. Utilizando o teste de OR observamos
que existe relacdo entre a varidavel sexo e 0os CoVh (OR= 1.9171;P=0,0244), este resultado

estatistico mostra que a chance dos CoVh infectaram criancas do sexo masculino é mais
elevada.
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7.7 ldade

Os CoVh foram detectados em todos grupos etarios estudados com uma maior
predominancia em criancas com até 24 meses de idade. A idade dos pacientes infectados
pelos CoVh variou entre um a 66 meses, onde a média de idade foi de 18,17+3,59 meses.
Observamos também uma significancia na faixa etaria de 37 a 48 meses (OR=2.6857;
P=0.0246). Utilizando o Teste Exato de Fisher para comparar os tipos de CoVh especificos,

nao encontramos caracteristicas estatisticamente significativas.
7.8 Setor de Atendimento

Identificamos um maior nimero de detec¢gdes dos CoVh em pacientes atendidos na
emergéncia (67,60%). Através do teste de OR analisamos 0s casos positivos e negativos para
0s CoVh em relagdo ao local de atendimento e ndo verificamos significancia estatistica.
Utilizando o Teste Exato de Fisher, analisamos 0s casos positivos e negativos para cada CoVh
e em relagdo ao setor de atendimento, mas ndo observamos nenhuma relevancia. Utilizando o
teste de OR comparamos o0s tipos especificos de CoVh em relacdo aos pacientes
hospitalizados e ndo hospitalizados, identificamos que o tipo mais detectado em pacientes
hospitalizados foi o tipo 229E, mas podemos observar uma relagéo estatistica negativa do tipo
OC43 e pacientes hospitalizados, isto significa dizer que pacientes infectados com o OC43

tinham menos chance de estarem hospitalizados.

Tabela 5 — Comparacgdo dos casos positivos e negativos para CoVh em relacdo ao género,
idade e setor de atendimento.

Caracteristica CoVh (n/ %) OR (95% IC*) P=Valor
Género Positivo  Negativo

Masculino 52 (73,3) 207 (58,8) 19171  1.0878 - 3.3787 0.0244
Feminino 19 (26,7) 145 (41,2)

Total 71 (100) 352 (100)

Idade (meses)

0al2 34 (47,9) 143 (40,6) 1.3430 0.8049 - 2.2408 0.2588
13a24 17 (23,9) 106 (30,1) 0.5777 0.3287 - 1.0154 0.0565
25a 36 9(12,6) 29(7,4) 1.9722 0.8912 - 4.3646 0.0938
37a48 8(11,2) 20(5,6) 2.6857 1.1347 - 6.3569 0.0246
49 a 60 1(1,4) 17 (4,8) 0.3412 0.0447 - 2.6048 0.2998
> 60 2(2,8) 37(10,5) 0.3024 0.0712 - 1.2837 0.1049
Total 71 (100) 352 (100)

Setor de Atendimento

Emergéncia 48 (67,6) 222 (63,1) 1.2221 0.7107 - 2.1016 0.4684
Enfermaria 23(32,4) 130 (36,9)

Total 71 (100) 352 (100)

(*): IC — Intervalo de Confianca
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Tabela 6 — Comparagdo dos casos positivos para os CoVh especificos em relagdo aos
pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados.

Hospitalizado

CoVh N&ao Hospitalizado (n/%) (n/%) OR (95% IC) P=Valor
229E 16 (55,17) 13 (44,83) 17.604 0.7011t04.4201 0.2286
0OC43 20 (83,33) 4 (16,67) 0.2692 0.0821 to 0.8827  0.0303
NL63 13 (54,16) 11 (45,84) 18.704 0.7100t04.9278  0.2052
HKU1 6 (75,00) 2 (25,00) 0.5833 0.1102t03.0874 0.5261
Total 55 30 - - -

7.9 Comorbidades

Podemos observar que a maior parte dos pacientes positivos para algum tipo de CoVh

(75,30%) ndo apresentou nenhum tipo de comorbidade, como também os pacientes negativos

(73,30%). Utilizando o Teste Exato de Fisher, verificou-se que nenhum tipo de CoVh

especifico apresentou diferencas estatisticas quanto as comorbidades. Observou-se que a

comorbidade mais identificada entre os CoVh foi a asma, mas sem nenhuma relevancia

estatistica (P=0,147). A Tabela 7 mostra a frequéncia dos casos positivos para cada tipo de

CoVh e dos casos negativos em relacdo as comorbidades.

Tabela 7 — Frequéncia dos casos positivos ou negativos para os tipos de CoVh pesquisados

em relacdo as comorbidades.

Comorbidades 22/3/E O%;B NI/‘OE?’ H '/<O>Jl necg:g:i/\t]os
(n/%) (n/%) (n/%) (n/%) (n/%)
Nenhuma 20 (69) 19(79,16) 20 (83,33) 5(62,50) 258 (73,30)
Cardiopatia 1(3,44) 1(4,16) 1(4,16) - 20 (5,68)
Pneumopatia cronica 1 (3,44) - - - 4(1,13)
Doenga neurologica - - - - 13 (3,70)
Asma 3(10,34) 3(12,50) 3(12,50) 2(25,00) 35(9,94)
Refluxo gastrico 2 (6,88) - - - 14 (3,97)
Cardiopatia e Refluxo gastrico 1 (3,44) 1 (4,16) - - -
Cardiopatia e Asma 1 (3,44) - - - -
Asma e Refluxo gastrico - - - 1 (12, 50) 2 (0,56)
Total 29 (100)  24(100) 24(100) 8 (100) 346 (100)
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7.10 Fatores de Risco

Observamos que os pacientes que frequentavam creches ou escola estavam mais
associados aos CoVh (38,82%). Quanto aos pacientes negativos o maior percentual foi de
pacientes que ndo apresentaram nenhum fator de risco (28,97%). Utilizando o Teste Exato de
Fisher relacionamos 0s casos positivos para cada tipo especifico de CoVh e para cada fator
de risco. Identificamos que o 229E ndo apresentou relevancia estatistica quando comparado
aos fatores de risco; o tipo OC43 foi mais detectado em pacientes que frequentavam creche ou
escola (P=0,010), o NL63 também foi mais observado em pacientes que frequentavam creche
ou escola (P=0,019), mas da mesma forma apresentou significancia estatistica em para
pacientes que ndo apresentaram fatores de risco (P=0,036); O tipo HKU1 mostrou uma
importancia estatisticamente significativa apenas em pacientes que tinham algum fumante em
casa (P=0,041) (Tabela 8).

Tabela 8 — Frequéncia dos casos positivos e negativos para os CoVh pesquisados em relacao

aos fatores de risco.

CoVh

229E 0OC43 NL63 HKU1  Negativos
Fatores de Risco (n/%) (n/%) (n/%) (n/%) (n/%)
Nenhum 4(13,80) 1(4,16%) 7(29,16) 1(12,50) 102 (28,97)
Familiar com IRA 2 (6,89) 2 (8,33%) 2 (8,33%) - 11 (3,12)
Fumante em casa - - 1(4,16%) 1(12,50) 18(5,11)
Frequenta creche/escola 12 (41,37) 11(45,83) 8(33,34) 2(25,00) 96 (27,27)
N&o amamentado 3(10,34) 1(4,16%) 2 (8,33%) - 19 (5,39)
Prematuridade - - 1 (4,16%) - 7 (1,98)
Familiar com IRA e Fumante em casa - - - 1(12,50) 3(0,85)
Familiar com IRA e Frequenta creche/escola 2(6,89) 2(8,33%) 1(4,16%) 1(12,50) 10(2,84)
Fumante em casa e Ndo amamentado 2 (6,89) - - 1(12,50) 6(1,70)
Frequenta creche/escola e Ndo amamentado 3(10,34) 3(125) 2(8,33%) 1(12,50) 26(7,38)
Frequenta creche/escola e Prematuridade 1(3,44) 1 (4,16%) - - 9 (2,55)
Fumante em casa e Frequenta creche/escola - 2 (8,33%) - - 15 (4,26)
N&o amamentado e Prematuridade - 1 (4,16%) - - 2 (0,56)
Total 29 24 24 8 324
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7.11 Sinais e Sintomas Apresentados

Com relacdo aos sinais e sintomas apresentados pelos pacientes, analisamos através do
OR e do Teste Exato de Fisher comparando os casos positivos para cada CoVh e 0s casos
negativos. ldentificamos que a tosse, coriza, febre e dispnéia foram os sintomas mais
freqlientes nos pacientes positivos para os CoVh, quando comparamos 0S casos positivos e
negativos encontramos significdncia estatistica positiva apenas para 0s pacientes que
apresentaram tosse (P = 0.045), demonstrando que os pacientes positivas para os CoVh
tinham uma chance maior de apresentarem tosse do que o pacientes negativos. Quanto aos
tipos especificos de CoVh, utilizando-se do Teste Exato de Fisher, apenas o OC43 apresentou
uma relevancia com a obstrucdo nasal (P=0,029) e o HKU1 com a coriza (P=0,027),
mostrando uma relagdo positiva desses virus com estes sintomas. A distribuicdo dos casos
positivos para 0s CoVh e dos casos negativos em relagdo aos sinais e sintomas estio

apresentados na tabela 9.

Tabela 9 - Distribui¢do dos casos positivos e negativos para 0s CoVh pesquisados em relacéo
aos sinais e sintomas apresentados pela populagdo de estudo.

Sinais e CoVh Positivos  CoVh Negativos

Sintomas (%) (%) OR (95% IC) P-Valor
Tosse 70 (98,59) 317 (90,05) 7.7287  1.0412 - 7.3703 0.0456
Coriza 64 (90,14) 313 (88,92) 1.3884  0.5982 - 3.2222 0.4449
Febre 58 (81,70) 288 (81,81) 0.6236  0.3761 - 1.0339 0.0672
Dispnéia 55 (77,46) 270 (76,70) 1.0550 0.5984-1.8599  0.8532
Obstrucdo nasal 50 (70,42) 265 (75,28) 0.7879  0.4658 - 1.3329 0.3742
Espirro 42 (59,15) 230 (65,34) 0.7957 0.4892-1.2940  0.3569
Anorexia 27 (38,02) 176 (50,00) 0.6136  0.3638 - 0.9816 0.0671
\omitos 24 (33,80) 136 (36,63) 0.8225 0.5003-1.3521  0.4410
Diarréia 13 (18,30) 57 (16,19) 1.0205 0.5384-1.9344 0.9504
Dor de garganta 2(2,81) 24 (6,81) 0.5000 0.1470-1.7011 0.2672
Rouquidao 2 (2,81) 20 (5,68) 0.4000 0.0917 - 1.7455 0.2229
Convulsoes 1(1,40) 4(1,13) 0.5840 0.0299-11.4128 0.7228
Exantema - - - - -
Conjuntivite - 3(0,85) 1.0357 0.1143-9.3873  0.9751
Total 71 (100) 352 (100) - - -

7.12 Exame Fisico dos Pacientes

Analisando os casos positivos para os CoVh e 0s casos negativos em relacdo a
ausculta pulmonar utilizando o teste de OR, podemos dizer que ndo existe diferencas

estatisticas significantes quando comparado 0s casos positivos totais para 0s CoVh e 0s casos
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negativos. Quando comparamos 0s CoVh especificos com a ausculta pulmonar, identificamos
que o tipo 229E esteve mais associado a pacientes que apresentaram roncos na ausculta
(OR:2,7937; P=0,0343) e o tipo OC43 foi mais detectado em pacientes que apresentaram
roncos (OR: 3,1731; P=0,0500) e sibilos (OR: 3,4672; P=0,0012). Na Tabela 10 é
demonstrado a frequéncia dos casos positivos para cada tipo de CoVh e negativos em relagéo

a ausculta pulmonar.

Tabela 10 - Frequéncia dos casos positivos e negativos para 0s CoVh pesquisados em relacéo
a ausculta pulmonar.

CoVh- CoVh- CoVh- CoVh-
Ausculta Pulmonar 229E 0OC43 NL63 HKU1 CoVh Negativos

(n/%) (n/%) (n/%) (n/%) (n/%)
Normal - 1(4,16) - 1(12,50) 18 (5,38)
Sibilos - 2 (8,33) 1(4,16) - 20 (6,00)
Roncos 9 (31,03) 8 (33,33) 8 (33,33) 3 (37,50) 107 (32,03)
Estertores 1(3,44) 1(4,16) 2 (8,33) 1 (12,50) 24 (7,18)
Roncos e Sibilos 10 (34,48) 8(33,33) 7 (29,16) 2 (25,00) 100 (29,90)
Sibilos e Estertores 6 (20,70) - 4 (16,66) 1 (12,50) 21 (6,28)
Roncos e Estertores 2 (6,90) 3(12,50) 2 (8,33) - 34 (10,17)
Roncos e Sibilos e
Estertores. 1(3,44) 1(4,16) - - 10 (3,00)
Total 29 (100) 24 (100) 24 (100) 8 (100) 334 (100)

OBS(*): O numero de pacientes que apresentou algum tipo de ausculta pulmonar disponivel no banco de dados.

Quanto aos pacientes que apresentaram tiragem intercostal, utilizando o teste de OR
identificamos que a maior parte dos pacientes positivos para os CoVh apresentou tiragem
intercostal, subclavicular ou subdiafragmatica (62,00%). Observamos que nao existe relacdo
significativamente estatistica entre 0s casos positivos totais de CoVh e dos casos negativos
quando comparados aos pacientes com tiragem (OR: 1,2302; P=0,3978), da mesma forma
ndo houve diferenca estatistica entre os casos positivos para cada tipo de CoVh e os pacientes
com presenca de tiragem. A frequéncia dos casos positivos para cada tipo de CoVh e dos

casos negativos em relacdo a presenca e auséncia de tiragem é demonstrado na Tabela 11.
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Tabela 11 - Frequéncia dos casos positivos e negativos para 0s CoVh pesquisados em relacdo
a presenca e auséncia de tiragem.

CoVh Presenz;r?/c%);[)iragem Ausénci(er\]/c(i)/i )Tiragem Total
229E 17 (58,62) 12 (41,38) 29
0C43 9 (37,50) 15 (62,50) 24
NL63 13 (54,16) 11 (45,84) 24
HKU1 5 (62,50) 3(37,50) 8
CoVh Negativo 164 (46,60) 188 (53,40) 352

OBS (*): Tiragem intercostal, subclavicular e subdiafragmatica.
7.13 Alteragdes no Exame Radiolégico

Na analise das alteracdes radiologicas apresentadas pelos pacientes positivos para
algum tipo de CoVh, identificamos que a alteragdo mais observada foi a condensacdo
(70,60%) seguido do infiltrado intersticial (33%). Atraves do teste de OR comparamos 0S
casos positivos para 0s CoVh especificos em relacdo as alteracbes radioldgicas e
identificamos que os pacientes com infiltrado intersticial tem menor chance de estarem
infectados com o tipo NL63 (OR:0,3214; P=0,0228)e os pacientes com condensacdo tem uma
menor possibilidade de estarem infectados pelo tipo HKU1 (OR: 0,1258; P=0,0156). Na
Tabela 12 é exibida a frequéncia dos casos positivos para os CoVh especificos e dos casos

negativos em relacéo as alteracdes radioldgicas.

Tabela 12 - Frequéncia dos casos positivos e negativos para 0s CoVh pesquisados em relacéo
as alteracOes radiologicas.

0] 0] 0, 1
Alteracio Radiolégica 229E 0C43(n/% NL63(n/% HKUL1(n/% CoVh negativos

(n/%) ) ) ) (n/%)
Condensagéo 17 (58,62) 16 (66,70) 16 (66,70) 2 (25,00) 170 (54,66)
Infiltrado intersticial 5(17,24) 6 (25,00) 4 (16,66) 4 (50,00) 94 (30,22)
Hiperinsuflagao - - - 1 (12,00) 5 (1,60)
Condensacdo e Infiltrado 3 (10,34) 2 (8,30) 4 (16,66) - 34 (10,93)
Infiltrado e
hiperinsuflagao - - - - 3(0,96)
Condensacdo e Atalectasia - - - - 3(0,96)
Atalectasia 1 (3,45) - - - 2 (0,64)
Derrame Pleural 3(10,34) - - 1 (12,00) -
Total 29 24 24 8 3110

OBS(*):0 nimero de pacientes que apresentou algum tipo de alteracdo radioldgica é inferior ao total, pois
alguns pacientes ndo tiveram o exame solicitado pelo médico.
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7.14 Conduta Terapéutica Medicamentosa

Em relacdo a conduta terapéuticapelo médico que atendia o paciente, foi analisado o
uso de antitérmico, aerossol, agonista B,, glicocorticdide e antibidticos. Através do teste de
OR comparamos 0s casos positivos para 0s CoVh e 0s casos negativos em relagdo cada um
destes tratamentos, onde identificamos que apenas o uso de antibidtico teve uma relacéo
negativa para 0s casos positivos para os CoVh, ou seja, os pacientes infectados pelos CoVh
tinham menos chance de serem tratados com antibiético do que os pacientes negativos
(OR:0,3707; P=0,0068).

Utilizando o teste de OR para comparagdo dos casos positivos para 0s CoVh
especificos em relacdo ao tratamento instituido, podemos observar que apenas o tipo OC43
mostrou uma correlacdo positiva com o uso de antibidtico, isto €, este tratamento tem maior
chance de ser instituido em pacientes infectado com esse tipo de CoVh (OR: 3,6571;
P=0,0026)

Tabela 13 - Frequéncia dos casos positivos e negativos para 0s CoVh pesquisados em relacéo
ao conduta terapéutica medicamentosa.

Conduta 229E 0C43 NL63 HKU1 CoVh negativo Total
Terapéutica (n/%) (n/%) (n/%) (n/%) (n/%)
Medicamentosa

Antitérmicos 10 (34,48) 13 (54,16) 10(41,66) 5 (62,50) 169 (48,01) 207
Aerossol 18 (62,06) 15 (62,50) 15 (62,50) 4 (16,66) 225 (63,92) 277
Agonista B 2(6,90) 4(16,66) 1(4,16) 2 (8,33) 42 (11,93) 51
Glicocorticdide 10 (34,48) 12 (50,00) 8(33,33) 5 (62,50) 131 (37,21) 166
Antibidticos 24 (82,75) 23(95,83) 17 (70,83) 5 (62,50) 256 (72,72) 325
Total 29 (100) 24 (100) 24 (100) 8 (100) 352 (100) 423

7.15 Descricao do Cyclo Threshold (Ct) das amostras positivas para os CoVh em relacdo

idade e as comorbidades apresentadas

Identificamos que 39% das criangas que apresentaram algum tipo de comorbidade
estavam com os valores de Ct< 30. J& em todos os pacientes com coinfeccdes, o0s valores de
Crestavam acima de 30. Observamos que todas as criancas que estavam acometidas pelo tipo
HKUL e apresentaram comorbidades tinham o Cy< 30, demonstrando uma alta carga viral.
Em relacdo a idade dos pacientes, verificamos que 24,70% das criangcas estavam com 0S
valores de Ct< 30, sendo o tipo OC43 com a maior parte dos casos. A maioria das

coinfecgOes apresentou um Cracima de 30, mostrando uma menor carga viral.



Tabela 14— Descricdo dos valores Crdos CoVh especificos e das coinfec¢des em relagdo as comorbidades.
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Comorbidades 229E 0C43 NL63 HKU1 229E + OC43 | 229E +NL63
<30 >30-<35 <40 | <30 >30-<35 <40 | <30 >30-<35 <40 | <30 >30-<35 <40 |30 >30-<40 | <30 >30-<40

Cardiopatia - - 1 1 - - - - - - - - - 1 - 1

Pneumopatia 1 - - - - - - - - - - - - - - -

Asma - 2 1 1 1 - 1 - 1 3 - - - - - 1

Refluxo

gastrico - 1 1 - - - - - - - - - - 1 - -

Total 1 2 3 2 1 - 1 - 1 3 - - - 2 - 2

Tabela 15 - Descricdo dos valores Cr dos CoVh especificos e das coinfeccfes em relagdo a idade dos pacientes.

Idade 229E OC43 NL63 HKU1 229E + OC43 229E + NL63
<30 >30-<35 <40 | <30 >30-<35 <40| <30 >30-<35 <40 |<30 >30-<35 <40 | <30 >30-<40 | <30 >30-<40

0al2 3 2 3 3 4 2 1 3 3 2 - - - 2 1 6

13a24 1 - 4 4 1 1 - - 2 1 - - - - - 1

25236 - 1 - - 1 - - - - 1 1 - - - - 3

37 a48 - - -1 - 1|1 - 1|1 - - - - - -

49 a 60 - - - - - -1 - - - - - - - -

> 60 - 1 - - - - - - - - - - - - 1

Total 4 4 7 8 6 4 3 3 6 5 1 - - 2 1 11
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8 DISCUSSAO

Este estudo representa a primeira analise sobre a ocorréncia dos CoVh no estado do
Ceard, nordeste do Brasil, embora sendo em um periodo curto foi possivel detectar quatro
tipos de CoVh circulantes em nosso estado através de uma técnica molecular bastante sensivel
e especifica. Até o presente momento, existe apenas um estudo em nossa regido que envolveu
0s quatro tipos de CoVh e outros virus respiratorios, onde foram analisadas, no periodo de um
ano, amostras de criancas com o diagndstico de IRA (BEZZERA et al., 2011).

A positividade dos CoVh encontrada no estudo aqui apresentado foi de 16,80% de 423
amostras de pacientes com pneumonia, onde todos os tipos de CoVh pesquisados foram
detectados nos dois anos estudados (2011 e 2012). A alta taxa de deteccdo encontrada no
presente estudo foi superior a taxa verificada em diversos estudos descritos na literatura
mundial que variou de 1% a 14%. Observamos que o0 estudo com o percentual mais baixo
(1%) dentre os analisados foi realizado na China por Renet al., no ano de 2011, utilizando a
técnica de RT-PCR e sequenciamento para pesquisa de quatro tipos de CoVh (OC43, 229E,
NL63 e HKU1) em um periodo de quatro anos de estudo. Ja o estudo com a maior taxa de
CoVh identificados (14%) foi realizado no Holanda por Dijkiman et al., no ano de 2010,
utilizando a técnica de gPCR e ELISA (EnzymeLinkedimmunoSorbent Assay) para deteccao

dos mesmos quatro tipos de CoVh citados acima.

Estudos que utilizaram metodologias moleculares realizados no Brasil mostram um
percentual de positividade dos CoVh que varia de 1,2% a 11,5%. Dessa forma, identificamos
gue nossos dados superam o indice de positividade dos CoVh em estudos nacionais. O estudo
com o menor percentual foi realizado na cidade de Sdo Paulo por Cabeca et al., no ano de
2012, utilizando-se da técnica de RT-PCR para deteccdo apenas dos tipos NL63 e OC43 em
um periodo de um ano. Observamos que o estudo com o maior percentual foi realizado
também por Cabeca et al., em 2012, utilizando a técnica de RT-PCR, mas para detec¢do de
quatro tipos de CoVh em periodo de nove anos. Vale destacar, que no primeiro estudo
realizado no Brasil por Candeias, Carvalho e Antonacio (1972), analisando amostras de
criancas e adolescentes com IRA através de uma técnica imunoldgica (fixacdo do
complemento) para deteccdo do tipo 229E, foi encontrado um percentual de positividade de

19,80%, superando a taxa encontrada neste presente estudo. Alguns fatores podem
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influenciar nas variagdes das taxas de deteccdo dos CoVh encontradas em diversos estudos
analisados como as diferentes populacGes que compuseram os estudos, o periodo de estudo,
sindromes clinicas analisadas, amostra clinica, métodos de deteccdo empregados e 0s tipos de
CoVh pesquisados. Comparacdo dos percentuais de positividade dos CoVh de diversos
estudos mundiais e nacionais, destacando os autores do estudo, local do estudo, populacéo de
estudo, CoVh pesquisados e metodologia diagndstica estdo dispostos no Apéndice C.

Os CoVh sdo geralmente descritos em associagdes com outros virus respiratérios,
como o virus influenza, ADVh, VSR, rinovirus, metapneumovirus (MPVh), bocavirus e virus
parainfluenza (ARDEN et al., 2006; BEZERRA et al., 2011; CABECA; GRANATO;
BELLEI, 2013; GERNA et al., 2006.) No presente estudo ndo verificamos coinfec¢Ges com
outros virus respiratorios, pois ndo analisamos amostras de pneumonia positivas por IFA.
Entretanto, identificamos uma taxa de 19,71% de associagcdes entre os CoVh, dessa forma,
podemos observar que o indice encontrado em nosso estudo é superior as taxas encontradas
em diversos trabalhos que utilizaram metodologias moleculares descritos na literatura que
variou de 0,74% a 5% (DOMINGUEZ; ROBINSON; HOLMES, 2009; DOMINGUEZ et al.,
2012; GORSE et al., 2009; KAISER et al., 2005; PRILL et al., 2012; SLOOT et al., 2009;
THEAMBOLEARS et al.,, 2007; VABRET et al., 2005; VABRET et al., 2008). Alguns
trabalhos encontraram associagdes entre os CoVh (OC43 + HKU1 e OC43 + NL63) que nédo
detectamos no estudo aqui apresentado (PRILL et al., 2012; SLOOT et al., 2006; VABRET et
al., 2005; VABRET et al., 2008).

A importancia das infeccdes simultaneas por mais de um agente viral se deu apés a
introducdo da técnica de PCR, que permitiu a ampliacdo do nimero de virus e a deteccdo de
mais de um virus na mesma amostra de secrecdo respiratoria (CANDUCCI et al., 2008;
VIEIRA et al., 2011). Contudo, o significado das coinfeccGes é controverso e ainda nédo
claramente definido, pois alguns estudos apresentam diferentes aspectos relacionados ao
tema. Apesar de ainda ndo estar claro se casos de coinfeccdes de CoVh com outros virus
respiratorios, ou mesmo entre CoVh, tém influéncia na maior severidade de sintomas clinicos
respiratorios (ABDUL-RASOOL; FIELDING, 2010; ESPOSITO et al., 2006), a coinfec¢do
em um mesmo paciente pode potencializar a geracdo de novas cepas virais através do evento
de recombinacdo genética entre as linhagens virais (ABDUL-RASSOL et al., 2010). A co-
deteccdo de diferentes virus respiratorios ou CoVh em uma mesma amostra pode representar

uma coinfecgdo real ou apenas a liberacdo prolongada de um tipo viral proveniente de uma
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infeccdo anterior, sendo dificil identificar qual dos virus é responséavel pela sintomatologia
clinica (ESPOSITO et al., 2007; KAISER et al., 2005).

Vieira et al., no ano 2011, trabalhando com lactentes admitidos no Hospital
Universitario da USP, utilizando metodologias de diagndstico molecular para deteccdo de
virus respiratorios, relatam ndo observar diferencas marcantes em individuos com infeccéo
simples e com associagdes virais. Ao contrario, Sempleet al., relatam que a coinfecgcdo dos
virus VSR + MPVh conferiu um aumento de 10 vezes no risco relativo para admissao em
unidade de terapia intensiva para ventilagdo mecéanica. Gernaet al., demonstra
significativamente que a associacdo dos CoVh pode ser relacionada a sindromes clinicas mais
graves, sendo identificada uma taxa de 60% em pacientes com doencas respiratorias no trato
inferior em comparacdo com menos de 10% em pacientes com infeccdo simples.Em nossos
dados aqui apresentados ndo identificamos diferengas significativas relacionadas aos
pacientes coinfectados e ndo coinfectados. Fatores distintos podem influenciar na divergéncia
desses estudos, como as caracteristicas ndo avaliadas das populagdes estudadas ou mesmo de
diferentes subtipos virais e a interacdo com fatores ambientais (SEMPLE et al., 2005; CILLA
et al., 2008).

A pesquisa diagnostica das infeccbes respiratorias virais, principalmente aquelas
causadas pelos CoVh, sdo dependentes da qualidade da amostra clinica, do seu manuseio e
das metodologias empregadas. Embora o lavado broncoalveolar seja um 6timo espécime de
escolha, pois os CoVh se mostraram predominantes neste tipo de amostra em relagcdo a outros
virus respiratorios (GARBINO et al., 2009), por conveniéncia a amostra clinica analisada em
nosso estudo foi o aspirado de nasofaringe, que tém-se mostrado ligeiramente mais sensivel
que o swabnasofaringeo (HEIKKINEN et al., 2002).

A técnica de identificacdo viral utilizada foi o qPCR genotipo-especifico, onde foi
possivel usar um mesmo painel para deteccao de 4 tipos de CoVh com as mesmas condicdes
de amplificacdo. Este método facilita a analise de ocorréncia destes virus, aumentando a
sensibilidade e a especificidade, além de aumentar a rapidez no diagndstico, diferente de
metodologias soroldgicas que em alguns casos consomem certo tempo e ndo possuem
significancia clinica. Vale ressaltar, que anticorpos monoclonais para diferentes CoVh nédo
estdo ainda disponiveis para rotina e ainda sao necessarios estudos sobre a reatividade cruzada
desses anticorpos (KAHN; MCINTOSH, 2005; VALLET et al., 2004; VIJGEN et al., 2005).

Um estudo realizado por Myntet al., no ano de 1994, relata a comparagédo da sensibilidade de
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métodos soroldgicos em relagdo a técnicas de biologia molecular para detec¢do dos tipos
229E e OC43, onde o Nested PCR se mostrou mais sensivel que as técnicas de cultura celular
e ELISA, porém a jungdo destas duas metodologias foi mais eficaz do que o Nested PCR. Ha
diferencas na sensibilidade até entre as prdprias técnicas moleculares, pois Gbées no ano de
2012, utilizando técnicas moleculares diferentes, pode identificar uma maior sensibilidade do
teste de gPCR pancoronavirus em relacdo ao PCR convencional direcionado & polimerase
como gene alvo, pois apenas 43,6% das amostras positivas por qPCR pancoronavirus
apresentaram-se também positivas pelo PCR convencional.

Né&o verificamos qualquer associagéo entre a estagcdo chuvosa ou seca nos dois anos de
estudo com a ocorréncia de CoVh, ao contrério do ja demonstrado para o VSR, influenza e
parainfluenza em nossa regido (FE; MONTEIRO; MOURA, 2008; MOURA et al., 2006;
MOURA; PERDIGAO; SIQUEIRA, 2009). Até o presente momento néo encontramos relatos
na literatura que relacionam os CoVh com dados sobre pluviosidade.

Os CoVh apresentam uma tendéncia de circulagdo no periodo de inverno e primavera,
como ja descritos em estudos tanto em paises de clima temperado como de clima tropical
(CHIU et al., 2005; DOMINGUEZ; ROBINSON; HOLMES, 2009; KUYPERS et al., 2009;
LAU et al., 2006; LEUNG et al., 2012; MACKAY; ARDEN; SPEICHER, 2012; PRILL et
al., 2012; WOO et al., 2005). Embora a distincdo entre as estacdes do ano ndao sejam bem
definidas no nordeste do Brasil, onde o clima é tropical e ocorre pouca variacdo de
temperatura ao longo do ano, nossos achados foram semelhantes aos de alguns estudos em
paises de clima temperado como a China, a Australia e os EUA (JIN et al., 2011; MACKAY;
ARDEN; SPEICHER, 2012; PRILL et al., 2012) e de clima subtropical como em Hong Kong
(LEUNG et al., 2012).

Pouco ainda se sabe sobre a epidemiologia e os aspectos sazonais dos CoVh em
territorio nacional, pois a baixa quantidade de amostras e o curto periodo de estudo tornam
dificil a comparacdo do padrdo sazonal dos CoVh. Mas alguns estudos como o de Goes
(2012), que trabalhou com a deteccdo dos quatro tipos de CoVh na cidade de Sdo Paulo em
um periodo de estudo de 14 anos, utilizando diferentes técnicas de analise molecular,
conseguiu demonstrar uma maior circulacdo desses virus nos meses de agosto, setembro e
dezembro. Cabeca, Granato e Bellei (2013), trabalhando também com quatro tipos de CoVh

na cidade de Séo Paulo em um periodo de nove anos, identificou uma frequéncia dos CoVh
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nos meses de inverno. O Unico estudo na regido nordeste, foi realizado por Bezerra et al., no

ano de 2011, onde ndo é informada a frequéncia mensal dos CoVh.

Durante os dois anos estudados podemos identificar diferencas anuais na circulagao
dos CoVh, com um tipo viral sendo predominante no primeiro ano e um tipo diferente
predominando no ano seguinte. A alternancia da prevaléncia dos CoVh, parece envolver a
diversidade de genotipos dentro de um mesmo grupo, o que ndo foi objeto de analise neste
estudo. Tais variacfes na ocorréncia de cada tipo antigénico dos CoVh ja foram descritas em
estudos anteriores (DARE et al., 2007; GAUNT et al., 2010; REN et al., 2011; VAN DER
HOEK et al., 2010).

Identificamos que em todo periodo de estudo ocorreu a co-circulacdo dos quatro tipos
de CoVh. Renet al. (2011), analisando a circulagdo os CoVh, observou uma co-circulacao dos
quatro tipos de CoVh durante quatro anos em seu estudo. Talbotet al. (2009), trabalhando
com apenas trés tipos de CoVVh em um periodo de 20 anos, também observou a co-circulagdo
destes virus em trés anos de estudo. Em nossos dados também identificamos a co-circulagao
mensal de trés tipos de CoVh, mas apenas no primeiro ano de estudo, ja a co-circulacdo de
dois tipos ocorreu apenas no segundo ano. Dados sobre co-circulacdo mensal dos CoVh néo é
comum na literatura, porém foram descritos anteriormente (CABECA; GRANATO; BELLEI,
2013; GOES et al., 2011; KUYPERS et al., 2007).

Dentre os tipos de CoVh detectados, o 229E foi 0 mais frequente, correspondendo a
34,11% e sendo observado em meses do periodo chuvoso em nosso estado. Estes dados estéo
em concordancia com poucos trabalhos que utilizaram técnicas de biologia molecular, onde
foi observada uma variacdo de 26% a 42% deste CoVh no total de amostras positivas
(GERNA et al., 2007; PAPPA et al., 2007). No entanto, a maioria dos estudos encontrados na
literatura divergem dos nossos resultados, onde os tipos mais comumente detectados sdo
OC43 e NL63 (CANDUCCI et al., 2008; CHUNG et al., 2007; DOMINGUEZ; ROBINSON;
HOLMES, 2009; KISTLER et al., 2007; KUYPERS et al., 2007; PIERANGELI et al., 2007;
REN et al., 2011; TALBOT et al., 2009). Do mesmo modo, estudos que trabalharam na
deteccdo de pelo menos dois tipos de CoVh no Brasil também exibiram um nivel maior de
deteccdo dos tipos OC43 e NL63. O trabalho mais recente em territorio nacional foi realizado
por Cabeca, Granato e Bellei (2013), que utilizou a técnica de qPCR para identificacdo de
quatro CoVh, onde observaram o tipo NL63 como o virus mais frequente e o tipo 229E como

0 menos frequente. Vale destacar que na maior parte dos estudos nacionais como em outros
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paises o tipo 229E é geralmente o CoVh menos detectado, mostrando uma divergéncia dos
nossos achados. A utilizagdo de uma técnica sensivel como a RT-gPCR e inclusdo apenas de
pacientes pediatricos com o diagnostico de pneumonia podem ter contribuido para a diferenga
de deteccdo observada em relagdo ao gendtipo 299E, sendo importante ressaltar que com o
auxilio de uma metodologia sensivel, este CoVh pode ser detectado até 3 meses em amostras
respiratérias,fato que pode também ter ocorrido no estudo aqui apresentado.

O CoVh-OC43 foi observado em 28,23% das amostras positivas. Surtos do tipo OC43
ja foram relatados na literatura, onde este virus pode chegar a até 40% do total de infeccbes
positivas para os CoVh (VENTER et al., 2011). Identificamos uma maior frequéncia de
deteccdo desse virus nos meses de julho e agosto nos dois anos de estudo. Dessa forma,
podemos verificar que este CoVh foi principalmente detectado em um periodo seco em nossa
regido, porém este tipo de CoVh é em geral observado no periodo de inverno (ARDEN et al.,
2006; CHIU et al., 2005; LAI; PERLMAN; ANDERSON, 2007; LAU et al., 2006; LEUNG
et al., 2012; MOES et al., 2005), dado que ndo podemos comparar, pelo fato de nossa regido

ndo possuir um inverno definido.

O tipo NL63 teve 0 mesmo numero de deteccbes que o OC43, sendo também
observado em 28,23% do total de amostras positivas. Alguns relatos na literatura demonstram
uma variacao desse virus de 0% a 48% (ABDUL-RASOOL; FIELDING, 2010; ARDEN et
al., 2005; ESPER et al., 2005; KISTLER et al., 2007; LIEN Do et al., 2011; VENTER et al.,
2011). Estudos no Brasil demonstraram uma variacao na deteccdo desse virus de 1,5% a 50%
das amostras analisadas (ALBUQUERQUE et al., 2009; CABECA et al., 2012; CABECA;
GRANATO; BELLEI, 2013; DA SILVA FILHO et al., 2012). O CoVh-NL63 foi
frequentemente detectado no segundo ano de estudo em meses do periodo chuvoso. Contudo
Abdul-Rasoolet al. (2010), através de diversas analises sobre este tipo de CoVh, concluiram
que o NL63 ndo possui uma sazonalidade, dessa maneira, ndo possui predisposicao por

estacdes do ano, clima ou temperatura satisfatoria.

Apesar do CoVh-NL63 ter sido descoberto hd apenas uma década, este virus foi
isolado em amostras de 1988 por Fouchier et al., no ano de 2004, em amostras de 1981 no
estudo Talbot et al.(2009) e posteriormente em amostras de 1998 no trabalho de Gées (2012).
A partir destes achados, aliados a analises moleculares e evolucionarias entre os CoVh,
indicam que o tipo NL63 pode estar circulando ha pelo menos 10 séculos na populacéo
(ABDUL-RASOOL; FIELDING, 2010).
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O tipo HKU1 foi 0 menos observado em nosso estudo, estando presente em apenas
9,4% das amostras positivas analisadas. Considerando estudos nacionais e internacionais
sobre 0 CoVh-HKUL1, identificamos uma variacdo em sua taxa de deteccdo de 0% a 24%
(ALBUQUERQUE et al., 2009; BOSIS et al., 2008; CANDUCCI et al., 2008; DARE et al.,
2007; DOMINGUEZ; ROBINSON; HOLMES, 2009; ESPER et al., 2006; GAUNT et al.,
2010; KUYPERS et al., 2007; LEUNG et al., 2012; MACKAY; ARDEN; SPEICHER, 2012).

E sugerido que a caracteristica da infeccdo por um tipo de CoVh pode estimular
parcialmente o sistema imune contra uma infeccdo posterior por um tipo diferente de CoVh
do mesmo grupo antigénico. Dessa maneira, individuos que se infectam pelo tipo NL63
produzem anticorpos referentes a proteina Spike, que podem gerar uma imunidade contra o
tipo 229E, mas a relacdo contraria parece nao ocorrer. O mesmo pode ocorrer com tipo OC43,
onde anticorpos neutralizantes podem proteger contra o tipo HKU1 (DIJKIMAN et al., 2012;
DOMINGUEZ et al., 2012). Tal teoria pode explicar a frequéncia superior dos CoVh-NL63 e

OC43 em diversos estudos ja citados, porém néo explica 0s nossos achados.

Identificamos um predominio do sexo masculino na populacdo de estudo, de modo
semelhante ao observado em outros trabalhos sobre pacientes pediatricos acometidos por
pneumonia no Brasil (MARTINS; TREVISOL et al., 2013; RICCETTO et al., 2003) e em
outros paises como Nepal, India, Italia, Coréias e China (BANSTOLA et al., 2013;
ESPOSITO et al., 2013; HAN et al., 2007; HOMAIRA et al., 2012; LAU et al., 2012; JIN et
al.,2011; TALBOT et al., 2009). A maior parte dos casos positivos para os CoVh tiveram
também o sexo masculino como género predominante, havendo uma significancia estatistica
quando comparado aos casos negativos (GUANT et al., 2010; MACKAY; ARDEN;
SPEICHER, 2012; TALBOT et al., 2009).

A meédia de idade encontrada nos pacientes positivos para os CoVh foi de 18,17
meses, sendo maior que a média encontrada para o VSRh (16,58 meses), parainfluenzas
(14,52 meses) e ADVh (15,28 meses). Espositoet al., no ano de 2012, identificou uma maior
proporcao de casos positivos para 0s CoVh, VSRh, ADVh e VPIh em criangas nos primeiros
anos de vida, reforcando nossos achados. Outros trabalhos na literatura demonstram uma
maior predisposicdo dos CoVh em infectar criancas de baixa idade. (ARDEN et al., 2005;
CABECA; GRANATO; BELLEI, 2013);

A baixa média de idade do VSRh ja foi observada, demonstrando ser este virus o

principal agente de infecgdes no trato respiratorio (COSTA et al., 2006; KIM; LEE;
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LEE,2000; PORTILLO et al., 2003; MONTO, 2004; MOURA et al., 2006; STRALLIOTTO
et al., 2002). Os dados aqui apresentados sobre a média de idade dos VPIh foi demonstrado
em um trabalho de Glezen et al., em 1984, realizado nos EUA, que observou a infecc¢do pelo
VPIh-3 ja no primeiro ano de vida em dois ter¢os das criangas que participaram do estudo.
Por sua vez, a média do virus influenza A se mostrou superior a dos CoVh (28,58 meses).
Dados na literatura demonstram que o virus influenza A é um dos principais virus detectados
em criangas maiores de dois anos e principalmente com idade superior aos cinco anos
(IRMEN; KELLEHER, 2000; KIM; LEE; LEE, 2000; LIN et al., 2004).

O tempo de aleitamento materno para 0s casos positivos por CoVh ndo apresentou
significadncia quando comparado aos casos positivos para 0s outros virus, como também para
0s negativos. Ja foi relatado que o aleitamento materno é um fator de protecéo para as IRA em
lactentes (ODDY et al., 2003; TAUSSIG et al., 2003; DORNELLES; PIVA; MAROSTICA,
2007). Em nosso estudo todas as criangas incluidas tinham o diagnostico de pneumonia, e a
maior parte dos casos negativos para 0s CoVh e para os outros virus podem ser constituidos
de pneumonias causadas por outros agentes, dessa forma, ndo foi possivel pesquisarmos o
efeito protetor do aleitamento nos casos de pneumonia como um todo, pois este ndo era foco

do presente estudo.

Os sinais e sintomas clinicos apresentados pelos pacientes positivos para os CoVh séo
bastante semelhantes aos apresentados por pacientes infectados por outros virus respiratorios
(PING et al., 2008). Na analise dos sinais e sintomas, observamos uma maior frequéncia de
coriza (91,76%), tosse (98,82%) e dispnéia (77,64%). Em pacientes pediatricos é geralmente
observado um predominio da coriza e da tosse sobre os outros sintomas apresentados, o que
em muitos casos ocorre de forma semelhante em pacientes adultos(CABECA; GRANATO;
BELLEI, 2013). Pinget al. (2008), observou que a maior parte dos pacientes infectados pelos
CoVh apresentaram estridor, semelhante aos nossos achados, onde 35,21% dos pacientes

positivos para os CoVh apresentaram tal sintoma.

A presenca de convulsbes relatadas em alguns estudos foi exclusiva de um caso
associado ao CoVh-NL63 em uma crianca de 17 meses, asmatica, que frequentava creche e
que retornou para tratamento da pneumonia em casa (LAU et al., 2006; LAU et al., 2011). A
convulsao febril € um sintoma comumente associado ao tipo HKU1, e ndo ao tipo NL63.
Embora a gravidade clinica da infec¢do pelo HKU1 em criancas seja relativamente leve, com

menor duragdo da febre do que para as infec¢Bes por outros virus respiratorios, a infeccdo
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CoVh-HKUL1 estd associada com alta incidéncia de convulsdes febris. Lauet al.(2012),
observou que 50% das criancas que tiveram o resultado positivo para este CoVh apresentaram
convulsdes febris. Contudo o tipo NL63 pode também estar associado a este sintoma, ndo
sendo tdo comum, mas alguns estudos clinicos ja identificaram esta associa¢do (CHIU et al.,
2005; LAU et al., 2012).

Embora ndo haja nenhuma diferenca significativa entre as temperaturas maximas
causadas pelo tipo HKU1 e outros virus respiratérios, ha uma tendéncia mais baixa na
temperatura quando comparado ao virus influenza A e o ADVh (CHIU et al., 2001; LAU et
al., 2012). Dessa forma, é pouco provavel que a alta incidéncia de convulsdes febris
associadas aos tipos HKU1 e NL63 possa ser explicada pelas diferencas na intensidade da
febre (LAU et al., 2012). Contudo, Mais estudos sdo necessarios para investigar a relacdo dos

CoVh com pacientes que apresentam convulsdes.

Identificamos uma frequéncia semelhante de dispnéia em pacientes que necessitaram
de internamento infectados pelos CoVh quando comparados a pacientes que também
necessitaram de internamento e estavam infectados por VSRh. A alta incidéncia de dispnéia
em pacientes internados com VSRh é explicada pela maior propensdo deste virus a causar
infeccdes respiratorias baixas, com maior comprometimento da oxigenacéo, podendo levar ao
desconforto respiratério com maior frequéncia (COFFIN, 2005; COSTA et al., 2006;
MOURA et al., 2006; STRALIOTTO et al., 2004).

No que se refere a populacéo deste estudo e a sindrome analisada, isto €, criangas com
pneumonia, chama a atencdo o nimero de detec¢bes de CoVh 229E e OC43, previamente
associados mais frequentemente a infeccbes mais brandas do trato respiratorio, como o
resfriado comum (MCINTOSH, 1974).No entanto, é cada vez maior o nimero de estudos em
que estes ou outros CoVh sdo detectados em amostras clinicas de pacientes com pneumonias
ou outras infeccBes do trato respiratorio inferior, inclusive aquelas de maior gravidade
(TALBOT et al., 2009). Sindromes clinicas mais graves como a de Kawasaki j4 foram
previamente associadas aos CoVh, mas especificamente ao tipo OC43 (ESPER et al., 2005b).
A relacdo desta sindrome com o tipo NL63 foi descrita, porém até agora ndo foi confirmada
(ESPER et al., 2005c).

Um aspecto que merece destaque foi a taxa de hospitalizacGes encontrada em nosso
estudo (32,40%), sendo superada pelo VSR e o virus influenza A que ja sdo bem conhecidos

como causa de IRA em criangas que necessitam de hospitalizagdo (HALL, 2008; POEHLING
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et al., 2006). A taxa de hospitalizacdes observada em nosso estudo é consideravelmente
menor do que a de NL63 sozinho em um estudo reportado em Hong Kong (CHIU et al.,
2005) porém supera a de alguns estudos descritos na literatura (ARDEN et al., 2005;
TALBOT et al., 2009). Uma razdo adicional para a discrepancia entre as taxas dos dois
estudos pode ser e variacdo regional ano a ano dos CoVh. Curiosamente, a maior frequéncia
dos pacientes hospitalizados infectados pelos CoVh eram menores de dois anos, sendo
compativel com a literatura (TALBOT et al., 2009). Isso pode refletir uma maior
susceptibilidade devido a imaturidade do sistema imunoldgico das criangas ou a falta de

anticorpos maternos em criangas mais jovens.

Um Abbito foi observado entre as criancas hospitalizadas positivas para CoVh, sendo o
CoVh-HKUL identificado neste caso, em uma crianca de 1 més, previamente saudavel e cujo
unico fator de risco identificado para uma infeccdo respiratoria de maior gravidade foi a
idade. Como as criancas atendidas na emergéncia que retornavam para casa ndo eram
acompanhadas quanto a evolugéo de seus casos, ndo foi possivel saber se ocorreu algum oObito
entre elas. Até o presente momento ndo encontramos dados sobre o tipo HKU1 relacionado a
Obito em pacientes pediatricos, porém outros CoVh associados a sindromes mais graves como
0 MERS-CoV e 0 SARS-CoV sdo normalmente relatados em casos de Obitos tanto em
criancas como em adultos (GRAHAM; DOBALDSON; BARIC, 2013; STADLER et al.,
2003; SMH, 2013).

Na analise das alteracGes radiologicas pesquisadas (condensacdo, hiperinsuflacao,
infiltrado intersticial, atelectasia e derrame pleural), observamos que todos os pacientes
positivos apresentaram algum tipo de alteracdo, sendo mais comum a condensacgéo,
identificada em 84,50% dos casos. Este tipo de achado radioldgico é esperado em pacientes
acometidos por pneumonia, como também infectados por algum tipo de CoVh e apresentando
essa sindrome clinica (GUERRY et al., 2013). N&o identificamos diferencas estatisticas entre
0S €asos positivos e negativos relacionadas as alteracdes radiologicas, mas vale ressaltar que

tais alteracGes em pacientes negativos podem estar relacionadas a infeccdo por outro agente.

Em relacdo as limitagdes do nosso estudo, observamos que ao incluirmos apenas
criangas com pneumonia atendidas nas enfermarias e na emergéncia de um hospital terciario
na cidade de Fortaleza, limitou bastante o estudo no conhecimento da relevancia desses virus
na populacdo como um todo. Da mesma forma, ao excluirmos as amostras positivas por IFA,

ndo utilizando a técnica de gPCR para deteccdo dos CoVh em tais amostras, reduziu 0s casos
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de pneumonia analisados, como impediu de identificarmos coinfec¢des entre os CoVh e
outros virus respiratorios. N&o utilizamos métodos diagndsticos para deteccdo bacteriana,
dessa maneira ndo podemos garantir que as alteracdes nos pacientes decorrentes da sindrome
clinica analisada foram na realidade causadas apenas pelos CoVh. Entre os pontos positivos
deste estudo esta a inclusdo de uma técnica de alta sensibilidade na deteccgdo viral além da
obtencdo de amostras positivas para diversos CoVh que poderdo ser utilizadas em futuros
estudos para andlise de caracteristicas ndo analisadas neste.
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9 CONCLUSOES
1. Houve circulagdo de quatro tipos de CoVh pesquisados nos anos estudados, sendo

detectados em 16,80% das amostras analisadas.

2. Nao houve associacdo entre a circulagdo dos quatro tipos de CoVh em relagdo aos
periodos chuvoso e seco.

3. Os tipos de CoVh circulantes em ordem decrescente de deteccdo foi: 229E, OC43,
NL63 e HKUL.

4. Uma taxa de 32,40% das infec¢Ges onde foram detectados os CoVh ocorreram em

pacientes hospitalizados.

5. Um percentual de 19,80% de co-deteccOes puderam ser observadas entre os CoVh

durante o periodo de estudo.
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APENDICE A

Projeto de Pesquisa: deteccdo dos coronavirus humano me pacientes pediatricos com
pneumonia atendidos em um hospital de referéncia da cidade de fortaleza-ce nos anos de 2011
e 2012.

Ficha
Identificagdo do paciente
Nome do paciente:
Pessoa p/ contato Telefone
Data de nascimento Idade Feminino ( ) Masculino (
Procedéncia: Fortaleza () Bairro Outro ( )
Prontuario Leito Bloco

Meédico solicitante (nome e CRM)

Historico do paciente

Vacinacdo: Influenza (2011 ou 2012): () sim( ) ndo/Pneumococo: ( ) sim( ) ndo
( )N&o mamou ( )Ainda mama ( ) Mamou > 6 meses () Mamou < 6 meses
Internagdo por problema respiratorio: ( ) Ndo () Sim  N°de vezes
Absenteismo escolar: ( ) Ndo ( ) Sim N°de dias
Absenteismo ao trabalho por causa do internamento da crianca? () Ndo () Sim dias:
Acompanhante “gripado”™: ( )Nao ( ) Sim Familiar com IRA? ( )N&o ( ) Sim
Outra crianga ou seu acompanhante “gripado” na mesma enfermaria? () Sim ( ) N&o
Fator de risco: ( ) Asma ( ) Refluxo gastrico () Cardiopatia congénita () Prematuridade
() Pneumonia congénita ou cronica () Doenca neurolégica crénica (exceto epilepsia)

() Imunossupressdao (cancer, quimioterapia, imunodeficiéncia)

() Outros

Dados da internacao
Data da internagéo
Quantos dias apos a internacdo foi solicitada a coleta
A Infeccdo Respiratdria atual foi a causa da hospitalizacdo () Sim( ) Néo
Diagndstico de admissdo

Descricdo da Infeccdo Respiratoria AgudaHospitalar:

Principal gueixa relacionada ao quadro de IRA atual
Inicio dos sintomas da IRA atual

Impressdo diagnostica do médico solicitante ( )Quadro gripal (  )Asma ( )Bronquiolite (
)Pneumonia () Bebé chiador Outros

Manifestacoes clinicas: () Coriza () Obstrucdo nasal () Espirro( ) Tosse( )Febre( )
Conjuntivite () Dor de garganta () Dor de cabeca () Geméncia () Rouquiddo( ) Anorexia (
) Vomito () Diarreia () Cansago () Exantema () Conjuntivite () Convulsdo ()

Cianose () BAN Outros

Frequéncia respiratoria Dispnéia no momento da coleta( )Nao( ) Sim
Tiragem( )N&o ( )Sim: ( )Intercostal ( ) Supraclavicular ( ) Subdiafragmética
Ausculta pulmonar ( ) N&o realizada ( ) Normal ( ) Roncos (  )Sibilos ( )Estertores

Tratamento para a IRA hospitalar

() Aerossol () Salbutamol () Corticoide ( ) Adrenalina




() Antitérmico () Fisioterapia ( ) Cateter de O2 (  )Méscara Oxi-Hood
( )Ventilacdo Mecénica ( ) Antibidticos
Outros:

Nome do ATB | Data de inicio Data de término Ndmero de dias

Exames Realizados

Raio-X de Torax: ( )Sim () Né&o

Data Achados radioldgicos

( )Normal ( )Condensacdo ( ) Infiltrado Intersticial ( ) Hiperinsuflacio

Outros

( )Normal ( )Condensacdo ( ) Infiltrado Intersticial ( ) Hiperinsuflacdo

Outros

( )Normal ( )Condensacdo ( ) Infiltrado Intersticial ( ) Hiperinsuflacdo

Outros

( )Normal ( )Condensacdo ( ) Infiltrado Intersticial ( ) Hiperinsuflacdo

Outros

Hemograma

Data Ht Hb Leuc Segm | Linf L. Ati | Basof | Eosin | Monéc | Plag

Gasometria
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Data

pH

PCO2

PO2

Sat O2

Hemocultura: (
Bactéria Isolada

Observagdes:

) Sim (

) Néo (

) Negativa (

) Positiva

Data da alta

Permanéncia hospitalar
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APENDICE B

Termo Consentimento Livre e Esclarecido

Para criancas atendidas no HIAS

Estudo: detecgdo dos coronavirus humano me pacientes pediatricos com pneumonia

atendidos em um hospital de referéncia da cidade de fortaleza-ce nos anos de 2011 e 2012.

Seu filho esta sendo convidado a participar de uma pesquisa com a finalidade de conhecer o
impacto das infeccOes respiratérias agudas virais em pacientes. Estas infeccGes causam um
aumento na permanéncia hospitalar e podem complicar o estado de satde do individuo. A
participacdo do seu filho é muito importante para nds. Este documento contém informacdes
sobre como estaremos realizando nosso trabalho, leia-o atentamente e qualquer duvida
teremos o prazer de esclarecé-las.

Eu,
portador do RG: e do CPF nascido
em / / concordo  livre e espontaneamente que meu filho

nascido em /
participe do estudo “Infeccdes Respiratorias Agudas Hospitalares: a importancia dos virus
como agentes destas enfermidades”. Declaro que obtive as informacdes necessarias acerca

deste estudo e que as minhas duvidas foram esclarecidas.

Estou ciente de que:

I) Este estudo tem por objetivo avaliar a frequéncia das infecgdes respiratorias agudas
hospitalares causadas por virus em pacientes pediatricos que realizaram transplante
de medula ou fazem quimioterapia;

I1) Sera realizada a coleta de secrecdo nasal atraves de uma sonda de aspiracdo. Esse
procedimento é indolor, mas pode causar incomodo fazendo com que a crianca
chore. Dificilmente um pequeno sangramento na mucosa nasal pode ocorrer, mas é
facilmente controlado;

I11) A participacdo do meu filho (a) neste estudo ndo é para fins terapéuticos e nao tera
nenhum custo para mim;

IV)Tenho a liberdade de desistir a qualquer momento sem a necessidade de dar
explicacdo;

V) A minha desisténcia ndo acarreta nenhum prejuizo ou interferéncia no atendimento ou
no tratamento do meu filho.

VI)Os resultados serdo sigilosos, mas concordo que sejam divulgados em publicacdes
cientificas desde que a identidade do meu filho ndo seja revelada;

VII) Caso deseje poderei saber os resultados do estudo. Obs: marque com um X;

() sim, desejo conhecer os resultados;
() néo desejo conhecer os resultados.



Fortaleza de de 20

Responsavel:

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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Autor/Ano

Autor/Ano

Van elden et al., 2004
Arden et al., 2005

Lau et al., 2006
Theamboolers et al., 2006
Han et al., 2007
Kuypers et al., 2007
Papa et al., 2007

Dare et al., 2007
Talbot et al., 2009
Dominguez et al., 2009
Dominguez et al., 2012
Dijkman et al., 2010
Gauntet al., 2010

Ren etal., 2011

Dominguez et al., 2014

APENDICE C - Estudos internacionais sobre a ocorréncia dos CoVh

Metodologia CoVh Pesquisados Taxa de
Diagnostica Deteccéo

Pais

Holanda

Austrélia
Hong Kong
Tailandia
Coréia do Sul
EUA
Grécia
Tailandia
EUA
EUA
EUA
Holanda
Reino Unido
China

EUA e Brasil

Populacéo de Estudo

Populacéo de Estudo

Pacientes com IRA

Pacientes com IRA
Pacientes com IRA
Criancas com Infeccdo Respiratoria IVAI
Criangas menores de 6 anos com IRA
Criancas e adolescentes com IRA
Criancas e adolescentes com IRA
Pacientes de todas as idades com pneumonia
Criagas menores de 5 anos com IRA
Criangas com IRA
Criangas com IRA
Criancas saudaveis e hospitalizadas
Pacientes com IRA e imunossuprimidos
Adultos com IRA

Criancas

Nested PCR e gPCR
Nested PCR

RT-PCR e IFA
RT-PCR
Nested PCR e IFA
gPCR, IFA
RT-PCR
gPCR
gPCR
gPCR
gPCR
gPCR e ELISA
Nested PCR, gPCR
RT-PCR e Sequenciamento
RT-PCR

0C43 e 229E
NL63

229E, OC43, NL63 e HKU1
229E e OC43
NL63
229E, OC43, NL63 e HKU1
229E, OC43, NL63 e HKU1
229E, OC43, NL63 e HKU1
NI63, OC43 e 229E
229E, OC43, NL63 e HKU1
NL63
229E, OC43, NL63 e HKU1
229E, OC43, NL63 e HKU1
229E, OC43, NL63 e HKU1

229E, OC43, NL63 e HKU1
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Metodologia Diagnostica CoVh Pesquisados Taxa de
Deteccao

11%
2%
2,10%
4,40%
1,50%
6,30%
2,90%
3,40%
4,90%
1%
5%
14%
2,30%
1%

4,3%




Candeias et al., 1972

Bellei et al., 2008

Albuquerque et al.,
2009

Bezerra et al., 2011

Goes et al., 2011

Albuguerque et al.,
2012

Cabeca et al., 2012

Cabeca et al., 2012

da Silva Filho et al.,
2012

Cabeca et al., 2013

Brasil
Brasil (S&o
Paulo)

Brasil (Rio
de Janeiro)

Brasil
(Recife)

Brasil (Sdo
Paulo)

Brasil (Rio
de Janeiro)

Brasil (Sdo
Paulo)

Brasil (Sdo
Paulo)

Brasil (Sdo
Paulo)

Brasil (Sdo
Paulo)

Criangas e Adultos
Pacientes ambulatoriais com IRA ou Infleunza-like (Adultos)
Pacientes de emergéncia e hospitalizados com IVAS (Criancas)
Criancas atendidas no hospital com o quadro de IRA

7 dias-15 anos com IRA, doenca entérica, outros

Pacientes de emergéncia e hospitalizados com IVAS (Criancas)

Trabalhadores de sadde, transplantados renais e células-tronco, Criancas com
doencas cardiacas, hospitalizados e ambulatoriais com IRA (Adultos e
Criancas)

Pacientes ambulatoriais e hospitalizados (Criangas e Adultos)

Criancas e adolescentes da comunidade e internados com fibrose cistica

Trabalhadores de sadde, transplantados renais e células-tronco, Criancas com
doencas cardiacas, hospitalizados e ambulatoriais com IRA (Adultos e
Criancas)

Fixacdo do
Complemento

RT-PCR

gPCR

gPCR

Nested PCR e
Sequenciamento

gPCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR e
Nested PCR

gPCR

229E

OC43 e 229E

229E, OC43, NL63 e
HKU1

229E, OC43, NL63 e
HKU1

HKU1

229E, OC43, NL63 e
HKU1

Pancoronavirus sem
distincdo de sorotipos

0OC43 e NL63

229E, OC43, NL63 e
HKU1

229E, OC43, NL63 e
HKU1

87

20%

4,20%

1,90%

3,20%

3,60%

4%

11,50%

1,20%

4,60%

11,20%
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Background: Characterization of the human respiratory syncytial virus (HRSV) season at the
local level has important implications for appropriate decisions on the time period for
administration of specific prophylaxis.

Objectives: (1) To describe five consecutive epidemic periods of HRSV in an equatorial city
of Brazil and (2) to show preliminary data on genomic diversity of circulating HRSV.
Patients/Methods: Nasopharyngeal aspirates of 2885 children attending the emergency room
and wards of a public hospital were collected and screened by indirect immunofluorescence
for HRSV infections during five consecutive years (from January 2004 to December 2008). In
addition, the genetic and antigenic variability of the HRSV strains isolated was evaluated by
partial nucleotide sequencing of the protein G gene.

Results: HRSV was detected in 158% of the analyzed samples. HRSV seasons occurred in a
restricted period of each year. The onset of each HRSV season was variable (February to
May), but the end always occurred in July. From the 456 HRSV infections found, 86 cases
with bronchiolitis were genotyped. Both HRSV subgroups (A and B) cocirculated during the
five epidemic periods. The 58 HRSVA strains grouped into two clades, GA2 and GAS5. In

respect of the HRSV-B strains, the 28 samples grouped into two clades: GB3 and BA.
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Conclusions: HRSV accounts for a substantial proportion of ARI in the study population. As
in temperate countries, HRSV infections in this equatorial area of Brazil also cause seasonal
yearly epidemics, and this has implications for prophylaxis strategies. The city of Fortaleza
follows the same worldwide trend of circulation of genotypes of HRSV.

Keywords: Antigenic groups and genomic diversity, human respiratory syncytial virus.
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ANEXO A

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN

(
HOSPITAL INFANTIL ‘fi N ;

/§ COMITE DE ETICA E'\l PESQUISA
ALBERT SABIN ' Rua Terluliano Sales 544 ~ Vila Unido - Fortaleza - Ceara

SECRETARTA DA SAUDE DO CEARA &3 FoneFax: (85) 31014212 - 3101.4283

Fortaleza, 17 de dezembro de 2009.

Registro no CEP: 070/09
Data da Aprovagéao: 17/12/2009

Titulo do Projeto: “Pneumonias adquiridas na comunidade de etiologia viral em criangas
atendidas por doenca respiratéria aguda no Hospital Infantil Albert Sabin:

prevaléncia, apresentacdes clinicas e complicagbes”

Pesquisadora Responsavel: Fernanda Edna Aradjo Moura

Instituigdo / Servigo: Universidade Federal do Ceara

Levamos ao conhecimento de V. S% que o Comité de Etica em Pesquisa -
CEP do Hospital Infantil Albert Sabin — Secretaria da Saude do Estado do Ceara, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Salde - Ministério da Salde, Resolugdo n° 196, de 10 de outubro de 1996, aprovou o
projeto supracitado.

O pesquisador devera apresentar uma copia do relatério final ao Comité de
Etica em Pesquisa.

Regina Lucia Ribeiro Moreno
Coord?. do Comité de Etica em Pesquisa
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