UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
MEDICA

ANNE CAROLINNE BEZERRA PERDIGAO

CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS VIRUS
SINCICIAL RESPIRATORIO HUMANO
CIRCULANTES EM FORTALEZA-CEARA DURANTE
CINCO PERIODOS EPIDEMICOS CONSECUTIVOS
(2004-2008).

FORTALEZA/CE
2009



ANNE CAROLINNE BEZERRA PERDIGAO

CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS VIRUS
SINCICIAL RESPIRATORIO HUMANO
CIRCULANTES EM FORTALEZA-CEARA DURANTE
CINCO PERIODOS EPIDEMICOS CONSECUTIVOS
(2004-2008).

Dissertacdo submetida ao Curso de Pés-Graduacgdo em
Microbiologia Médica, do Departamento de Patologia e
Medicina Legal, da Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Ceara, como requisito parcial
para obtencéo do grau de Mestre.

Orientadora: Profé. Dr2 Fernanda Edna Aradjo Moura

FORTALEZA/CE
2009



P485c¢ Perdigdo, Anne Carolinne Bezerra

Caracterizacdo molecular dos virus sincicial respiratério
humano circulantes em Fortaleza-Ceara durante cinco
periodos epidémicos consecutivos (2004-2008) / Anne
Carolinne Bezerra Perdigéo. — Fortaleza, 2009.

130f. : il.

Orientadora: Prof?. Dra. Fernanda Edna Araujo Moura

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Ceara.
Faculdade de Medicina. Programa de Pds-Graduacéo em
Microbiologia Médica.

1. Virus Sincicial Respiratorio Humano 2. Epidemiologia
3. Variagdo Antigénica I. Moura, Fernanda Edna Araujo
(Orient.) I1. Titulo.

CDD: 618.922




ANNE CAROLINNE BEZERRA PERDIGAO

CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO
HUMANO CIRCULANTES EM FORTALEZA-CEARA DURANTE CINCO
PERIODOS EPIDEMICOS CONSECUTIVOS (2004-2008).

Dissertacdo submetida ao Curso de Poés-Graduagdo em
Microbiologia Médica, do Departamento de Patologia e Medicina
Legal, da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre.

Data da Defesa: / /

BANCA EXAMINADORA

L

/L;\-—\ {

AT = e

e e o

Prof. Dr. Edison Luiz Durigon
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Universidade de Sdo Paulo

Prof. Dr. José Julio da Costa Sidrim
Faculdade de Medicina — Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Marcos Fabio Gadelha Rocha
Faculdade de Medicina Veterinaria — Universidade Estadual do Ceara

Profa. Dra. Fernanda Edna Aradjo Moura (Orientadora)
Faculdade de Medicina — Universidade Federal do Ceara



A Deus, pelo dom da vida e
por me amparar nos momentos mais
dificeis, dando-me forcas para superar!

Aos meus pais, Dalva e Fernando Perdigao, por todo incentivo,
compreensdo e carinho durante esta trajetoria,

apoiando-me de todas as maneiras possiveis;

agientando minha ansiedade em todas as

grandes etapas que 0 mestrado possui,

ouvindo meu choro nos momentos de desespero

e escutando-me nos momentos de empolgacéo.
Amo vocés!

Aos meus irmaos, Fernanda e Daniel Perdigéo,
Pela companhia e por estarem presentes em minha vida.
Vocés sdo essenciais em minha vidal

Ao meu namorado, Leonardo Gomes Justino,
que apesar de longe, esteve sempre presente,
dando-me amor, carinho e compreensao

em cada etapa desse trabalho.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Fernanda Edna Aradjo Moura, minha orientadora, pela oportunidade, pela
confianca depositada e por sua imensa dedicacdo e colaboracdo dispensada ao longo desse
trabalho.

Ao Prof. Dr. Edison Luis Durigon, pela oportunidade de estar em um centro de exceléncia em
pesquisa como a USP, por todo o apoio e incentivo para o desenvolvimento desse trabalho.

Ao Prof. Dr. José Jalio Costa Sidrim, coordenador do Mestrado em Microbiologia Médica,
pela sua dedicacdo para o funcionamento desse mestrado.

A Danielle Bruna Leal de Oliveira, pelos ensinamentos em biologia molecular, pela sua
disponibilidade, por seus conselhos e palavras de incentivo.

A Dra Viviane Fongaro Botosso, pelos ensinamentos nas analises filogenéticas, pelas dicas e
trocas de emails.

Aos membros da banca: Prof. Dr. Edison Luiz Durigon, Prof. Dr. José Julio da Costa Sidrim
e Prof. Dr. Marcos Fabio Gadelha Rocha, por terem aceitado gentilmente a participar da
avaliacdo desse trabalho.

A todos os professores do mestrado, com o0s quais tive a oportunidade e o prazer de aprender.

A todos os que fazem, ou fizeram parte, do Laboratério de Virologia, por executarem as
atividades fundamentais que possibilitaram o desenvolvimento dessa dissertacéo.

A todos que fazem parte do Laboratério de Virologia Clinica e Molecular do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP, que me ajudaram durante os experimentos desse trabalho, em
especial a Raquel Negrédo, pelo companherismo, e, Angélica Cristine, por tdo gentilmente ter
me abrigado em sua casa.

Aos meus colegas de curso, em especial aos amigos Bruno Jaegger, Rafael Carvalho e
Emerson Ramalho, pela companhia e palavras de estimulo ao longo desses meses.

A amiga Joyce Fonteles Ribeiro, por sua amizade, ensinamentos, apoio e torcida.

Ao Olavo, técnico do Setor de Microbiologia, pelo auxilio concedido para a realizacdo desse
trabalho, por sua amizade e pelo café.

A Carol, secretaria do curso, por estar sempre disposta a ajudar, por sua dedicagéo e eficiéncia
na resolugédo de etapas burocréticas.

A todas as criangas e seus responsaveis que participaram desse trabalho e permitiram a coleta
das amostras.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
concedida e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)
pelo auxilio financeiro.



“Se as coisas sdo inatingiveis... ora!
N&o é motivo para ndo queré-las...
Que tristes os caminhos, se nao fora
A presenca distante das estrelas! ”

Mario Quintana



RESUMO

O virus sincicial respiratério humano (VSRh) é o agente viral mais frequentemente
relacionado a infec¢Bes do trato respiratorio inferior em criancas menores de dois anos de
idade. O VSRh é caracterizado antigenicamente em dois grupos: A e B, e cada grupo
apresenta varios subgrupos. A glicoproteina G € a principal responsavel pela a variacdo
antigénica inter e intragrupos desse virus. Os objetivos desse estudo foram caracterizar os
periodos epidémicos e a diversidade antigénica e genémica dos VSRh circulantes em
Fortaleza, Ceard — Brasil, durante cinco periodos epidémicos consecutivos (2004-2008). A
imunofluorescéncia indireta (IFI) foi utilizada para a triagem de VSRh e de todos os virus
analisados e para a caracterizacdo antigénica dos VSRh. A RT-nested-PCR seguida do
sequenciamento parcial do gene G foi utilizada para a caracterizacdo génomica dos VSRh. O
VSRh foi detectado em 456 das 2885 (15.8%) amostras. O pico dos periodos epidémicos de
VSRh ocorreu nos meses de mar¢o a maio relacionado a ocorréncia de chuvas. Um total de
282 VSR (62,8%) foram caracterizados antigenicamente por IFI, sendo 170 VSRhA (60,3%)
e 112 VSRhB (39,7%). Ambos os grupos circularam durante todo o periodo analisado sendo
observado o predominio de A em todos os anos. Um total de 250 VSRh (54,8%) foi
submetido a RT-nested-PCR com amplificacdo de 133 e seqlienciamento de 86. A
caracterizacdo gendmica dos VSRh identificou os subgrupos GA2 e GAS5 para 0 VSRhA e 0s
subgrupos GB3 e BA para 0 VSRhB. Esses quatro subgrupos co-circularam durante o ano de
2006. Nos anos de 2004, 2005 e 2007 verificou-se a presenca dos dois subgrupos de VSRhA.
Em 2008 somente o GA2 circulou. Em 2004, 2007 e 2008 somente o subgrupo BA esteve
presente. Em 2005 somente o GB3 circulou. Os VSRhA apresentaram uma maior
variabilidade nas seqiiéncias nucleotidicas, indicando uma possivel pressdo seletiva positiva.
Houve variac¢@es no inicio, fim e duracdo de cada periodo epidémico de VSRh, assim como na

circulacdo de grupos e subgrupos.

Palavras chave: virus sincicial respiratério humano; epidemiologia; variagao antigénica



ABSTRACT

The human respiratory syncytial virus (HRSV) is the major agent of lower respiratory
tract in children under two years old. HRSV is characterized antigenically into two groups: A
and B, and each group has several subgroups. Glycoprotein G is primarily responsible for the
antigenic variation between and within groups of viruses. The aims of this study were to
characterize the epidemic periods and the antigenic and genomic diversity of circulating
HRSV in Fortaleza, Ceara - Brazil, for five consecutive epidemic periods (2004-2008). The
screening of positive samples to HRSV and other viruses analyzed, as the antigenic
characterization of HRSV was carried out by indirect immunofluorescence. RT-nested-PCR
followed by partial sequencing of the gene G was used for genomic characterization of
HRSV. The HRSV was detected in 456 of 2885 samples (15.8%). The peak of the epidemic
periods of HRSV occurred from March to May related to rainfall. A total of 282 HRSV
(62.8%) were characterized antigenically, with 170 HRSVA (60.3%) and 112 HRSVB
(39.7%). Both groups circulated throughout the period analyzed with a predominance of
HRSVA in all years of study. A total of 250 HRSV (54.8%) were submitted to RT-nested-
PCR with amplification of 133 and sequencing of 86. The genomic characterization of HRSV
identified subgroups GA2 and GA5 for HRSVA and subgroups GB3 and BA for HRSVB. In
the years 2004, 2005 and 2007 both subgroups of HRSVA circulated. In 2008 only GA2
circulated. In 2004, 2007 and 2008 only the subgroup BA was present. In 2005 only the GB3
circulated. The HRSV A showed a higher variability in nucleotide sequences, indicating a
possible positive selective pressure. There were variations in the beginning, end and duration
of each epidemic period of HRSV, as well as in the occurrence of groups and subgroups.

Key words: human respiratory syncytial virus; epidemiology; antigenic variation
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1. INTRODUCAO

1.1 Histoérico

O virus sincicial respiratorio humano (VSRh) foi descrito pela primeira vez em 1956
por Morris e col., quando um grupo de chimpanzés apresentou sintomatologia de doenca
respiratoria semelhante a um resfriado comum com espirros, coriza, tosse e secrecao
mucopurolenta. Devido a esse fato, o virus foi denominado de agente da coriza de chimpanzé
(chimpazee coryza agent — CCA) (MORRIS et al., 1956). Em 1957, um virus semelhante ao
CCA foi isolado em duas criangas, uma com pneumonia e outra com crupe, em Baltimore
(Estados Unidos - EUA). Devido a sua afinidade pelo trato respiratorio e sua capacidade de
formar sincicios em culturas celulares, 0 nome chimpazee coryza agent foi substituido por
virus sincicial respiratério humano (CHANOCK et al., 1957). Estudos sorolégicos realizados
na época, indicaram que a maioria das crian¢as menores de quatro anos de idade ja tinham
sido infectadas pelo VSRh.

No Brasil, os primeiros trabalhos sobre 0 VSRh foram realizados entre os anos de
1961 e 1968. Os estudos realizados nesse periodo caracterizaram-se como
soroepidemiologicos. (PEREIRA et al., 1961; CANDEIAS, et al., 1966 a,b; CANDEIAS et
al., 1968 ).

Atualmente, no Brasil e no mundo, o VSRh é reconhecido como o principal agente
etiologico nos casos de infeccBes respiratdrias de etiologia viral em lactentes e criangas de
idade pré escolar, podendo causar desde de infecgdes brandas a pneumonias e bronquiolites
(COLLINS et al., 2007).

1.2 Caracteristicas do Virus
1.2.1 Classificacéo

O VSRh é um membro da ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae,
subfamilia Pneumovirinae, e género Pneumovirus, a qual pertence também o virus sincicial
respiratorio bovino e o virus da pneumonia de camundongo (COLLINS et al., 1996). A atual

classificacdo esté representada na figura 01.
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Figura 01 — Classificacdo dos membros pertencentes a familia Paramyxoviridae.

Fonte: www.jle.com/.../51/article.md?fichier=images.htm

1.2.2 Estrutura Viral

O virion do VSRh é composto por um nucleocapsideo de simetria helicoidal com
diametro que varia entre 150 a 300nm Na sua superficie encontra-se o envelope, onde estdo
localizadas as glicoproteinas F e G que estdo envolvidas no processo de adsorcao e penetracdo
do virus na célula (COLLINS et al., 2007).

As proteinas virais dividem-se em estruturais: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P),
proteina de matriz (M), as proteinas M,.; e M».,, pequena proteina hidrofobica (SH), proteina
de adsorcéo (G), proteina de fuséo (F) e complexo polimerase (L), e ndo estruturais: NS1 e

NS2 (COLLINS et al., 2007). A figura 02 mostra a representacdo esquematica do virus.
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Figura 02 — Representacdo esquematica do virus sincicial respiratorio humano.

Adaptado de www.bio.warick.ac.uk/easton/images/Diagrams/3d.jpg

As proteinas NS1 e NS2 possuem 139 e 124 aminoacidos, respectivamente. Suas
funcbes ndo estdo totalmente esclarecidas, no entanto por serem proteinas ndo estruturais
sugere-se que elas estejam envolvidas com a regulacdo da transcricdo e da replicacdo do RNA
viral (COLLINS et al., 2007). Estudos sugerem que a presenca de tais proteinas pode levar a
inibicdo da liberacédo de interferons (INF) alfa e beta que induzem a resposta imune inata e
adaptativa, explicando as freglientes taxas de reinfec¢do pelo virus (LO et al., 2005; MUNIR
et al., 2008).

As proteinas M e M,.; s@o proteinas internas e ndo glicosiladas que possuem 256 e 194
aminoacidos, respectivamente. As funcbes da proteina M sdo mediar a associacdo do
nucleocapsideo com envelope nascente e inibir a transcricdo celular no inicio das infeccdes
(HILDYAL etal., 2002; COLLINS et al., 2007; LI et al., 2008).

A proteina M,.; interage com as proteinas N e P atuando como um fator regulador no
processo de transcri¢do, favorecendo a passagem da polimerase viral pela regido intergénica e
permitindo seu acesso a unidade final de transcricdo (CARTEE; WERTZ, 2001; COLLINS et
al., 2007). A proteina M,.; é essencial para a replicacdo do VSRh. Alteracbes na sua
seqiiéncia de aminoacidos diminuem a infectividade do virus (TANG et al., 2001). A proteina
M., também é interna e ndo glicosilada, com funcédo regulatoria, envolvendo-se na mudanga
da transcricdo para a replicagdo do RNA viral (CHENG et al., 2005).

A glicoproteina SH é uma pequena molécula hidrofébica que possui entre 64 e 65

aminoacidos (CHEN et al., 2000). Durante a infeccdo, a maioria da proteina SH acumula-se
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em estruturas lipidicas do complexo de Golgi e na superficie da célula, ficando uma baixa
guantidade da proteina associada ao envelope viral (RIXON et al., 2004). Embora o papel
desempenhado pela proteina SH durante a infeccdo seja desconhecido, alguns estudos
relacionam essa proteina a fusdo do virus a célula hospedeira (COLLINS et al., 2007).
Estudos recentes sugerem que a presenca da proteina SH na célula hospedeira pode inibir a
apoptose em varias linhagens de células mamiferas, o que representa um mecanismo de
escape a resposta imune do hospedeiro (FUENTES et al., 2007; GAN et al., 2008).

As proteinas N, P e L estdo associadas ao nucleocapsideo e ao RNA gendmico,
formando o complexo ribonucleoprotéico, considerado como a unidade minima para a
transcricdo e replicacdo viral. A proteina N (nucleoproteina) possui 391 amino&cidos, sendo
ela a principal proteina estrutural do nucleocapsideo. A proteina P (fosfoproteina), que é
altamente fosforilada e acida tem 241 aminoacidos. A proteina L é a maior proteina expressa
pelo virus sendo formada por 2165 aminodcidos, contendo seis segmentos altamente
conservados. Provavelmente, a proteina L € a enzima RNA polimerase RNA dependente,
baseada em seu tamanho e localizagdo no nucleocapsideo (COLLINS et al., 2007).

A proteina F (fusdo) e a proteina G (adsrorcéo) sdo glicoproteinas de superficie que
atuam como importantes imunogenos durante a infeccao viral (SULLENDER, 2000; CANE,
2001). Anticorpos monoclonais (AcM) e policlonais especificos contra estas proteinas séo
capazes de neutralizar o virus in vitro (ANDERSON et al., 1988; SULLENDER, 2000).

A glicoproteina F possui 574 aminoacidos e € uma proteina do tipo I, ou seja, esta
ancorada na membrana proximo a regido carboxila-terminal (intracitoplasmatica) e contém
uma seqliéncia sinal de clivagem proximo a regido amino-terminal (localizada na parte
externa da membrana citoplasmética). Ela € responséavel pela ligacdo do envelope viral a
membrana da célula hospedeira e pela posterior liberacdo do nucleocapsideo viral dentro do
citoplasma celular. Também proporciona a ligacdo da célula infectada a uma adjacente
favorecendo a formacao de sincicios (COLLINS et al., 2007). E sintetizada inicialmente por
um precursor inativo Fo formado pelo dominio F, (aminoécidos 1-130), peptideo de clivagem
(aminoécidos 131-136) e dominio F; (aminoécido 137-574). Apos a sintese e a glicosilacédo, o
precursor Fo é clivado no complexo de Golgi em duas subunidades ligadas por pontes
dissulfeto, F; e F,. A subunidade F1 e relativamente bem conservada e permanece ancorada a
membrana, enquanto a subunidade F, esta relacionada a formacdo de sincicios
(SCHLENDER et al., 2003). A glicoproteina F esta representada na figura 03.

As espiculas da proteina F apresentam-se de forma homotetramérica, ou seja, cada
espicula é formada por quatro unidades idénticas da proteina e induz a formacao de anticorpos
neutralizantes (SULLENDER et al., 1998; COLLINS et al., 2007).
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Figura 03 — Representacdo esquematica da glicoproteina F. Os dominios F1 e F2 sédo
formados apds clivagem proteolitica do precursor Fo. A regido transmembrana (TM) e o sitio
de clivagem (SC) localizado entre os aminoécidos 131-136 de Fy estdo assinalados na figura.
Adaptada de COLLINS et al., 1996.

A proteina G possui entre 282 e 319 aminoacidos, dependendo da cepa viral. E o
principal componente estrutural viral de adesdo do virus a célula hospedeira. Foi demonstrado
que anticorpos neutralizantes contra a proteina G inibiam a ligacdo do virus a célula
hospedeira (LEVINE et. al., 1987). Sabe-se que é uma proteina analoga a hemaglutinina
presente nos demais virus da familia Paramyxoviridae, porém ndo apresenta acdo
hemaglutinante. Essa proteina é uma glicoproteina do tipo Il, ancorada & membrana préxima a
sua porcao amino-terminal por um dominio hidrofébico néo clivavel, tipo sinal ancora, que se
estende do residuo 38 ao 66 (COLLINS et al., 2007). O ectodominio externo carboxila-
terminal da proteina G caracteriza-se por conter um alto teor serina e treonina (30%), que sdo
sitios potenciais de ligagdes glicosiladas tipo “O”, ou seja, ligacdes de glicidios a &tomos de
oxigénio das cadeias laterais destes aminoacidos. A glicosilacdo dessa proteina também se faz
por ligacdes do tipo “N”, ou seja, ligagdes de glicidios ao atomo de nitrogénio da cadeia
lateral da asparagina. O ectodomino externo contém de trés a oito sitios para a adi¢do de
oligossacarideos por ligacdo tipo “N” e mais de 70 sitios para ligacdes do tipo “O”, embora
estime-se que a proteina madura possua 24-25 cadeias de glicidios O-ligados. Devido a sua
constituicdo, foi sugerido que a glicoproteina G do VSRh seria homologa as mucinas
secretadas pelas células epiteliais (WERTZ et al., 1985; JOHNSON et al., 1987; COLLINS et
al., 2007).



20
A glicoproteina G caracteriza-se como a regido génica de maior variabilidade entre os

isolados virais, podendo suportar substituicbes e dele¢fes de aminoacidos sem perder sua
funcdo (ANDERSON et al., 1985; MUFSON et al., 1985; JOHNSON et al., 1987). A
variabilidade da proteina G encontra-se no dominio extracelular, que tem duas regides
variaveis intercaladas por um segmento curto estritamente conservado. As regides variaveis
contém um alto teor de treonina, serina e prolina e divergem em cerca de 56% entre as cepas
do grupo A e B (JOHNSON et al., 1987). A regido mais conservada é composta por 13
aminoécidos (164-179, no protétipo A2) e quatro residuos de cisteina conservados (C*"3, C*'®,
C'®2 ') em todas as amostras de VSRh (MELERO et al., 1997; SULLENDER, 2000).
Acredita-se que este segmento conservado, seja o0 responsavel pela ligacdo do virus ao
receptor celular e que estimula as respostas celulares do tipo Thl e Th2 (VARGA et al.,

2001). A figura 04 mostra a representacdo esquematica da glicoproteina G.

cito tm ectodominio externo

A NH2 l : CCCe I COOH
1 38 66 298
B8 164 176
Regido estritamente conservada entre as amostras
C [ CONSERVADA | VARIAVEL | CONSERVADA | VARIAVEL |

1 69 163 199 298

Figura 04 — Representacdo esquemaética da glicoproteina G. (A) Estrutura priméria de
aminoacidos da linhagem A2, sendo TM = regido transmembrana: cito = regido
citoplasmética, CCCC = quatro residuos de cisteina conservados (C*", C'"¢, C'®2, C'®) em
todas as amostras, (B) Regido de 13 aminoacidos estritamente conservada nas amostras de
VSRh, (C) Representacdo das duas regibes variaveis da proteina G intra e inter-grupos do
VSRNh, ricas em serinas, treonina e prolina, intercaladas por uma regido mais conservada,
compreendendo 0s aminodcidos 163-199. As regifes transmembrana e citoplasmatica,

compreendendo os aminoacidos 1-69, sdo conservadas. Adaptado de SULLENDER, 2000.

A polimerase do VSRh copia repetidamente parte da sequiéncia do gene da proteina
G, como um mecanismo adicional, gerando uma maior diversidade do virus. Analises de

VSRh circulantes a partir de 1999 mostram uma inser¢do de 60 nucleotideos no gene da
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proteina G para amostras do grupo B, fato este que confere um aumento de 20 aminoacidos na

sua cadeia peptidica (TRENTO et al., 2003). Sugere-se que essa insercédo esteja relacionada a
um aumento da glicosilacdo na proteina, o que por sua vez, pode relacionar-se a um aumento
da antigenicidade e infectividade do virus (NAGAI et al., 2004).

1.2.3 Organizacdo Genémica

O genoma viral é composto por uma fita simples de RNA ndo segmentado de
polaridade negativa (-ssSRNA) que serve como modelo para a transcricdo de 10 moléculas de
RNA mensageiro (mMRNA) codificando 11 proteinas. O genoma possui 15222 nucleotideos e
peso molecular aproximado de 5x10° Da (COLLINS et al., 2007).

A transcrigdo do genoma viral ocorre no sentido 3’-5’. A regido 3’do RNA gendmico
é composta de um segmento extragénico de 44 nucleotideos, que contém o promotor viral. Os
primeiros 30 nucleotideos desta regido, conhecida como leader, sdo suscetiveis a inativacdo
por insercao ou delecdo de nucleotideos. Apds essa regido seguem-se dez genes dispostos na
seguinte ordem: 3’-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5". O ultimo gene, o (L), é seguido por
uma regido extragénica, trailer, com 155 nucleotideos que é mais tolerante & insercdo ou
delecdo de nucleotideos. (COLLINS et al., 1996; SULLENDER, 2000). A figura 05

representa 0 mapa génico feito com base na linhagem Az2.

NS1 NS2 N P M SH G F M2 L
9 532 503 1203 914 058 410 923 1903 961 6578 /i 5
o : "-._"., ~. . vl ¥, o : Regido

ReglaoA . : L, .'-, il & s Sopreposicio // i extragénica
extragenica ; T T 2%l W& 8 s g de gene (68) i (155
(44) : ", Yo Al o 3 (155)

..CCCCGUUUA. . St i ... UCAAUAAUUULY. .

NS1 sinal de inicio L sinal de fim

simal de fim sinal de inicie

...E ’)‘)’)"L—L—L L.— D GEID D SIS S -'CCCCGI:I:UA.. ______

NSI/NS2 GAATTCTCITCTGITTTTA (19)

NS2N  AATTCCTCTCTATATTCTATCTTCTA (26)

N/P A1)

P/M CCUUUCCCA (9)

M/SH AUAUGUGUA®)

SH/G  AUCAGUAUUGUUACUUGAUCCUAUAGUUCUGAUUGUUAUUGUAA (44)

G/F GUAUAAUAGUGUUUUUCGGUACUGGUUGAAUUUGUCUUAGUUUUAUUUGAGA (59)
FM2  GUGUUAACUUACGGUCUAAUUGAAUGGUAGACAUUULUUACUUUUGA (46)
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Figura 05 — Mapa génico do virus sincicial respiratorio humano (linhagem A2). Os genes séo

identificados de acordo com a proteina que codifica e estdo listados ao longo da parte superior
do mapa. Os numeros abaixo dos nomes de cada gene correspondem ao tamanho, em
nucleotideo do gene completo. Os numeros entre parénteses correspondem ao tamanho, em
nucleotideos, das seqliéncias apontadas. A caixa de texto mostra as regides intergénicas.
Adaptado de COLLINS et al., 1996.

Cada gene inicia-se com um sinal (gene-start signal) de nove nucleotideos, altamente
conservados 3’-CCCCGUUUA, com excec¢éo para o gene L que apresenta diferencas em dois
nucleotideos, 3’-CCCUGUUUUA, e termina com um sinal (gene-end signal) semiconservado
de 12 a 13 nucleotideos, 3’-UCA“(UN*,yuUUU, que direciona a terminacio
transcripcional e a poliadenilagdo (COLLINS et al., 1996; SULLENDER, 2000).

Os primeiros nove genes sao separados por regides intergénicas que podem variar ente
1 e 52 nucleotideos, com excecdo dos dois Ultimos genes M2 e L, com o gene L sobrepondo o
gene M2 em 68 nucleotideos, ou seja, o sinal de inicio do gene L esta localizado dentro do
gene M2, assim como o sinal de término e poliadenilacdo do gene M2 esta localizado dentro
do gene L. O gene M2 possui 2 ORF (open reading frame) que d&o origem as proteinas M2-1
e M2-2 (COLLINS et al., 2007).

1.2.4 Replicagéo Viral

O receptor celular especifico para a glicoproteina G foi descrito em 1997. A ligacdo da
proteina G a heparina foi demonstrada, ao se demonstrar que incubac¢do do virus com
inibidores de heparina inibia a infeccdo de culturas celulares. Estes resultados sugeriram que a
heparina e outros glicosaminoglicanos (GAG) semelhantes a heparina estdo envolvidos na
ligagdo do virus a célula hospedeira (KRUSAT; STRECKERT, 1997). O sitio de ligacdo da
heparina ou outro GAG esta localizado entre os aminoacidos 183-198 da proteina G, portanto
fora do segmento de 13 aminoacidos conservados nas amostras de VSRh (FELDMAN et al.,
1999).

Ap0s a adsorcdo da proteina G, a proteina F promove a fusdo do envelope viral a
membrana celular através de um mecanismo que envolve principalmente a por¢do hidrofobica
amino-terminal de F1. O processo de fusdo introduz o nucleocapsideo viral diretamente
dentro do citoplasma celular, mantendo o envoltorio viral integrado & membrana da célula

hospedeira. A replicacdo inicia-se com a transcricdo do genoma viral pela polimerase. Os
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genes sdo transcritos de forma sequencial a partir da extremidade 3', onde se localiza o

promotor viral, terminando e reiniciando em cada uma das jungdes intergénicas. A expressao
de cada mRNA esté relacionada com a posi¢cdo do gene no sentido 3'—5', ocorrendo um
maior acimulo dos mRNA na regido mais proxima do promotor viral (COLLINS et al., 2001;
KREMPL et al., 2002).

Durante a traducdo das proteinas, a replicacdo do genoma viral produz um RNA
intermediério de polaridade positiva (+ssRNA), que servira como molde para gerar cdpias do
genoma viral infectante (-sSRNA). A producdo do RNA intermediario necessita que 0s
mRNA sejam produzidos num modo de “anti-terminacao”, ignorando os sinais de inicio e fim
de cada gene (COLLINS et al., 2001).

A montagem do nucleocapsideo acontece no citoplasma em duas etapas distintas. Na
primeira ocorre a associacdo da proteina N ao RNA genémico formando o complexo
ribonucleoproteina (RNP). Em seguida as proteinas P e L se associam ao complexo formando
o0 nucleocapsideo. A proteina M direciona o nucleocapsideo as regifes da membrana celular
onde se localizam as glicoproteinas virais, j& modificadas durante o seu transporte através do
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. O nucleocapsideo alcanca a superficie viral
realizando entdo o processo de brotamento da particula viral, com a liberacdo do virus.
Durante essa etapa o virus adquire o envelope lipidico na superficie da célula hospedeira
(COLLINS et al., 2007). A replicacdo do VSRh esta representada na figura 06.
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Figura 06 — Representacdo esquemaética do ciclo replicativo do virus sincicial respiratorio
humano. A replicacdo do RNA envolve a transcricdo do mRNA a partir do genoma viral por
uma transcriptase viral, depois, usando as proteinas formadas durante a transcricdo, ha uma
producéo de fitas positivas, que por sua vez sdo utilizadas para a sintese do RNA genémico
viral. Adaptado de HACKING; HULL, 2002.

1.3 Caracteristicas Antigénicas e Moleculares

Inicialmente acreditava-se que existia apenas um sorotipo de VSRh, porém em 1963,
Coates e colaboradores observaram que existiam diferencas antigénicas entre duas amostras.
A cepa Al néo era neutralizada com soro hiperimune de coelhos produzido pela cepa Long.
Em um estudo posterior, Coates et al. (1966) observaram diferencas antigénicas em outras
cepas virais, Long e CH 18537. Nesse estudo observou-se que a cepa Al ndo era neutralizada
com soro preparado com a amostra Long ou CH 18537, sugerindo que variantes diferentes
poderiam estar circulando simultaneamente na populagéo.

Com o surgimento dos anticorpos monoclonais (AcM) essas diferengas antigénicas
tornaram-se mais evidentes (GIMENEZ et al., 1984; ANDERSON et al., 1985). Entretanto,
foram os trabalhos de Anderson et al. (1985) e Mufson et al. (1985) que estabeleceram a

divisdo do VSRh em grupos antigénicos A e B com base na reatividade a um painel de AcM
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para as proteinas N e P e para as glicoproteinas G e F, sendo o VSRhA representado pelas

cepas A2 e Long e o VSRhB, pelas cepas CH18537 e Sw8/60.

Na segunda metade da década de 80 iniciaram-se 0s primeiros estudos sobre as bases
genéticas da variacdo antigénica. Ao se comparar as sequiéncias nucleotidicas e as seqiiéncias
deduzidas de aminoacidos do mMRNA do gene G das cepas prototipos A2, Long e CH18537
observou-se que entre as amostras do mesmo grupo, A2 e Long, a divergéncia encontrada foi
pequena, de 4% na seqliéncia de nucleotideos, e de 6% na seqiiéncia de aminoacidos. Quando
comparadas seqliéncias de grupos distintos, A2 e CH18537, verificou-se uma divergéncia de
33% na sequiéncia de nucleotideos e de 47% na sequéncia de aminoacidos (JOHNSON et. al.,
1987).

Estudos complementares comparando as sequéncias de nucleotideos e aminoécidos
dos genes das proteinas NS1, SH, F e N das amostras A2 e CH18537 mostraram uma menor
variacdo. As porcentagens de similaridade de nucleotideos e aminoécidos encontradas foram
respectivamente de: 72 e 76% para o gene SH, 82 e 89% para o gene F, 83 e 87% para 0 gene
NS1, 86 e 96% para o0 gene N (JOHNSON et al. 1987; SULLENDER, 2000).

Posteriormente, observou-se que havia variagdes antigénicas dentro de cada grupo,
possibilitando a divisdo em subgrupos caracteristicos. Os estudos de variabilidade antigénica
foram complementados com os estudos de variabilidade genémica servindo de base para um
melhor entendimento sobre a circulagdo do virus e da sua evolugao.

A variabilidade dos isolados dentro dos grupos A e B foi inicialmente demonstrada
com diferenca nas reacfes com AcM e depois usando métodos de clivagem com enzimas de
restricdo, ensaio com RNAse, ensaio com heteroduplex e andlise de seqlienciamento de
nucleotideos (SULLENDER et al., 2000, CANE, 2001, KUROIWA et al., 2004). O
sequenciamento de nucleotideos do gene G mostra que a variabilidade de aminoacidos €
acima de 20% dentro do VSRhA e 9% dentro do VSRhB (CANE, 2001).

O VSRhA ¢ representado por, pelo menos, nove subgrupos distintos, GA1 a GA7,
SAAL e JaAl. Na ultima década, vem sendo observada a predominancia dos subgrupos GA2
e GA5 na Suécia, Bélgica, Mocambique, Africa do Sul, os EUA, india, América do Sul,
Singapura, China, Japdo e Brasil (PERET et al., 1998; VENTER et al., 2001; LIM et al.,
2003; ZLATEVA et al., 2004; GALIANO et al., 2005; KUROIWA et al., 2005; PARVEEN et
al., 2006; ZHANG et al., 2007; ANTONIASSI et al., 2008 ; RAFIEFARD et al., 2008). Os
subgrupos GA1, GA3 e GA4 foram predominantes no fim da década de 80 e inicio da década
de 90 na Inglaterra e Europa Central, desaparecendo ou diminuindo consideravelmente em
periodos seguintes. Em Cuba, o subgrupo GA1 circulou depois 1990 (VALDES et al., 1998;
CANE, 2001; RAFIEFARD et al., 2004).
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O grupo B é dividido em seis subgrupos, GB1 a GB4 e SAB1 a SAB3 (VENTER et

al., 2001; GILCA et al., 2006). Desde 1999 vem sendo relatada a circulacdo de um novo
subgrupo caracterizado por possuir uma duplicacdo de 60 nucleotideos a partir do residuo 791
do gene G (TRENTO et al., 2003; NAGAI et al., 2004; ZLATEVA et al., 2004; KUROIWA
et al., 2005; SATO et al., 2005; ZLATEVA et al., 2005). Insercdes menores (de trés a seis
nucleotideos) também vém sendo relatadas, demonstrando a grande variabilidade da proteina
G (BLANC et al., 2005; ZLATEVA et al., 2007).

1.4 Epidemiologia

A infeccdo pelo VSRh ocupa lugar de destaque dentre as infeccdes respiratorias
agudas (IRA), principalmente em criancas menores de dois anos, em todo o mundo
(KANEKO et al., 2002; MOURA et al., 2006; MADHI et al., 2003; SHEK; LEE, 2003;
SCOTT et al., 2006). Seu periodo epidémico esta associado a um aumento no ndmero de
atendimentos em emergéncias hospitalares devido a IRA e um aumento de hospitalizacdes,
principalmente por infeccBes baixas. Em criancas de idade reduzida e lactentes, o VSRh é
considerado o agente viral mais freqliente do trato respiratério inferior, causando bronquiolite
e pneumonia (AVEDANO et al., 2003; BOSSO et al., 2004; D’ELIA et al., 2005; MOURA et
al., 2006; BERGER et al. 2009).

Nos EUA ¢ estimado que o VSRh seja responsavel por 18000 a 75000 hospitalizacdes
e 90 a 1900 mortes por ano (GIRARD et al., 2005). A mortalidade € mais comum em criangas
que apresentam fatores de risco para doengas mais graves, como por exemplo, doengas
cardiacas congeénitas, doencas pulmonares e prematuridade, onde a mortalidade pela infeccao
fica em torno de 10%, 5,5% e 4,6%, respectivamente (SHAY et al., 2001).

Atualmente 0 VSRh é reconhecido como um importante patégeno para idosos e
adultos com doencas de base (doenca obstrutiva pulmonar crénica, doenca cardiaca e
imunocomprometidos) predispostos a infec¢des mais graves pelo virus (FALSEY; WALSH,
2005; RAMIREZ, 2008).

A transmissdo do VSRh ocorre pelo contato direto com secregdes contaminadas em
roupas ou objetos e, menos freqlientemente, através da aspiracédo de perdigotos (TRISTRAM,;
WELLIVER, 1996). A transmissdo em hospitais pediatricos deve ser controlada,
principalmente em criancas com fatores de risco para doenca grave. Esses pacientes, quando
adquirem infeccdo nosocomial, apresentam hospitalizacdo de duracdo prolongada e elevada
taxa de mortalidade quando comparadas a criancas sem fatores de risco ou com doenca
adquirida na comunidade (LANGLEY et al., 1997; MLINARIC-GALINOVIC; VARDA-



27
BRKIC, 2000; THORBURN et al., 2004). A transmissao ocorre principalmente através das

méos da equipe médica (HALL, 2000).

O VSRh apresenta uma sazonalidade bem definida com periodos epidémicos anuais
que variam em intensidade e extensdo, de ano para ano (LINA et al., 1996; CHEW et al.,
1998; CARBALLAL et al., 2000; VIEIRA et al., 2001; SHEK; LEE, 2003; MOURA et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2008). Ainda ndo foram definidos quais os fatores que determinam a
variacdo da circulacdo do VSRh, entretanto varios estudos demonstram correlagdes entre 0s
periodos epidémicos de VSRh e que os fatores ambientais e climaticos como a temperatura, a
ocorréncia de chuvas, a umidade do ar e a radiacdo solar (YUSUF et al., 2007; OMER et al.,
2008; NOYOLA; MANDEVILLE, 2008).

No Brasil, dados de diferentes estados mostram a variagéo da circulagdo do VSRh no
pais. No Rio de Janeiro e em Sdo Paulo, os periodos epidémicos ocorrem no outono e
inverno, com raros casos no restante do ano (CINTRA et al., 2001; NASCIMENTO et al.,
1991; VIEIRA et al., 2001). No Espirito Santo, o virus foi identificado durante todo o ano,
com excecdo dos meses de agosto e dezembro (SILVA, 1999; CHECON et al., 2002). No Rio
Grande do Sul, a infec¢do pelo VSRh aumenta nos meses de frio, podendo circular, mesmo
em pequenos nimeros, nos outros meses do ano (STRALIOTTO et al., 2001; STRALIOTTO
et al., 2002). Em Uberlandia, o VSRh foi detectado durante o verdo e estendendo-se até o fim
do outono, durante os meses de margo, abril e maio, durante a ocorréncia de chuvas na regido.
Nos estudos realizados no Nordeste, Fortaleza, Salvador, Aracaju e Maceid, a associacdo da
circulacdo do VSRh com o periodo chuvoso ja esta bem definida, a deteccdo do VSRh ocorre
entre fevereiro e agosto com maior incidéncia observada durante o meio do surto (CUEVAS
et al., 2003; MOURA et al., 2003; SERAFINO et al., 2004; MOURA et al., 2006). No norte,
com a ocorréncia de chuvas e temperaturas elevadas durante todo o ano, a circula¢do do
VSRh apresenta um padrdo diferenciado. O virus pode ser detectado durante todos 0s meses
do ano, com o pico de atividade viral durante os seis primeiros meses do ano estando
associado principalmente ao periodo de troca da estacdo chuvosa para um periodo de menor
pluviosidade (BARBAGELATA et al., 2007).

A variacdo antigénica dos grupos de VSRh parece contribuir para a alta incidéncia de
reinfeccOes durante os primeiros anos de vida. Alguns autores concluiram que as infecgdes
pelo VSRhA sdo mais graves (HALL et al., 1990; IMAZ et al., 2000; GILCA et al., 2006).
Buckingham e colaboradores (2000) ndo relacionaram uma maior ou menor gravidade da
doenca com o tipo do virus, mas com a quantidade de virus presente na secrecao.

O padrdo de circulagdo dos VSRhA e VSRhB diverge de local para local e de ano para

ano. Dados da literatura revelam que os dois grupos tém circulados conjuntamente em muitas
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epidemias e em varias regiées do mundo, com a predominancia do VSRhA (BOTOSSO,

2002; FRABASILE et al., 2003; SCOTT et al., 2004; ZLATEVA et al., 2004; VIEGAS,;
MISTCHENKO, 2005; GILCA et al., 2006). Relatos de periodos epidémicos com a
predominancia do VSRhB sdo descritos em alguns estudos (HENDRY et al., 1986; LUKIC-
GRLIC et al., 1998).

Estudos sobre a variabilidade gendmica dos VSRh demonstram a circulacdo de varios
subgrupos em um mesmo periodo epidémico, com a predominancia de um ou dois subgrupos,
0s quais podem continuar circulando por varios anos consecutivos ou diminuir nos periodos
epidémicos subsequientes até seu desaparecimento (CANE; PRINGLE, 1991; CANE et al,
1994; PERET et al., 1998; PERET et al., 2000; CHOI; LEE et al. 2000; ZLATEVA et al.,
2004; ZLATEVA et al., 2005; FODHA et al., 2008; RAFIEFARD et al., 2008).

A maioria dos trabalhos sobre variabilidade gendmica e evolucdo da proteina G
realizados até o ano 2000, baseava-se na analise de cepas dos VSRh A. Isso limitou o
conhecimento sobre a variabilidade gendomica do VSRhB (GARCIA et al., 1994; SANZ et al.,
1994; ZLATEVA et al., 2004; KAMASAKI et al., 2001; TRENTO et al., 2003). Isto talvez
esteja relacionado a predominancia de circulacdo do VSRhA sobre o VSRhB, que pode ser
também atribuida a alta variabilidade das amostras do VSRhA (PERET et al., 1998; VENTER
et al.,, 2001). A identificacdo de cepas de VSRh do grupo B com a insercdo dos 60
nucleotideos, contribuiu sensivelmente para a melhor descricdo da diversidade genética e
epidemioldgica do grupo B (TRENTO et al., 2003; ARBIZA et al., 2005; BLANC et al.,
2005; ZLATEVA et al., 2005; FODHA et al., 2008).

Os subgrupos tém distribuicdo mundial e cepas isoladas em comunidades distintas
podem ser mais relacionadas que as isoladas em um mesmo lugar, demonstrando um padréo
de circulacdo mais temporal que geografico (CANE et al., 1992; GARCIA et al., 1994). Os
subgrupos que surgem no final de um periodo epidémico tendem a predominar no periodo
seguinte (SATO et al., 2005; ZLATEVA et al., 2005).

As mudancas decorrentes das alteracfes genéticas nos subgrupos podem interferir na
estrutura antigénica do virus, conferindo uma vantagem evolucionéaria, 0 que permite re-
infectar individuos expostos ao VSRh anteriormente. Dentro de cada subgrupo ocorre um
acumulo progressivo de mudancas de aminoacidos. As mutagcfes sindnimas de nucleotideos
tém uma distribuicdo uniforme pelo gene G, enquanto as ndo sinénimas estdo concentradas
em duas regides variaveis da molécula G (CANE; PRINGLE, 1995).

Os subgrupos de VSRh A e B mostram uma dinamica flutuante, uma vez que podem

co-circular durante um periodo, com um ou dois subgrupos dominantes, que sdo entdo
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substituidos em anos consecutivos (ZLATEVA et al.,, 2004; ZLATEVA et al.,, 2005;

BOTOSSO et al., 2009).

1.5 Diagnostico Laboratorial

A fim de aperfeicoar o diagnostico das IRA causadas pelo VSRh, vérias técnicas
laboratoriais tém sido empregadas. A identificagdo répida do VSRh em casos de infeccdo
permite a adogdo das medidas de controle da infeccgdo, evitando inclusive a ocorréncia de
surtos de infeccdes hospitalares, nas quais 0 VSRh ocupa posicdo de destaque (GROOTHUIS
et al., 2008). A confirmacdo laboratorial precoce de infeccdes pelo VSRh podera ser utilizada
para a utilizagdo mais racional de antibidticos.

Os espécimes clinicos utilizados para o diagndstico de infecgdes pelo VSRh sdo as
secrecOes nasofaringeas obtidas por aspiracdo, lavagem das secrecdes e swab nasal. Por ser
um virus labil, as amostras depois de colhidas devem ser mantidas sob refrigeracédo durante o
transporte ao laboratério e processamento e antes da inoculacdo em cultura de células
(COLLINS et al., 2001).

Para o diagnostico laboratorial de rotina os procedimentos incluem o isolamento do
virus em cultura de células, a deteccdo do antigeno por imunofluorescéncia ou ensaio
imunoenzimatico e a detecgdo do RNA viral pela técnica de RT-PCR (reacdo em cadeia pela
polimerase apos transcri¢do reversa). O diagnostico do VSRh pode ser direto, pela deteccdo
dos antigenos virais, do acido nucléico e/ou do virus infectante ou indireto, pela deteccdo de
anticorpos especificos para o agente (WARIS et al., 1992).

O isolamento em cultura de células pode ser realizado em ampla variedade de
linhagens de células humanas e animais. As linhagens mais utilizadas sdo a HEp-2 (carcinoma
de laringe humano) e a NCI-H92 (carcinoma mucoepiderméide de pulmdo humano)
(HIERHOLZER et al., 1994; TRISTAM; WELLIVER et al., 1996). O efeito citopatico (ECP)
caracteristico é a formacao de sincicios resultantes da fusdo das células que aparecem dentro
de trés a sete dias apds a inoculagdo. Apos o aparecimento do ECP a confirmacdo do
isolamento viral é feita com reacGes utilizando anticorpos especificos ou tecnicas
moleculares. Uma variacdo da cultura celular € o método shell vial, no qual as amostras séo
inoculadas em células, centrifugadas e incubadas por dois dias. Apds esse processo o material
também é submetido a reacdo de imunofluorescéncia para a deteccdo dos antigenos virais
(REINA et al., 2004).

A imunofluorescéncia (IF) é uma técnica bastante utilizada para o diagnostico do

VSRh, por se tratar de um metodo rapido e de facil execucdo quando comparado ao
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isolamento em cultura celular. Entretanto, esse método requer cuidados essenciais para 0 seu

sucesso, tais como a presenca de um numero adequado de células na amostra e um
microscopista experiente. Tanto a imunofluorescéncia direta (IFD) com a indireta (IFI) podem
ser utilizadas para diagnosticar o VSRh (DAYAN et al., 2002; SARMIENTO et al., 2002).

O ensaio imunoenzimatico € um método rapido que permite a analise de um grande
namero de amostras que é aplicado tanto para a detec¢do de antigenos virais no material
clinico como para a confirmacéo do isolamento viral em cultura celular. Esses testes utilizam
uma combinacdo de AcM para a captura do antigeno e anticorpos anti-antigenos marcados
com peroxidase. As vantagens desse método comparado com a IF séo a objetividade da leitura
e possibilidade de automacdo, entretanto ela ndo é tdo sensivel quanto a IF podendo
apresentar resultados falso-positivos (KELLOGG et al., 1991; FALSEY et al., 2002).

As provas soroldgicas utilizadas para o diagndstico de infeccdes pelo VSRh incluem
as reacOes de neutralizacdo, fixacdo do complemento e a determinacdo de imunoglobulinas
classe especificas (1gG, IgM), através da técnica de ELISA. Nelas podem ser utilizados o
soro, a saliva ou o aspirado de nasofaringe (TRISTRAM; WELLIVER, 1996; WILSON et al.,
2000). Contudo, a sorologia ndo permite o diagndéstico rapido da doenga, ja que 0s anticorpos
sO surgem ap6s sua fase aguda. Além disso, a sorologia apresenta valor limitado no
diagndstico de infecgBes primarias em criancas menores de seis meses de idade, pois 40%
destas ndo apresentam aumento de titulos de anticorpos. Em adultos e criangas mais velhas a
sorologia é considerada como um bom indicador de reinfeccdo (CANE, 2001).

A técnica de RT-PCR permite a deteccdo do acido nucléico viral. A RT-PCR é
considerada uma técnica de alta sensibilidade, especialmente Gtil no diagndstico das
infeccbes, em que ha uma baixa quantidade de excrecdo do virus e o periodo de excrecdo
maior, como o0 caso de pacientes idosos (WALSH et al., 2001; MULLINS et al., 2004).
Inimeras variacdes da técnica de RT-PCR foram desenvolvidas demonstrando sensibilidade
igual ou superior a outras técnicas diagndsticas, como a cultura de células convencional e
outros métodos de deteccdo de antigenos (COIRAS et al., 2003; WEINBERG et al., 2004;
ROVIDA et al., 2005). A RT-PCR também permite a caracterizacdo antigénica do virus em
grupos A e B, sendo Util para a analise genética das amostras (ZHENG et al., 1996; PERET et
al., 1998; PERET et al., 2000).

A técnica de RT nested PCR ¢ considerada ainda mais sensivel que a técnica de RT-
PCR por submeter o produto amplificado a uma segunda amplificacdo. Porém, enfrenta um
grave problema de contaminacdo devido ao excessivo manuseio da amostra, necessitando de
instalagBes apropriadas para a execugédo da técnica. Em um estudo brasileiro, a utilizagéo da

técnica de RT nested PCR para o diagnostico de VSRh, detectou cerca de 10% mais amostras
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positivas que a IF, e diante disso poderia ser considerada uma método diagndstico mais

eficiente. Contudo, a IF apresentou maior praticidade, com menor custo e facilmente
executada em laboratérios que apresentam instalagdes simplificadas. A Unica ressalva feita a
IF é que a leitura € subjetiva e depende da presenca de um microscopista com experiéncia
(VIEIRA et al., 2001).

O genescan-RT-PCR tem sido empregado para o diagnostico de viroses respiratdrias.
Baseando-se na deteccdo automatica de fluorescéncia durante a eletroforese em capilar, essa
técnica de alta precisdo, verifica o tamanho dos fragmentos de DNA (ERDMAN et al.,
2003).Tal tecnica, foi utilizada em um estudo de vigilancia epidemiologica de virus
respiratérios em Sdo Paulo apresentando uma boa sensibilidade, especificidade e
concordancia quando comparada a IFI para diagnéstico de VSRh (THOMAZELLLI, 2004).

Real-time PCR é uma técnica de diagnostico que combina a RT-PCR convencional
com uma tecnologia que capta os sinais de fluorescéncia durante os ciclos da PCR. A real-
time PCR apresenta maior sensibilidade e especificidade quando comparada ao isolamento em
cultura convencional e shell vial. Estudos realizados em Hong Kong, durante o inverno de
2000 e 2001, visando a deteccdo, caracterizacdo antigénica (A e B) e quantificacdo do VSRh
mostrou que a TagMan real-time PCR € mais sensivel que a cultura convencional (HU et al.,
2003). O estudo realizado por van Elden e colaboradores em 2003, aplicou a real-time PCR
como método diagndstico, concluindo que a RT nested PCR e a TagMan real-time PCR sdo
superiores a deteccdo pela cultura shell vial, sendo considerado um teste de diagndstico rapido
e sensivel na deteccdo do VSRh em pacientes adultos e imunocomprometidos. No entanto o
real-time PCR tem um custo bastante elevado, além de necessitar de equipamento especifico,
o0 que dificulta sua utilizagdo na rotina laboratorial de diagndstico.

Uma técnica de diagnostico ideal deve ser rapida, sensivel, especifica, de baixo custo e
facil execucdo. O tempo de diagnostico € um fator relevante para ado¢do de medidas efetivas

individuais ou coletivas na profilaxia e no tratamento das IRA pelo VSRh.

1.6 Profilaxia e Tratamento

Como tratamento da infeccdo pelo VSRh indica-se a utilizagdo da ribavarina (1-p-D-
ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide), um nucleosideo andlogo a guanosina. Seu uso é
indicado na forma de aerossol para o tratamento de doencgas graves causadas pelo VSRh.
Apesar de varios estudos terem demonstrado a eficacia da ribavarina na inibi¢do da replicacdo
do virus e na melhoria das condi¢des clinicas, proporcionando uma diminuicdo na

necessidade de suplementagédo de oxigénio e ventilacdo mecanica em criancas com infecgdes
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respiratorias inferiores, ainda ha controvérsias quanto ao seu uso (BRICKS, 2001; WAHAB

etal., 2001; CROWE, 2002).

Desde a década de 60, tém-se buscado o desenvolvimento de uma vacina eficaz e
segura contra 0 VSRh a fim de tentar solucionar os problemas decorrentes da infeccdo pelo
virus, como o alto indice de hospitaliza¢es.

Inicialmente foi produzida e testada em criangas e lactentes uma vacina de virus
inativado com formalina. Foram aplicadas duas doses, por via intramuscular, em criangas de
dois meses a sete anos, com intervalo de um a trés meses. Porém, além de ndo proteger contra
a doenca causada pelo VSRh houve uma exacerbacdo da mesma apds a infecgdo natural com
0 virus selvagem (DUDAS; KARRON, 1998).

A utilizacdo das técnicas de biologia molecular e biotecnologia possibilitaram o
desenvolvimento de novas metodologias de producdo de vacinas, incluindo: virus vivo
atenuado, vacinas com subunidades virais, virus recombinantes que contém os epitopos
protetores do VSRh, clones infecciosos do VSRh e proteinas virais expressas por DNA
plasmidial, entretanto até o momento, ndo ha uma vacina segura e eficaz para o uso em
criancas (DUDAS; KARRON et al., 1998; ANDERSON, 2001; CROWEL, 2002).

Como profilaxia alternativa as vacinas, preconiza-se a utilizacdo de AcM, em
pacientes de grupos de risco para infeccGes mais graves pelo VSRh. Vérios anticorpos ja
foram testados, porém apenas o MEDI 493 ou Palivizumab mostrou-se eficaz em testes
clinicos. O Palivizumab é uma IgG de camundongo humanizada que atua ligando-se a
glicoproteina F (FENTON, 2004). Um estudo multicéntrico realizado nos EUA, Canada e
Reino Unido com a utilizacdo de Palivizumab em pacientes de risco para infec¢bes graves
pelo VSRh mostrou haver uma reducdo de 55% nas hospitaliza¢6es por infec¢des pelo VSRh,
gueda no numero de dias de internacdo e na necessidade de suplementacdo de oxigénio (THE
IMPACT RSV STUDY GROUP, 1998).

Embora o VSRh tenha sido isolado a mais de cinco décadas e a diferenciacdo em
grupos antigénicos ha mais de quarenta anos, muitas questfes ainda estdo em aberto quanto a
patogenicidade dos dois grupos, o padrdo epidemioldgico do virus, a resposta imunolégica e

quanto a relevancia das diferengas entre as cepas virais no desenvolvimento de uma vacina.
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1.7 Pergunta de Partida

- Quais as caracteristicas antigénicas e gendmicas dos VSRh circulantes em Fortaleza

durante cinco periodos epidémicos consecutivos?

1.8 Hipdteses

e O padréo de circulacdo dos grupos e subgrupos dos VSRh em Fortaleza durante o
periodo analisado mantém a caracteristica observada na maioria dos outros locais ja
estudados.

e Os subgrupos dos VSRh circulantes no periodo de estudo em Fortaleza podem ser

mais relacionados aqueles encontrados em areas geograficas mais proximas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Caracterizar a diversidade genética de ambos 0s grupos A e B do VSRh circulantes em
Fortaleza, Ceara — Brasil, durante cinco periodos epidémicos consecutivos (2004-2008) pelo

sequenciamento de nucleotideos da regido hipervariavel C-terminal do ectominio da proteina
G do VSRh.

2.2 Objetivos Especificos
e Caracterizar os periodos epidémicos de VSRh em Fortaleza.
o Verificar a diversidade genética dos VSRh circulantes em cinco anos consecutivos.
e Caracterizar o padrdo de circulacdo dos diferentes subgrupos identificados nos
diversos anos de estudo.
e Comparar o padréo de circulacdo dos subgrupos de VSRh em Fortaleza com aqueles

descritos em alguns estudos ja publicados (nacionais e internacionais).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Descricao do Estudo
3.1.1 Tipo de Estudo
Esse foi um estudo do tipo descritivo, transversal, retrospectivo e observacional, que

compreendeu o periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2008.

3.1.2 Populagéo e Local do Estudo

A populacdo de estudo foi composta por pacientes atendidos nos setores de
emergéncia (pronto-atendimento) e enfermarias do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) em
Fortaleza. O HIAS é um hospital pediatrico, de nivel terciario, com atividades de ensino e
assisténcia, sendo o principal hospital pediatrico do estado do Ceara.

Foram incluidos no estudo pacientes de 0 a 16 anos de idade, com presenca de

secre¢do nasofaringe, atendidos por IRA, iniciada a ndo mais de sete dias.

3.1.3 Material Clinico e Coleta de Dados

A coleta de dados e do material clinico ficou sob responsabilidade dos estudantes de
medicina e enfermagem que participam do Laboratorio de Virologia da Universidade Federal
do Ceara (LV — UFC). Esta coleta ocorreu de forma regular, durante os dias Uteis, pela manha
e/ou tarde durante o periodo analisado.

Antes da coleta do material clinico, a secrecdo de nasofaringe, o responsavel do
paciente era informado sobre os objetivos da pesquisa realizada pelo LV — UFC e autorizava a
coleta assinando o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), solicitado pelo
Comité de Etica Médica do HIAS.

O responsavel pela crianca era entrevistado pelos alunos participantes da pesquisa para
o preenchimento da ficha epidemioldgica (Anexo Il). Alguns dados de identificacdo da
crianga, historia clinica da doenga atual foram fornecidos pelo responsavel pela crianca.
Dados de exame fisico, exames realizados e tratamento instituido foram obtidos diretamente
do médico que prestou atendimento a crianca, da folha de atendimento na sala de observacé&o,
ou do prontuério do paciente em caso de internamento. Essas informacGes eram arquivadas

em uma planilha do Excel compondo o banco de dados do LV — UFC.
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3.2 Diagnostico Laboratorial

3.2.1 Coleta das Amostras

De uma das narinas da crianca foi colhido o espécime clinico, o aspirado nasofaringe
(ANF), através de aspiracdo, utilizando uma sonda de aspiracao traqueal n°® 6 acoplada a uma
seringa de 20 mL, segundo a técnica de Gardner; McQuillin, 1980. A sonda era introduzida
em uma das narinas até a altura da nasofaringe (aproximadamente metade da distancia
compreendida entre 0 nariz e o ouvido da crianca). Caso ndo fosse coletado material
suficiente esse procedimento era repetido na outra narina.

Ap0s a coleta, a amostra era identificada com o0 nome do paciente da qual foi coletada
e colocada em caixa de isopor contendo gelo reciclavel, para ser transportada ao final de cada
turno de coleta, para o LV — UFC, onde ficava sob refrigeracédo (4°C) até seu processamento,

que deveria ocorrer em no maximo 4 horas ap0s a coleta.

3.2.2 Processamento das Amostras

No maximo 24 horas ap0s a coleta, as secreces de nasofaringe eram transferidas
para um tubo de centrifuga de poliestireno, com capacidade para 15 mL, contendo 2 mL de
Meio Essencial Minimo com sais de Earle (MEM-E), adicionado de penicilina-estreptomicina
(10.000U/mL de penicilina e 10.000pg/mL de estreptomicina), L-glutamina a 2% e
bicarbonato de sodio a 7,5%. Para a quebra do muco e liberacdo das células presentes nessas
secrecdes, as amostras eram homogeneizadas através de movimentos de aspiracdo e ejecdo da
solucdo com o auxilio de uma pipeta Pasteur conectada a uma péra de aspiracgéo.

Uma aliquota de aproximadamente 1 mL de material diluido era colocada em
criotubos de 2mL e armazenada a —70°C, para posterior analise. Os tubos contendo o restante
da secrecdo diluida eram, entdo, centrifugados a 1500rpm (400xg), por 10 minutos, em
temperatura ambiente. O sobrenadante também era armazenado a -70°C para estudos
posteriores. O sedimento era diluido em tampéo salina fosfato (PBS), em quantidade variavel
de acordo com o volume do sedimento. A solucdo homogeneizada como descrito
anteriormente era, entdo, dispensada em laminas para IFI. Trés laminas foram preparadas para
IF, sendo uma para triagem de amostras positivas e negativas, uma para realizacdo da IF
especifica, em caso de amostra positiva na triagem e a Ultima era utilizada como reserva. A
amostra processada era colocada nos dois orificios centrais da lamina de triagem e nos
orificios externos das duas outras ld&minas para a identificacdo. A secagem das amostras nas

laminas era realizada em estufa a 37°C, e a fixacdo, em acetona a 4°C por 10 minutos. Apés
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evaporacdo da acetona, as amostras eram submetidas a reacdo de IFI. As laminas reservas

eram mantidas em freezer -80° C.

3.2.3 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

O método de IFI foi empregado para deteccdo rapida de antigenos do VSRh,
adenovirus, influenza A e B e parainfluenza 1, 2 e 3. Para isso utilizou-se o Respiratory Panel
1 Viral Screening & Identification Kit (Chemicon International Inc., EUA).

Na ldmina de triagem, adicionava-se 8uL de um pool AcM contra 0s virus
identificados pelo kit, em um dos orificios €, no outro, 8uL do anticorpo de camundongo n&o
infectado, o controle negativo da reacdo. As laminas eram incubadas em camara Umida, a
37°C, por 30 minutos. A seguir, elas eram lavadas com PBS-Tween por 5 minutos e
submetidas a secagem na estufa. O mesmo volume (8uL) do segundo anticorpo (anticorpo de
cabra anti-lgG de camundongo conjugado a fluoresceina) era, entdo, colocado nos dois
orificios. O tempo e as condi¢des de incubacdo eram 0s mesmos da etapa anterior. Apds a
secagem final das laminas, elas eram montadas com laminulas utilizando-se o 06leo de
montagem do préprio kit. A leitura era realizada em microscopio de fluorescéncia (Modelo
BX-40, marca Olympus). Considerava-se como resultado positivo a presenca de inclusdes
fluorescentes caracteristicas nas células respiratdrias.

A partir de 2006, o0 metapneumovirus humano passou a ser pesquisado pelo LV-UFC
utilizando a técnica de IFI. Para tanto, foi utilizado 8uL do AcM de camundongo anti-MPVh
da Chemicon na diluicdo de 1:80 e 8uL do segundo anticorpo (anticorpo de coelho anti-1gG
de camundongo conjugado a fluoresceina - Chemicon) na diluicdo de 1:40 com 0,001% de
Azul de Evans, conforme descrito anteriormente (RIBEIRO; MOURA, 2008).

3.2.4 Caracterizacdo Antigénica das Amostras de VSRh

As amostras positivas para 0 VSRh foram submetidas a técnica de IFI, seguindo as
etapas descritas anteriormente (3.2.3) para caracterizacdo antigénica em grupos A e B. Para
tanto, utilizou-se os AcM 92-11C (anti-VSRh tipo A) e 102-10B (anti-VSRh tipo B) diluidos
em PBS a 1/30. O segundo anticorpo utilizado foi o anti-lgG de camundogo marcado com
fluoresceina. Esses anticorpos foram gentilmente cedidos pela Dra. Marilda Siqueira do
Laboratdrio de Virus Respiratorios e Sarampo da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do

Rio de Janeiro.
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Os dados de tipagem do ano de 2004 foram obtidos a partir de um trabalho realizado

anteriormente pelo Laboratdrio de Virologia (NUNES, 2004). As laminas reservas dos anos
de 2005 a 2008 foram utilizadas para tipagem das amostras.

3.2.5 Caracterizacdo da sazonalidade do VSRh

Para o estudo da sazonalidade dos VSRh em Fortaleza, analisou-se a distribui¢édo dos
casos de IRA e IRA causadas pelo VSRh por semana. O VSRh foi considerado ativamente
presente quando 10% ou mais das amostras coletadas eram positivas para VSRh. O inicio de
cada periodo epidémico foi considerado como a 12 de duas semanas consecutivas com VSRh
ativamente presente. O final de cada periodo epidémico foi identificado como a ultima
semana com VSRh ativamente presente, que antecedesse duas semanas consecutivas com
VSRh sendo detectado em menos de 10% das amostras coletadas (BORON et al., 2008). A
média mensal do indice pluviométrico na cidade de Fortaleza foi obtida através da Fundacédo
Cearense de Meteorologia (FUNCEME).

3.3 Analise Genbmica

Foram escolhidas 50 amostras de cada periodo epidémico, totalizando 250 amostras
para analise gendmica. O critério utilizado para selecdo de amostras foi 0 grau de positividade
das amostras na IFI. Somente amostras com mais de 10 células fluorescentes por campo
microscopico foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo
parcial do gene G.

3.3.1 Cepas Padrdes

Foram utilizadas cepas padrdes de VSRh representantes do grupo A e B, Long e CH
18537, respectivamente, para controle positivo da extragdo e reacdo de RT-PCR, mantidas em
células Hep-2, gentilmente cedidas pelo Prof°. Dr°. Edison Luis Durigon (Laboratério de
Virologia Clinica e Molecular do ICB-I11- (USP).
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A extracdo do RNA total das amostras selecionadas para analise molecular foi feita
com o auxilio do Qiamp Viral RNA Mini Kit seguindo instrucbes do fabricante (Qiagen,
Alemanha).

Uma aliquota de 140uL do material clinico foi adicionada a um tubo eppendorf com
560uL do tampdo AVL (tiocionato de guanidina). Seguiu-se a homogeneizagdo em vartex por
15 segundos e incubacdo por dez minutos em temperatura ambiente (15-25°C). Foram
adicionados 560uL de etanol a 100% ao tubo, seguindo-se homogenizagdo em vortex por 15
segundos. Uma aliquota de 630uL foi transferida do tubo para a QIAmp mini coluna, em
seguida centrifugada a 8000 rpm por um minuto ou até que toda solugdo fosse filtrada. O tubo
com filtrado foi descartado e a coluna foi transferida para um novo tubo. A coluna foram
adicionados 500uL do tampdo AW1 (cloridrato de guanidina) seguindo-se de centrifugacédo a
8000rpm por um minuto. Novamente o tubo contendo o filtrado era descartado e coluna
transferida para um novo tubo. A coluna foram adicionados 500uL do tampdo AW2 (tamp&o
de lavagem), com centrifugacdo a 12000rpm durante trés minutos. A QIAmp mini coluna foi
transferida para um tubo de 1,5mL para eluir o RNA com 60uL do tampdo AVE (4gua livre
de RNAse com 0,04% de azida de sodio) . O RNA extraido foi armazenado em freezer a -
70°C.

3.4.1 Obtencéo do cDNA

A etapa da trancricdo reversa (RT) foi realizada com o auxilio do High Capacity
cDNA Archive kit, conforme instrucdes do fabricante (Applied Biosystems Inc., EUA). Uma
aliquota de 50pL do RNA extraido foi diluida em tampéo de reacdo contendo 50 pmoles de
Randon primers, 50 mM de Tris-HCI [pH 8,3 a 25°C]/75 mM de KCI/ 3 mM de MnCl, (10X
RT Buffer) 10mM de Dihiothreitol, 50U/uL de MultiScribe RT enzyme, 1,5 mM dNTP mix e
agua UltraPure tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato — Gibco BRL® ) suficiente para
volume final de 100uL. A mistura foi incubada a 25°C por 10 minutos e 37°C por 120

minutos no termociclador Mastercycler personal Eppendorf.



3.4.2 Primers

Os primers complementares aos mMRNA dos genes das glicoproteinas G e F foram
utilizados para amplificar e sequenciar as amostras de VSRh. A localizagcdo dos primer 40
genoma viral, a polaridade, a seqiiéncia 5’-3” e sua utiliza¢do estdo esquematizadas na figura
07 e no quadro 01.

O cDNA obtido foi amplificado utilizando os primers FV e GR5. O produto da PCR
foi submetido a uma segunda amplificacdo tipo nested, utilizando os primers F1AB e GAB.

O produto do nested foi utilizado como fita alvo para a reacdo de seqiienciamento
utilizando os primers F1AB e GAB.

genoma
SN - e B
NSINS2ZN P M SH G F M2 L
“GR5151-173 FV-163-186 ~ .
— ' ' —— ProdutodaPCR
) (~980nt)
— GAB-504-524 F1-3-22 Produto do nested PCR
; < (~490nt)

Figura 07 — Esquema do genoma viral e emparelhnamento dos primers. Os genes estédo
identificados de acordo com a proteina que codificam e estdo listados logo abaixo do esquema
do genoma viral. Os retangulos brancos indicam a localizacdo dos primers e seu
emparelhamento com as fitas alvo. Os tamanhos esperados dos produtos amplificados para
cada uma das reacdes estdo indicados a direita do esquema.

Quadro 01- Relagéo dos primers utilizados para reacéo de PCR, nested e seqiienciamento.

Primer Utilizacéo Posicao Seqiiéncia (5°-3°) Referéncia
(nucleotideo-nt)
FV () PCR 163-186 gene F GTTATGACACTGGTATA | ZHENG et al.,
CCAACC 1996
GR5 (+) |PCR 151-173 gene G | CTGGCAATGATAATCTC | SANZ et al.,
AACTTC 1994
F1AB (-) | Nested/ 3-22 gene F CAACTCCATTGTTATTT | PERET et al.,




Sequenciamento GCC 1998
GAB (+) | Nested/ 504-524 gene G YCAYTTTGAAGTGTTCA | PERET et al.,
Seqlienciamento ACTT 2000
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3.4.3 Amplificacdo da Regido G2 do Gene G

A PCR foi realizada com a diluicdo de 10uL de cDNA, obtido conforme item 3.4.1,
em tampao 20 mM de TrisHCI [pH 8,4 a 25°C])/ 50 mM de KCI/ 2 mM de MgCl, (10X
buffer), 25pMol de cada um dos primers FV e GR5, 0,2mM de cada dNTP, 1U de Tag DNA
Polimerase (Biotools) e agua UltraPure tratada com DEPC (Gibco BRL®) suficiente para
volume de 50uL. As amostras foram amplificadas em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems Inc., EUA), a partir de uma etapa a 95°C por 5 minutos seguida de
40 ciclos a 94°C por 1 minuto para a desnaturacdo das fitas, 54°C por 1 minuto para o
annealing, 72°C por 1 minuto para a extensdo e uma etapa final de 72°C por 7 minutos para
completar a extensao das fitas formadas. Os produtos amplificados foram estocados a 4°C.

A reacéo de nested PCR foi feita utilizando 2L do produto da primeira amplificacéo,
nas mesmas condig¢des descritas acima para volume final de 100uL, utilizando os primers
F1AB e GAB.

3.4.4 Deteccao dos Produtos Amplificados

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
diluida em tampdo TBE 1X (45mM de Tris-Borato, 1mM de EDTA[pH 8,0 a 25°C]) e
0,5ug/mL de brometo de etidio. Uma aliquota de 10uL da amostra misturada com 2uL de
azul de bromofenol (loadding buffer) foi submetida a eletroforese em cuba horizontal (Gibco),
imerso em tampdo TBE 1X durante 40 minutos a 100 Volts. A visualizacdo do gel foi

realizada em trans-iluminador de luz ultravioleta.
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3.4.4.1 Viabilidade das Amostras
A viabilidade das amostras ndo amplificadas por PCR ou nested PCR foi testada com
0s primers ribossdmicos 16S para pesquisa de RNA, gerando um fragmento de 500pb. Essa
PCR foi feita nas mesmas condicdes descritas no item 3.5.3. As seqliéncias dos primers estdo
representadas no quadro 02.
As amostras que foram amplificadas com o 16S foram submetidas a uma nova reagéo

de nested PCR utilizando os primers descritos no item 3.4.2 especificos para o VSRh.

Quadro 02- Sequéncias dos primers 16S
16S (+) 5’- CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’
16S (-) 5’ - CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’

3.4.5 Purificacdo dos Produtos Amplificados

Os produtos da nested PCR foram purificados, para remocdo de dNTP e primers
residuais, pelo método de Acetato de Sédio a 3 mM, pH 5,29 e etanol a 100%, conforme
descrito por Sambrook e colaboradores em 1989. Para o volume do produto amplificado
foram adicionados 10% do volume de acetato de sodio e duas vezes o volume total de etanol
gelado a 100%, seguiu-se a homogenizacdo em vortex e a incubacdo a -70°C por 3 horas ou
em overnight a -20°C. A seguir, a mistura foi centrifugada por 30 minutos a 14000 rpm
(Centrifuge 5804R Eppendorf — rotor F 45-36-8) a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 150uL de isopropanol gelado a 75%. A amostra foi centrifugada a
14000rpm por 10 minutos a 4°C (Centrifuge 5804R Eppendorf — rotor F 45-36-8), o
sobrenadante foi descartado e o sedimento seco em speed vacum a 45°C por 5 minutos. O

sedimento foi ressuspendido com 30uL de agua UltraPure tratada com DEPC.

3.4.6 Quantificagcdo do DNA

O produto purificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% conforme
descrito no item 2.2.10. Sua quantificacdo foi realizada com o auxilio do marcador de peso
molecular DNA Mass Ladder (Biotools).
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3.5 Sequenciamento da Regido G2 do Gene G

Apos a purificagdo, as fitas de DNA foram submetidas a reacdo de seqiienciamento
utilizando o kit Abi PRISM Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Big Dye
— Applied Biosystems, Inc., EUA), seguindo as instru¢cbes do fabricante. Cerca de 5uL,
correspondendo a 10-30ng do produto purificado foram adicionados a um microtubo com
3,2pMol do primer F1AB, 2 uL do Abi PRISM Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, 2uL do tampdo de sequenciamento (Save Money — Tris-HCI 200mM [pH 9,0 a
25°C] e 5mM MgCl,) e agua Mili-Q para completar o volume final de 10uL. O mesmo
procedimento foi feito com o primer GAB. A extensdo enzimatica foi realizada em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Inc., EUA) durante 25
ciclos de 96°C por 10 segundos para a desnaturacdo do DNA molde, 50°C por 10 segundos
para 0 annealing dos primers e 60°C por 4 minutos para a extensdo. Todas as reaces foram
feitas em triplicadas, sendo uma das reacdes de seqiienciamento feita com o primer forwad e

duas para o0 primer reverse.

3.5.1 Purificacéo

O produto obtido foi purificado a fim de remover o excesso de ddNTP “terminadores”
presentes na reacdo por precipitagdo com isopropanol, descrita a seguir. Ao produto da reacao
de seqiienciamento foram adicionados 30uL de agua MiliQ e 60uL de isopropanol 100%.
Essa mistura foi homogenizada em vdrtex e centrifugada por 25 minutos a 14000rpm em
temperatura ambiente (Centrifuge 5804R Eppendorf — rotor F 45-36-8). O sobrenadante foi
descartado e em seguida foram adicionados 250uL de etanol a 70%, seguiu-se
homogenizacdo em voértex e nova centrifugacdo por 10 minutos a 14000rpm em temperatura
ambiente (Centrifuge 5804R Eppendorf — rotor F 45-36-8). As amostras purificadas e
precipitadas foram ressuspendidas com 10uL de formamida ultra pura (Formamida Hi-Di —
Applied Biosystems Inc., EUA), desnaturadas a 95°C por 3 minutos e resfriadas em banho de
gelo por mais 2 minutos e entdo submetidas a eletroforese em polimero POP 6 (Applied
Biosystems), utilizando o seqlienciador automatico ABI-PRISM modelo 3100 (Applied

Biosystems).
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3.5.2 Processamento e Alinhamento das Sequéncias Obtidas

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas com o programa Sequence Navigator
versdo 1.0 (Applied Biosystems) do Power Maclintosh, para a obtencdo de um segmento de
aproximadamente 270 nucleotideos correspondentes a regido G2 do gene codificador da
glicoproteina G (PERET et al., 1998; SULLENDER et al., 2000, CAMPOS et al., 2007).
Posteriormente, essas seqiiéncias foram traduzidas utilizando-se o programa Edit Seq™ 4,05
— Expert Analysis software — DNASTAR, Inc. para PC. As seqliéncias de nucleotideos e
aminoacidos foram alinhadas juntamente com seqiiéncias adquiridas do GeneBank (Anexo
I11) em dois grupos, A e B, utilizando o programa Meg Aling™ 4,05 — Expert Analysis
software — DNASTAR, Inc., EUA para PC. Os arquivos correspondentes ao fragmento da
regido G2 dos grupos A e B foram analisados separadamente com o referido programa, tendo
como resultado a obtencdo do grau de similaridade entre as sequiéncias, calculadas par a par, o
que possibilitou a identificacdo das sequéncias de nucleotideos idénticas e a genotipagem das

amostras.

3.6 Analise da Variabilidade de Nucleotideos e Aminoéacidos Inter e intra-grupos

Para a andlise da variabilidade de nucleotideos intra-grupos, as seqiiéncias
representantes de cada grupo foram alinhadas e analisadas, separadamente, utilizando o
programa Meg Aling™ 4,05, tendo como resultado a obtenc&o do grau de similaridade entre
as sequéncias, calculado par a par.

Para a andlise de variabilidade de nucleotideos e amino&cidos inter-grupos foram
utilizadas as sequiéncias consenso representantes de cada um dos grupos. Essas seqliéncias
consenso foram alinhadas e analisadas pelo programa Meg Aling™ 4,05, resultando na
obtencdo do grau de similaridade entre as seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos,

calculados par a par.

3.7 Analises Filogenéticas

As anélises filogenéticas entre as cepas de VSRh dos grupos A e B foram realizadas
empregando os critérios de maxima parcimdnia (MP) e méaxima verossimilhanga (MV)
utilizando o programa PAUP*4.0 versdo Betas — Sinauer Associates, Inc, (SWOFFORD,
1998), para Power Macintosh.

Os alinhamentos obtidos inicialmente com o programa Meg Aling™ 4,05 foram

convertidos em arquivos no formato NEXUS e utilizados para as analises subsequentes.
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O critério de MP (FITCH, 1971) foi empregado utilizando-se busca heuristica
(Heuristic Search) com algoritmo “stepwise addition”. Os caracteres foram considerados
como ndo ordenados e sem atribuicdo de pesos. Os valores dos indices de consisténcia para as
arvores obtidas foram calculados pelo programa MacClade v.3.01 (MADDISON;
MADDISON, 1992). A polarizacdo das arvores foi realizada pela inclusdo de um grupo
externo, representado pela cepa protdtipo Long (JOHNSON et al., 1987) para a arvore
resultante da anélise do grupo B e CH18537 (SULLENDER et al., 1991) para a arvore
resultante da andlise do grupo A.

Foram calculados valores bootstrap, com 100 réplicas, para a verificacdo da
sustentacdo de ramos nas topologias das arvores obtidas (FELSENSTEIN, 1985).

O critério da MV (FELSENSTEIN, 1981) foi empregado realizando-se, inicialmente,
0 teste de razdo de verossimilhanca para a escolha do modelo evolutivo a ser utilizado, com o
auxilio do programa Modeltest versao 3.06 (David Posada, Department of Zoology, Brigham
Young University, USA). Uma vez escolhido o modelo, foi realizada uma busca heuristica
com o algoritmo de decomposicéo da politomia.

As taxas de mutacBes sindbnimas e ndo sinbnimas foram analisadas pelo método Nei e
Gojobori (NEI; GOJOBORI, 1986) utilizando-se o programa SNAP (Programa de Analise de

Mutagdes Sindnimas e Ndo Sindnimas).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo das Amostras Analisadas

Das criangas atendidas no HIAS durante o periodo compreendido entre janeiro de
2004 e dezembro de 2008, 2885 foram incluidas na populacdo de estudo. Os casos de IRA
dessas criancas submetidos a pesquisa viral por IFI foram definidos como positivos para o
VSRh (IRA/VSRh+), IRA viral negativa para VSRh mas positiva para outro(s) virus
pesquisado(s) (IRAV/VSRh-), IRA negativa para qualquer um dos virus pesquisados (IRA-
NV). As caracteristicas da populacdo de estudo sdo apresentadas na tabela 01.

Tabela 01 — Caracteristicas da populacdo de estudo conforme resultado da pesquisa viral na

amostra clinica por imunofluorescéncia indireta.

Caracteristicas IRA/VSRh + IRAV*/VSRh- IRA/NV Total de
N(%0) N(%0) N(%0) IRA N(%)
Sexo
Masculino 257 (56,4%) 238 (59,9%) 1145 (56,3%) 1640 (56,8%)
Feminino 198 (43,4%) 158 (39,8%) 884 (43,5%) 1240 (43%)
Idade (meses)
0-6 149 (32,7%) 71 (17,9%) 391 (19,2%) 611 (21,2%)
7-12 129 (28,3%) 105 (26,4%) 556 (27,4%) 790 (27,4%)
13-18 52 (11,4%) 46 (11,6%) 282 (13,9%) 380 (13,2%)
19-24 52 (11,4%) 55 (13,9%) 290 (14,3%) 397 (13,8%)
25-60 65 (14,2%) 84 (21,2%) 372 (18,3%) 521 (18%)
>60 09 (2%) 36 (9%) 140 (6,9%) 185 (6,4%)
Setor de Atendimento
Emergéncia 384 (84,2%) 356 (89,7%) 1829 (90%) 2569 (89%)
Enfermaria 72 (15,8%) 41 (10,3%) 203 (10%) 316 (11%)
Diagnostico Clinico
IVAS 161 (35,3%) 220 (55,4%) 1029 (50,6%) 1410 (48,9%)
Bronquiolite 86 (18,9%) 28 (7,1%) 142 (7%) 256 (8,9%)
Pneumonia 88 (19,3%) 59 (14,9%) 347 (17,1%) 494 (17,1%)
Hiperatividade Brénquica 82 (18%) 73 (18,4%) 392 (19,3%) 547 (19%)
Pneumonia+Bronquiolite 21 (4,6%) 02 (0,5%) 22 (1,1%) 45 (1,6%)
Bronquite 17 (3,7%) 12 (3%) 93 (4,5%) 122 (4,2%)
Crupe 01 (0,2%) 03 (0,7%) 07 (0,4%) 11 (0,3%)
Total 456 425 2004 2885

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

Cada crianga foi submetida a coleta de amostra apenas uma vez. Houve coleta regular

de amostras em todos os anos analisados, com o minimo de 411 amostras em 2004 e o

méaximo de 706 em 2008. Um total de 456 amostras foi positivo para 0 VSRh, 0 virus mais
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frequentemente detectado em todos os anos de estudo. O VSRh esteve em associagdo com

outros virus em 16 casos. O MPVh foi o virus mais presente em co-infecgdo com o VSRh,
sendo detectado em nove casos. Adenovirus, influenza A e parainfluenza 1 foram detectados
em dois casos cada um e o influenza B em um caso.

A distribuicdo das amostras coletadas e analisadas em positivas para VSRh, positivas

para outros virus e negativas por ano estudado esta representada na tabela 02.

Tabela 02 — Caracterizacdo e distribuicdo das amostras coletadas e analisadas por ano de

estudo.
Ano Amostras Amostras Amostras + Amostras
Coletadas VSRh + outros virus* negativas
N(%0) N(%0) N(%0)
2004 411 102 (24,9%) 57 (13,6%) 252 (61,5%)
2005 492 97 (19,7%) 75 (15,2%) 320 (65,1%)
2006 653 79 (12%) 85 (13%) 489 (74,9%)
2007 623 89 (14,3%) 115 (18,5%) 419 (67,3%)
2008 706 89 (12,6%) 93 (13,2%) 524 (78,2%)
Total 2885 456 (15,8%) 425 (14,7%) 2004 (69,5%)

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

4.2 Distribuicéo das IRA no Periodo de Estudo

As IRA ocorreram continuadamente ao longo dos cinco anos de estudo em dois picos
de intensidades diferentes. O primeiro, mais intenso e duradouro, observado durante o
primeiro semestre, apresentou correlacdo positiva com a ocorréncia de chuvas e com 0s
periodos epidémicos de VSRh. O segundo de menor intensidade era observado entre a 352 e
422 semanas. A distribuicdo semanal acumulada nos cinco anos de estudo das IRA conforme

resultado da IFI para pesquisa viral é apresentada na figura 08.
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Figura 08- Distribuicdo semanal acumulada nos diversos anos de estudo de todos os casos de
infeccBes respiratorias agudas analisadas, dos casos de infeccBGes respiratorias agudas
causadas pelo virus sincicial respiratorio humano e de infeccdes respiratorias agudas causadas

por outros virus pesquisados.

4.3 Sazonalidade do VSRh em Fortaleza

O VSRh apresentou um padrdo regular de ocorréncia anual, caracterizado pela
verificagdo do maior nimero de casos no primeiro semestre de cada ano. Observou-se uma
variacdo no que se refere ao inicio, fim e duracdo dos periodos epidémicos de VSRh. Os
primeiros casos foram observados em meses diferentes, janeiro (2008), fevereiro (2004 e
2007) e margo (2005 e 2006), mas o final de cada periodo epidémico ocorreu sempre no més
de julho, sem que qualquer outro caso de IRA pelo VSRh fosse observado depois desse més.
O VSRh esteve ativamente presente desde a 62 semana em 2007 e na 13? semana em 2005,
mas o estabelecimento do periodo epidémico de VSRh ocorreu trés e quatro semanas apos,
respectivamente. Nos outros anos de estudo o inicio da atividade do VSRh coincidiu com o
estabelecimento do seu periodo epidémico. O percentual de amostras positivas para 0 VSRh
foi > 10% por 13 semanas consecutivas nos anos de 2005 e 2006, e por 16 ¢ 10 semanas
consecutivas em 2007 e 2008, respectivamente. Em 2004, observou-se o periodo epidémico
mais extenso com 24 semanas de duragdo. A distribuicdo semanal dos casos de IRA por

VSRh nos diferentes periodos epidémicos € apresentada na figura 09. Nessa figura foram
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somente apresentadas as semanas onde algum caso de VSRh foi detectado, isto é, da 32 até a

312 semana.

Nuimero de casos de VSRh
tn
[l

0+ L : T T T T T TR T T TR T .
3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33
Semanas
——2004 82005 ——2006 2007 ——2008

Figura 09 - Distribuicdo semanal de infeccbes respiratorias agudas causadas pelo virus
sincicial respiratorio humano durante os periodos epidémicos ocorridos de 2004 a 2008 em

Fortaleza.

4.4 Caracterizacdo Antigénica em Grupos A e B do VSRh

Das 456 amostras positivas para o VSRh, 282 (62,1%) foram caracterizadas
antigenicamente pelo método de IFI. Dessas, 170 (60,3%) pertenciam ao VSRhA e 112
(39,7%) ao VSRhB. Das amostras ndo caracterizadas antigenicamente, 122 (70,1%) néo
possuiam laminas reservas para a realizacdo da IFl e 52 (29,2%) ndo puderam ser
classificadas em nenhum dos grupos por ndo mostrarem fluorescéncia caracteristica.

A co-circulacdo dos VSRhA e VSRhB e a predominancia do VSRhA sobre o0 VSRhB
foram observadas nos cinco anos de estudo. A caracterizacdo antigénica realizada por IFI dos

VSRh detectados no periodo de estudo é apresentada na tabela 03.
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Tabela 03 — Distribuicdo em grupos antigénicos dos virus sincicial respiratorio humano

detectados no estudo e analisados por imunofluorescéncia indireta.

Ano Amostras VSRh + VSRh + Grupo A Grupo B
Coletadas N(%) Caracterizadas N(%) N (%)
N(%0)

2004 411 102 (24,8%) 71 (69,6%) 45 (63,4%) 26 (36,6%)
2005 492 97 (19,7%) 54 (55,7%) 31 (57,4%) 23 (42,6%)
2006 653 79 (12,1%) 35 (44,3%) 20 (57,1%) 15 (42,9%)
2007 623 89 (14,3%) 63 (70,7%) 41 (65,1%) 22 (34,9%)
2008 706 89 (12,6%) 59 (66,3%) 33 (55,9%) 26 (44,1%)
Total 2885 456 282 170 112

4.5 Amplificacdo do &cido nucléico dos VSRh por nested PCR

Das 250 amostras selecionadas para analise molecular, 133 (53,25%) foram

amplificadas apos o nested PCR. Na figura 10 pode-se visualizar o resultado da amplificacdo

do &cido nucléico de alguns VSRh analisados.

VSRh com
insercdo de

60nt

CN

AM1 AM2 AM3

Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio para

visualizacdo do produto do Nested-PCR da regido G2 amplificada gene G (490pb). Colunas:
CN — controle negativo (agua), AM 1- BR_CE_214 2007, AM 2 - BR_CE_305 2008, AM 3
- BR_CE_ 82 2007 (grupo A), CP — controle positivo A2 isolado de células HEp-2, PM -
Marcador de peso molecular — 200pb DNA ladder . As amostras AM-1 e AM-2 representam

cepas de VSRh que apresentam insercéo de 60nt na regido amplificada.
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4.5.1 Viabilidade das Amostras
Das 250 amostras analisadas por técnicas moleculares, 117 (46,8%) ndo amplificaram
e tiveram sua viabilidade testada com os primers 16S. Dessas, somente 27 (23,1%) foram
amplificadas com esses primers. Ao serem submetidas a uma nova reagédo de nested PCR para

0 VSRh, nenhuma dessas amostras resultou em amplificag&o.

4.6 Sequenciamento da Regido G2 do gene G

Todas as amostras amplificadas (133) foram submetidas a reacdo de seqienciamento.
Dessas, 86 (64,66%) tiveram a regido G2 do VSRh sequenciada, o que permitiu a
genotipagem das mesmas. Do total das amostras sequienciadas, 58 (67,44%) foram
caracterizadas como sendo VSRhA e 28 (32,55%) VSRhB. A distribuicdo das amostras
seqlienciadas, separadas em grupos A e B, nos anos de estudo esté representada na tabela 04.

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos correspondentes a regido G2 do gene G
do VSRh, grupos A e B, esta representado, respectivamente, nos anexos quatro e cinco. No
VSRhA foram identificados 15 conjuntos de seqiiéncias idénticas e no VSRhB seis. Os
alinhamentos do VSRhA e VSRhB foram compostos por 25 e 20 sequéncias distintas,

respectivamente.

Tabela 04 — Distribuicdo em grupos antigénicos dos virus sincicial respiratério humano

detectados no estudo e analisados por sequenciamento de nucleotideos.

Ano Produtos Produtos Grupo A Grupo B

gerados pelo  Sequenciados

nested PCR

N(%0) N(%0) N(%0) N(%0)

2004 18 (36%) 12 (66,7%) 8 (66,7%) 4 (33,3%)
2005 30 (60%) 27 (90%) 22 (81,5%) 5 (18,5%)
2006 26 (52%) 17 (65,4%) 10 (58,9%) 7 (41,2%)
2007 29 (58%) 17 (58,6%) 10 (58,8%) 7 (41,2%)
2008 30 (60%) 13 (43,4%) 8 (61,5%) 5 (38,5%)

Total 133 (53,2%) 86 (64,67%) 58 (67,44%) 28 (32,55%)
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4.7 Analises Filogenéticas

A andlise pelo critério da MP das 25 seqliéncias representativas do grupo A gerou uma
arvore consenso representada na figura 11. Os valores de bootstrap revelaram-se
satisfatoriamente altos, refletindo a boa sustentacdo dos ramos em que se verifica uma
separagdo das amostras em subgrupos especificos. O indice de consisténcia obtido foi de
0,780.

A arvore consenso obtida pelo critério da MP para as 20 seqiiéncias representativas do

grupo B esta representada na figura 12. Os valores de bootstrap foram satisfatorios e o indice

de consisténcia obtido foi de 0,830.

BR CE 369 2008
BR CE 247 2007
BR CE 166 2007
BR CE 347 2007
oL BR CE 295 2007
BR CE 98 2004
BR CE 161 2007
BR CE 178 2007
L BR CE 307 2008
BR CE 373 2008
03 103|j BR CE 226 2008
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BR CE 288 2004

BR CE 205 2005
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1001 BR CE 194 2004
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Figura 11 — Filograma representativo da topologia da arvore de consenso estrito, obtida pelo
método da Maxima Parcimonia para as cepas de VSRhA circulantes em Fortaleza nos anos de
2004 a 2008. Os valores de bootstrap estdo representados sobre os ramos. A sequéncia

prototipo CH18537 foi incluida. indice de consisténcia = 0,780
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100| BR CE 268 2006
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100/ BR CE 180 2005
L BR CE 115 2005
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Figura 12 — Filograma representativo da topologia da arvore de consenso estrito, obtida pelo
método da Maxima Parcimonia para as cepas de VSRhB circulantes em Fortaleza nos anos de
2004 a 2008. Os valores de bootstrap estdo representados sobre os ramos. A sequéncia
protétipo Long foi incluida. indice de consisténcia = 0,830.

A anélise pelo critério da MV das sequéncias representativas de A e de B utilizou
como método de distancia evolutiva o0 modelo Tamura Nei com distribuicdo gama (TrN+G)
escolhido pelo ModelTest. A arvore consenso estrito obtida ao comparar essas sequéncias
com outras do genebank para o grupo A esta representada na figura 13, demonstrando a
divisdo dos VSRh analisados nos subgrupos GA2 e GA5. A arvore obtida pela analise das
sequéncias do grupo B esta representada na figura 14, com a divisdo dos subgrupos GB3 e
BA, caracterizado pela presenca da duplicacdo de 60nt na posicdo 781-840. Os valores
bootstrap foram satisfatérios e estdo representados sobre os ramos. A sequéncia prototipo

Long foi incluida na analise do grupo A e a CH18537 na analise do grupo B.
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Figura 13 — Filograma representativo da topologia da arvore consenso estrito obtida pelo
método da distancia evolutiva, das cepas de VSRhA circulantes em Fortaleza nos anos de

2004 a 2008. Os numeros de acesso das sequiéncias utilizadas estdo disponiveis no anexo IlI.
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Figura 14 — Filograma representativo da topologia da arvore consenso estrito obtida pelo
método da distancia evolutiva, para as cepas de VSRh do grupo B circulantes em Fortaleza

nos anos de 2004 a 2008. Os numeros de acesso das
no anexo 1.
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4.8 Caracterizacdo da Circulacéo dos Subgrupos dos VSRh

Nos VSRh A, o subgrupo GA2 circulou durante todo o periodo analisado, enquanto o
subgrupo GAJ5 circulou na maioria dos anos de estudo, exceto em 2008 quando sua circulacédo
ndo foi detectada. Contudo, houve um predominio do GA5 sobre 0 GA2 nos anos de 2004,
2005 e 2006. Somente no ano de 2007 0 GA2 prevaleceu sobre o0 GAS.

Nos VSRhB, o subgrupo BA predominou em todos os anos de estudo, exceto no ano
de 2005 quando ndo foi detectada a sua circulacdo. A circulagdo do subgrupo GB3 foi
detectada nos anos de 2005 e 2006.

A distribuicdo dos subgrupos do VSRh em cada ano de estudo esta representada na
tabela 05.

Tabela 05 — Distribui¢do dos subgrupos dos virus sincicial respiratério humano circulantes
em Fortaleza durante o periodo de estudo.

Ano GA2 GAb GB3 BA
N(%%6) N(%%6) N(%%6) N(%)
2004 03 (37,5%) 05 (62,5%) - 04 (100%)
2005 02 (10%)  20(90%) 05 (100%) -
2006 03 (30%) 07 (70%) 03 (42,8%) 04 (57,2%)
2007 06 (60%) 04 (40%) - 07 (100%)
2008 08 (100%) - - 05 (100%)

4.9 Andlise da Variabilidade de Nucleotideos e Aminoéacidos Inter e intra-grupos

Entre seqiiéncias do grupo A, o percentual de similaridade, calculado par a par, variou
entre 88,1% e 99,6%. Quando comparado com a cepa prototipo Long, esse percentual variou entre
87,8% e 88,1%. Nas sequéncias do grupo B, esse percentual variou entre 91,5% e 99,6%. Quando
comparado com a cepa protétipo CH18537, a variagdo observada foi de 87% a 89,3%. Foi
verificado que os menores percentuais de similaridade ocorreram quando as sequiéncias das cepas
de ambos os grupos foram comparadas com aquelas das cepas protétipos para cada grupo.

Nos VSRh pertencentes ao grupo A, nédo foi observada qualquer insercdo ou delegdo de
nucleotideos, porém, nos VSRh do grupo B, foi observada a duplicacdo de 60 nt na regido C-
terminal do gene da proteina G, em 15 das 20 seqliéncias distintas analisadas.

As sequéncias de nucleotideos caracterizadas como subgrupo GA2, quando comparadas

entre si, mostraram uma similaridade que variou entre 93,7% e 99,6%. As seqléncias do
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subgrupo GA5 mostraram um percentual de identidade superior a 95,2%. Dentre as amostras do
grupo B, as sequéncias pertencentes ao subgrupo GB3 mostraram uma similaridade variando de
94,4% a 99,6%, enquanto a similaridade entre as seqiiéncias do subgrupo BA foi superior a
96,4%.

Quando analisada a variabilidade de nucleotideos entre os subgrupos circulantes foi
observada uma similaridade de 90% entre as sequéncias consensos dos subgrupos GA2 e GA5 e
uma similaridade de 95,2% entre as sequiéncias consensos dos subgrupos BA e GB3.

O valor p-distancia entre as sequéncias de Fortaleza dentro de cada subgrupo foi
comparado com sequéncias de cepas circulantes em Salvador, Sdo Paulo (capital), Campinas,
Uruguai, Argentina, EUA, india e Africa do Sul, conforme apresentado na tabela 06. Esses
valores mostram, que dentro do subgrupo GA2, os VSRh analisados nesse estudo apresentam
mais semelhancas aos que circularam em outros cidades brasileiras em anos anteriores ou durante

o0 periodo analisado.

Tabela 06 — Correlagdo genética entre seqliéncias dos virus sincicial respiratério de cada

subgrupo.
Subgrupo Sequéncias Comparadas p-distéancia Média
(variando entre)

GA2 Salvador 0,01-0,08 0,04
Campinas e Sao Paulo 0,01 - 0,05 0,02
Argentina e Uruguai 0,01-0,07 0,04
Outros paises* 0,05-0,10 0,05

GA5 Salvador 0,01 -0,05 0,02
Campinas e Sao Paulo 0,01 - 0,05 0,02
Argentina e Uruguai 0,01-0,07 0,03
Outros paises* 0,01 -0,07 0,03

GB3 Salvador 0,02 -0,07 0,05
Campinas e Sao Paulo 0,01 - 0,06 0,03
Argentina e Uruguai 0,02 - 0,07 0,05
Outros paises* 0,01 -0,07 0,03

BA Salvador -
Campinas e Sao Paulo 0,01 -0,04 0,02
Argentina e Uruguai 0,02 - 0,06 0,03
Outros paises* 0,01 -0,07 0,03

(*) EUA, India e Africa do Sul
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A média dN/dS >1 revela que muitas das mudangas de nucleotideos observadas no

gene G resultam em mudangas de aminoacidos. Em média, a taxa de mutacBes ndo
sindnimas/sindnimas (dN/dS) para as sequéncias do grupo A foi de 0,9899 e a taxa de
mutacgdes sinbnimas/ ndo sinénimas (dS/dN) foi de 1,5. Para o grupo B, a média dN/dS foi de
0,5.

O numero de residuos de aminodcidos baseados na regido G2, nas sequiéncias dos
VSRhA variou de 86 (subgrupo GA2) a 87 (subgrupo GAS5). Foram detectadas trés
sequéncias de GA2 que codificaram para 87 residuos de aminoacidos.

Nos VSRhB, o nimero de residuos de aminoacidos produzidos foi de 83 para o
subgrupo GB3 e 100 para o subgrupo BA. Dentro do subgrupo BA foram detectadas trés
seqliéncias codificando 107 residuos de aminoacidos. O alinhamento das sequéncias de
aminoacidos dos VSRh A e B estdo representados nos anexos VI e VI, respectivamente.

A presenca de quatro sitios de N-glicosilacdo (aminoéacido ...N-X-S/T..) foi verificada
entre as amostras do grupo A, sendo o terceiro e quarto sitio conservados em todas as
seqliéncias. O segundo sitio foi subgrupo especifico, estando presente apenas no subgrupo
GADb, e 0 primeiro sitio esteve presente nas seqiiéncias GA5 e em duas seqiiéncias GA2.

No grupo B, foram observados dois sitios de N-glicosilacdo que foram conservados
em todas as seqliéncias dos subgrupos BA e GB3.

Nas sequéncias do VSRhA foram detectadas trés repeti¢cbes do tipo .. TTKX...,...
KPX..., ndo conservadas, entre as sequéncias analisadas. Nos VSRhB, ndo foram encontradas

repeticdes dessas sequéncias.
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5. DISCUSSAO

Os dados apresentados nesse estudo representam a continuidade de uma série de
pesquisas sobre viroses respiratorias em Fortaleza realizadas desde 2001, de onde ja se tém
informagdes publicadas sobre aspectos virologicos, epidemioldgicos e clinicos das infeccdes
infantis pelo VSRh (NUNES, 2004; NUNES; MOURA 2006; MOURA et al., 2006). Assim,
nesta secdo serdo discutidos com maior profundidade a taxa de deteccdo do VSRh como
agente de IRA na populacéo de estudo, a caracterizacdo do padréo de atividade do VSRh e a
diversidade antigénica e gendmica do VSRh em Fortaleza durante os cinco anos estudados.

Em relagdo aos estudos brasileiros publicados sobre VSRh, esse estudo pode ser
considerado um estudo de longa duracdo (NASCIMENTO et al., 1991; MOURA et al., 2003;
BOSSO et al., 2004; COSTA et al., 2006; MOURA et al., 2006; PECCHINI et al., 2008).
Uma série maior de anos foi apresentada apenas em um estudo realizado em Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, onde a atividade do VSRh foi observada por sete anos, sendo seis
consecutivos (STRALIOTTO et al., 2001). No outro extremo, podem ser citados dois estudos
realizados com criancgas de Aracaju onde a atividade do VSRh foi observada somente durante
0 periodo associado a maior ocorréncia de IRA e mais especificamente de bronquiolites
(CUEVAS et al., 2003; SERAFINO et al., 2004).

A taxa de deteccdo do VSRh encontrada nesse estudo situa-se entre os extremos de 0 e
85,6%, citados em diversos estudos (ARRUDA et al., 1991; TSAI et al., 2001; CHECON et
al., 2002 ; AVEDANO et al., 2003 ; MOURA et al., 2003 ; BOSSO et al., 2004 ; NOYOLA
et al., 2004 ; RODRIGUES et al., 2004 ; STRALIOTTO et al., 2004 ; VIEGAS et al., 2004 ;
CALEGARI et al., 2005 ; D’ELIA et al., 2005 ; LOURENCAO et al., 2005 ; MOURA et al.,
2006 ; THOMAZELLLI et al., 2007 ; BORON et al., 2008 ; BANERJI et al., 2009 ; BERGER
et al.,, 2009 ; DICARLO et al., 2009). O VSRh foi o virus mais detectado entre o0s
pesquisados por imunofluorescéncia. Devido a existéncia de um banco de dados extenso sobre
IRA virais no nosso laboratério e pela caréncia de publicagdes sobre a sazonalidade de
influenza em Fortaleza utilizamos as informag6es necessarias para redacao de um artigo sobre
o tema que ja foi publicado (Artigo Publicado).

Inimeros fatores podem influenciar na deteccdo de VSRh. Entre eles podem ser
citados: a idade da populacdo de estudo, a(s) sindrome(s) clinica(s) analisada(s), o local de
atendimento dos pacientes, a duragdo do estudo, além do material clinico e metodologia(s)

utilizada(s) para deteccdo viral.
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Ao analisar os varios fatores citados como responsaveis por taxas tdo variaveis,
podemos comentar alguns aspectos caracteristicos do nosso estudo e como eles podem ter
influenciado na taxa de detecgdo de VSRh encontrada.

O primeiro deles é a idade da populacdo geral do estudo que variou de zero a 16 anos,
0 que representa a faixa etéaria dos pacientes atendidos no HIAS. As maiores taxas de detec¢édo
do VSRh sdo encontradas em estudos com criancgas até dois anos de idade (CINTRA et al.,
2001; AVEDANO et al., 2003; MOURA et al., 2006; BOSSO et al., 2004; LEE et al., 2007;
DICARLO et al., 2009), embora também cause infeccdes em criancas pré-escolares (SOUZA
et al., 2003; LOURENGCAO, 2006). Criancas de até dois de idade representaram 83,7% da
populacdo deste estudo. A faixa etaria ampla da populacdo de estudo, isto é, de zero a 16
anos, que representa a populagéo atendida no HIAS, ndo parece ter influenciado na taxa de
deteccdo do VSRh, uma vez que apenas 2,2% dessa populacdo tinha mais de cinco anos.
(VIEIRA et al., 2001; NOYOLA et al., 2004; MOURA et al., 2006). E oportuno ressaltar que
0 VSRh vem sendo citado também como importante agente de IRA em adultos (FALSEY;
WALSH, 2005; RAMIREZ, 2008).

Um segundo fator a ser analisado € o setor de atendimento dos pacientes. As maiores
taxas de deteccdo de IRA por VSRh sdo relatadas em estudos cuja populacdo analisada €
composta de criangas hospitalizadas (CHAN et al., 2002; CALEGARI et al., 2005; RICETTO
et al., 2006; PECCHINI et al., 2008; BERGER et al., 2009). Pela revisao bibliogréfica
realizada nesse estudo vimos que a maior taxa de detec¢cdo do VSRh, 85,4%, foi citada em um
estudo realizado no México com criancas hospitalizadas por IRA (NOYOLA et al., 2004).
Apenas 11% da populacdo do presente estudo eram de pacientes internados. Isso reflete a
populacdo de pacientes internados no HIAS que é um hospital de nivel terciario e de ensino.
Dessa forma a maioria dos pacientes atendidos no setor de emergéncia por IRA recebe
tratamento em casa, um numero menor de pacientes, aqueles com IRA mais grave é
encaminhado para internacdo em hospitais de nivel secundario ou terciario dependendo da
existéncia de leitos, e uma fracdo muito pequena é internada no proprio HIAS. Embora a
maioria da populacdo geral e dos pacientes VSRh(+) do presente estudo tenha sido atendida
na emergéncia do HIAS, proporcionalmente, a taxa de deteccdo de VSRh em paciente
internados  (~22,8%) foi maior do que a observada em pacientes atendidos na
emergéncia(~15%), o que confirma as maiores taxas de deteccdo de VSRh em pacientes
hospitalizados (SHAY et al., 2001; CHAN et al., 2002; STRALIOTTO et al., 2004; BERGER
et al.; 2009).

Os servigos de emergéncia de hospitais infantis sdo considerados bons locais para

vigilancia ativa de casos de IRA por VSRh. A taxa de deteccao apresentada nesse estudo é
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superior aquelas relatadas em estudos brasileiros realizados com criancas atendidas a nivel
ambulatorial ou em creches. Um estudo realizado em Fortaleza na década de 80 mostrou que
nenhum VSRh foi detectado em 175 criancas com IRA, menores de cinco anos de idade,
visitadas em seus domicilios, mesmo que 35% dos casos de IRA tenham sido confirmados
laboratorialmente como de etiologia viral (ARRUDA et al.1991). Em dois estudos brasileiros
sobre IRA virais em criancas que frequentavam creches, o VSRh foi detectado em 4% e
10,5% dos casos (SOUZA et al., 2003; LOURENCAO, 2006).

A taxa de detecc¢do viral também é dependente do tipo de material clinico analisado e
do(s) método(s) utilizado(s) para pesquisa de virus. Neste estudo, o ANF foi utilizado como
espécime clinico e a técnica de triagem empregada para deteccdo do antigeno viral foi a IFI
por se tratar de uma técnica de diagnostico rapido e de baixo custo. Essa técnica exige uma
amostra rica em células integras e, diferente do isolamento viral em cultura de células, ndo
depende da capacidade infectante do virus presente na amostra. Além disso, 0s nove anos da
utilizacdo dessa técnica no nosso laboratério garantem a experiéncia necessaria para a
execucdo e interpretacdo dos resultados da mesma. A IFl apresenta sensibilidade e
especificidade que variam de 80% a 95% para deteccdo de VSRh em amostras respiratorias
(COLLINS et al., 2007). O National Respiratory and Enteric Virus Surveillance System
(NREVSS) dos EUA, utiliza esse método para deteccdo de VSRh nas amostras analisadas
(CDC, 2008). O emprego de métodos de deteccdo de antigenos € muito Gtil para analise de
um grande nimero de amostras, como € realizada pelo NREVSS, que apenas no periodo de
julho de 2007 a Dezembro de 2008, pesquisou 0 VSRh por esse método em 369.944
amostras clinicas, com uma taxa de deteccéo de 15.9% (CDC, 2008).

Apesar da RT-PCR apresentar sensibilidade superior a IFI e ao isolamento do VSRh
em cultura de células, os altos custos desse método foram determinantes para que optassemos
pela ndo utilizacdo dessa técnica na triagem de amostras positivas para VSRh e 0s outros seis
virus entre as coletadas (VAN ELDEN et al., 2002; ROVIDA et al., 2005; REIS et al., 2008).
Sua utilizacdo em nosso estudo ficou restrita as analises de variabilidade antigénica e
genémica. Contudo nota-se o emprego crescente da RT-PCR como Unico método de
identificacdo de VSRh e outros virus respiratorios em amostras clinicas, a ponto de técnicas
classicas de deteccdo viral, como o isolamento viral em cultura de células, ter sua utilizagéo
limitada (LELAND; GINOCCHIO, 2007).

Neste estudo foram incluidos pacientes que apresentavam infeccdo de vias aéreas altas
ou baixas, porém as maiores taxas de detec¢do do VSRh foram observadas em pacientes com

IRA baixa, 0 que ressalta ainda mais a importancia do VSRh na etiologia de IRA infantis. Se
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nesse estudo tivéssemos colocado como critério de inclusdo apenas o diagnéstico de IRA
baixa certamente teriamos obtido uma taxa maior de deteccdo de VSRh, j& que as maiores
taxas de deteccdo desse virus sao relatadas em estudos que utilizam esse critério de selecédo
(SHAY et al., 2001; CHAN et al., 2002; STRALIOTTO et al., 2004; D’ELIA et al., 2005;
SUDBRACK et al., 2007). Contudo, o percentual de deteccdo de VSRh em casos de IRA
altas encontrado neste estudo ndo pode ser subestimado. Estudos que analisam a participacdo
de diversos virus na etiologia de sindrome gripal, destacam o papel do VSRh na etiologia
dessas infeccdes (ZAMBON et al., 2001; FLEMING et al., 2007; GASPARINI et al., 2007;
AJAYI-OBE et al., 2008). Destacando a participacdo do VSRh em casos de IRA altas,
podemos citar os resultados do sistema de vigilancia de influenza brasileiro que utiliza
também a IFI para a deteccdo de VSRh, influenza A e B e parainfluenza 1, 2 e 3. Em 2887
casos de sindrome gripal analisados no periodo de 2000 a 2003, o VSRh foi detectado em
26,7% dos casos (BRASIL, 2004).

Quanto a caracterizacdo dos periodos epidémicos de VSRh em Fortaleza, este estudo,
apresenta dados que confirmam o que ja havia sido descrito em um estudo que analisou a
atividade de VSRh de janeiro de 2001 a julho de 2004 (MOURA et al., 2006). A regularidade
da ocorréncia anual dos periodos epidémicos e a associacdo desses as estagdes chuvosas sao
observacgdes semelhantes nos dois estudos. Em Fortaleza, a principal varidvel climética é a
ocorréncia de chuvas, que ocorre sempre no primeiro semestre do ano, geralmente de marco a
junho, periodo denominado de “quadra invernosa”. Rela¢do semelhante entre a ocorréncia de
chuvas e os periodos epidémicos de VSRh tem sido relatada em estudos realizados na india,
Nova Guiné, Coldmbia, Quénia e Gdmbia. (SHEK; LEE, 2003; SANDE et al., 2004). Outros
estudos realizados na regido nordeste do Brasil também mostram a mesma associagdo entre
ocorréncia de chuvas e periodos epidémicos de VSRh (CUEVAS et al., 2003; MOURA et al.,
2003; SERAFINO et al., 2004). Um estudo realizado em Maceid, durante novembro de 2000
a abril de 2002, apresenta resultados bem diferentes dos j& descritos em Salvador e Fortaleza.
Em Maceio, a circulagdo do VSRh foi detectada durante os meses de junho a dezembro, com
pico de atividade viral durante os meses de julho e outubro, diminuindo a intensidade nos
meses de novembro e dezembro (OLIVEIRA et al., 2004). Na regido norte do Brasil, por se
tratar de uma regido com clima tipicamente equatorial com chuvas distribuidas ao longo do
ano, torna dificil avaliar a relacdo entre chuvas e a atividade do VSRh. No entanto, um estudo

realizado em Belém mostrou que essa atividade é observada predominantemente nos
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primeiros seis meses do ano e mais especificamente no periodo de troca da estacdo chuvosa
para um periodo de menor pluviosidade (BARBAGELATA et al., 2007).

Além da chuva alguns outros fatores climaticos como temperatura, umidade relativa
do ar, radiacdo ultravioleta (UVB) mostram relacdo com a ocorréncia dos periodos
epidémicos de VSRh em alguns locais (YUSUF et al., 2007; NOYOLA; MANDEVILLE,
2008, OMER et al., 2008, WELLIVER, 2009).

Em paises de clima temperado, tanto no hemisfério norte como no sul, a circulagdo do
VSRh tem sido associada ao periodo de temperaturas mais baixas, que ocorrem durante 0s
meses de inverno, ndo sendo detectado nos meses de verdo, como observado na Europa
Ocidental e na América do Norte (MULLINS et al., 2003; STENSBALLE et al., 2003;
YUSUF et al., 2007; OMER et al., 2008). Em Taiwan, durante cinco anos de analise (2001-
2005), a circulacdo do VSRh indicou um padréo bienal com dois picos de atividade viral, um
no outono e outro na primavera, associado a temperaturas baixas (LEE et al., 2007). A maior
atividade do VSRh na Malésia foi associada aos meses de novembro, dezembro e janeiro,

correspondendo ao periodo chuvoso e de baixas temperaturas (CHAN et al., 2002).

No que se refere ao Brasil, em Séo Paulo e no Rio de Janeiro, na regido sudeste e em
Curitiba e Porto Alegre, na regido sul, os periodos epidémicos de VSRh tém sido associados
também aos meses de temperaturas mais baixas (NASCIMENTO et al., 1991; STRALIOTTO
et al.,, 2001; BOSSO et al.,, 2004; STRALIOTTO et al., 2004; D’ELIA et al., 2005;
TSUCHIYA et al., 2005; RICCETTO et al., 2006).

A radiacdo solar do tipo UVB é um fator ambiental cuja taxa de deteccéo varia de
acordo com as estacfes do ano. Tem sido sugerida uma associagdo entre as taxas de UVB e a
absorcdo da vitamina D. Nos meses de inverno, o0s baixos niveis de vitamina D em criancgas
estdo associados com as baixas taxas de UVB, aumentando a suscetibilidade a infeccdes
respiratdrias. Essa associacdo pode ser explicada pelo efeito modulador da vitamina D no
sistema imunologico, regulando a expressdo de peptideos antimicrobianos. A vitamina D €
um fator de protecdo contra infeccdo respiratoria, pois ela participa da imunidade inata do
trato respiratorio inativando os virus e outros patdgenos respiratorios (CANNELL et al.,
2006). Pelo fato do VSRh ser um virus bastante labil, sua infectividade pode ser diminuida
em ambientes que recebem uma alta taxa de radiacdo solar do tipo UVB. A associagdo da

circulacdo do VSRh com baixa taxa de radiacdo UVB foi relatada na Argentina, México e
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EUA (VIEGAS et al., 2004; YUSUF et al., 2007; NOYOLA; MANDEVILLE, 2008;
WELLIVER et al., 2009).

No presente estudo utilizamos a definicdo do Centers of Diseases Control dos EUA
para descrever a atividade do VSRh (CDC, 2008). Na maioria dos estudos publicados o que
se observa é analise da distribuicdo mensal dos casos de IRA por VSRh em vez da semanal
apresentada nesse estudo (CHAN et al., 2002; AVEDANO et al., 2003; ARBIZA et al., 2005;
MOURA et al., 2006). A distribuicdo semanal de casos de VSRh mostra mais detalhes da
atividade desse virus. Ao considerar atividade significativa do VSRh somente aquela na qual
a taxa de detec¢do do virus ¢ > 10% do total de amostras coletadas pode-Se observar com
precisdo a variacao na atividade do virus e a0 mesmo tempo verificar a regularidade da coleta
de amostras no sistema de vigilancia. Em relacdo a estudos que verificam a distribuicao
mensal de casos de VSRh o sistema de distribuicdo semanal mostra com maior precisao o

inicio, o fim e conseqiientemente, a duracdo do periodo epidémico.

Desse modo, a analise desses cinco periodos epidémicos mostrou a variabilidade do
nimero de casos VSRh (+), do inicio, do término e da duracdo de cada periodo epidémico.
Como visto nesse estudo, o numero de infeccbes por VSRh em cada ano variou entre o
minimo de 79 em 2006 e 0 méaximo de 102 em 2004, resultando em taxas de deteccdo que
variaram entre 12% e 24,8%. Pelo NREVSS a variabilidade no nimero de casos VSRh e nas
taxas de deteccdo de VSRh entre o total de amostras coletadas também ocorreu, no entanto a
variacdo ndo foi tdo grande como a encontrada nesse estudo. Entre as estacdes de VSRh de
2004-2005 até a de 2007-2008 as taxas de deteccdo do VSRh no NREVSS variaram entre
12% e 17% (CDC, 2004; CDC, 2005; CDC, 2006; CDC, 2007; CDC, 2008). Nesse estudo, as
taxas de deteccdo de VSRh foram maiores nos anos de 2004 e 2005 onde o numero de
amostras coletadas foi menor. A explicacdo para o fato é a significativa queda no nimero de
amostras coletadas no segundo semestre daqueles anos, pela reducdo da equipe de coleta
devido a conclusdo do periodo de bolsa de iniciacdo cientifica e de curso de mestrado. Nos
anos de 2006 a 2008, com a solucdo desse problema, a coleta de amostra se tornou mais
regular, o nimero de coleta aumentou significativamente, e as taxas de detecgdo do VSRh
variaram menos (14.2% em 2007 e 12% em 2006), refletindo melhor a atividade do VSRh.

A atividade significativa do VSRh fora do periodo epidémico foi observada apenas
nos anos de 2005 e 2007, antes do periodo epidémico. Os ultimos casos de cada periodo
epidémico foram observados sempre no més de julho, no inicio (2006), meio (2004, 2005 e

2007) ou fim (2008). Isso contrasta com o estudo prévio de VSRh em Fortaleza, onde casos
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de VSRh foram observados no més de agosto de 2001 e 2003 (MOURA et al., 2006). Em
algumas cidades brasileiras a atividade do VVSRh ocorre antes e depois do periodo epidémico.
No Espirito Santo, a circulacdo do VSRh foi analisada durante um ano e embora o pico tenha
ocorrido do final do veréo (fevereiro) e no outono (marg¢o a maio) o virus também circulou na
maioria dos outros meses, exceto em agosto e dezembro (CHECON et al.,, 2002). Em
Uberlandia, Minas Gerais, a atividade do VSRh inicia-se em meados do verdo e estende-se até
fim do outono, com pico de incidéncia nos meses de marco, abril e maio (CALEGARI et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2008). Em Porto Alegre a circulacdo do VSRh ocorre nos meses de
maio a setembro com o pico nos meses de inverno (julho e agosto). No ver&o (janeiro a abril)
a atividade do VSRh também é detectada (STRALIOTTO et al., 2001, STRALIOTTO et al.,
2004).

Uma descri¢do mais detalhada dos periodos epidémicos de VSRh ¢é apresentada em

um artigo ja submetido para publicacdo (Artigo Submetido).

Estudos sobre a caracterizagdo antigénica e gendémica dos VSRh circulantes em uma
determinada regido fornecem informacdes importantes para o entendimento da epidemiologia
e patogénese do VSRh, uma vez que essas variabilidades tém sido sugeridas como fatores
implicados na gravidade das infecgOes, na ocorréncia de re-infeccbes e no padrdo de
circulacdo anual do VSRh (SULLENDER, 2000).

Devemos ressaltar que nem todos os VSRh detectados nesse estudo foram submetidos
a caracterizacdo antigénica e gendmica. No que se refere a caracterizacdo antigénica isso
ocorreu devido a inexisténcia das laminas de algumas amostras, pela escassez de células em
outras e pelo fato de que para algumas amostras consideradas VSRh(+) ndo houve reagdo a

nenhum dos AcM utilizados na caracterizacao antigénica.

A co-circulacdo dos dois grupos antigénicos com predominio do VSRhA observada
em todos os periodos epidémicos analisados nesse estudo é o padrdo predominante que ocorre
mundialmente (LUKIC-GRILIC et al., 1998; PERET et al., 1998; VENTER et al., 2001,
ARBIZA et al., 2005; MOURA et al., 2003; KUROIWA et al., 2005). Nesse aspecto 0s
resultados desse estudo diferem do que foi relatado em um estudo prévio realizado em
Fortaleza, onde foi demonstrada que em um mesmo periodo epidémico houve co-circulagao
dos dois grupos antigénicos, sem que houvesse predominio significativo de um sobre o outro
(NUNES, 2004).
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A alternéncia do predominio entre os grupos tem sido relatada. Periodos de dois a
quatro anos com predominio do VSRhA podem ser seguidos por um periodo com
predominancia de VSRhB. No Uruguai, ao se analisar 17 periodos epidémicos consecutivos
do VSRh (1985-2001) evidenciou-se a co-circulacdo dos grupos com o predominio de
VSRhA na maiorias dos anos. No entanto, a ocorréncia exclusiva de VSRhA foi observada
em 1993, 1998 e 2000, e de VSRhB em 1999 (ARBIZA et al., 2005). A predominancia do
VSRhA pode ser atribuida a uma maior variabilidade entre os VSRh isolados pertencentes a
esse grupo em relacdo ao B (PERET et al., 1998, VENTER et al., 2001). Estudos realizados
na Argentina, Bélgica, Quénia e Suécia também evidenciaram periodos com a circulacdo
exclusiva de um dos grupos ou a predominancia de VSRhB durante um ou mais periodos
analisados, mesmo quando se analisou periodos menores (GALIANO et al., 2005, ZLATEVA
etal., 2007, SCOTT et al., 2004, OSTLUND et al., 2008).

Estudos realizados nas cidades de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, Rio de Janeiro,
Uberlandia e Salvador mostram a co-circulagdo dos grupos antigénicos de VSRh, com
predominio de A sobre B na maioria dos periodos epidémicos analisados (SIQUEIRA et al.,
1991; CINTRA et al., 2001; MOURA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008). Entretanto em
Uberlandia, houve anos com a circulagdo exclusiva de VSRhA e anos com predominancia de
VSRhB (OLIVEIRA et al., 2008). Em Porto Alegre, durante os anos de 1990 a 1998,
observou-se a co-circulagdo dos grupos de uma forma “equilibrada” na maioria dos anos ¢

somente em um deles houve o predominio de VSRhA (STRALIOTTO et al., 2001).

No presente estudo, ndo foi analisada a relacdo entre gravidade da IRA com o tipo
antigénico de VSRh analisado, 0 que tem sido sugerido em alguns estudos, mas que
permanece um tema bastante controverso. Um estudo realizado em Ribeirdo Preto relatou
uma maior tendéncia de VSRhB causar infecces mais graves, acometendo as vias aéreas
inferiores principalmente em pacientes com fator de risco (CINTRA et al.,, 2001). Em
Uberlandia, Minas Gerais, analise semelhante mostrou o contrario, com associacgao de IRA de
menor gravidade com VSRh do grupo B (OLIVEIRA et al., 2008). A maior gravidade da
infeccdo por VSRhA foi relatada em um estudos argentinos (IMAZ et al., 2000,
CARBALLAL et al., 2000).

As infecgdes pelo VSRh podem ocorrer na presenca de imunidade pré-existente, como
ocorre em lactentes na presenca de anticorpos maternos e nas re-infecgdes que s&o comuns no
decorrer da vida (VIEIRA et al., 2007). As re-infeccbes podem ocorrer ap0s exposicdo

repetida ao mesmo virus, de forma que a variacéo antigénica néo é
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estritamente necesséria para que elas ocorram (HALL et al., 1991). Entretanto algumas
pesquisas sugerem que a variacdo antigénica pode desempenhar papel importante na
capacidade do VSRh de escapar da resposta imune, estabelecendo infeccbes. Em relacdo a
ocorréncia das reinfecgbes pelo virus, ja foram identificados sitios sob pressdo seletiva
positiva na porcdo C-terminal da proteina G, do VSRh dos grupos A e B, sugerindo presséo
imune sobre esses codons. As alteracGes desses sitios podem causar o escape da imunidade
preexistente e, conseqlientemente, algumas pessoas serdo re-infectadas por VSRh do mesmo
grupo ou ndo (ZLATEVA et al., 2004; ZLATEVA et al., 2007; BOTOSSO et al., 2009).

Os estudos sobre variabilidade antigénica do VSRh foram complementados por
estudos sobre a sua variabilidade gendmica. Durante cada periodo epidémico do VSRh
verifica-se a co-circulacdo de varios subgrupos, com a predominancia de um ou dois, que
podem tanto persistir no decorrer dos anos, como ter a circulacdo diminuida até ndo ser mais
detectado. Essa dindmica da circulagdo dos subgrupos dos VSRh pode ser influenciada pela
selecdo natural, devido a imunidade adquirida pela populagdo (SULLENDER, 2000;
ZLATEVA et al., 2005; BOTOSSO et al., 2009).

Para realizacdo da andlise da diversidade genémica dos VSRh circulantes em
Fortaleza de 2004 a 2008, optou-se por amplificar e seqlienciar a regido G2 do gene G por se
tratar de uma regido variavel desse gene. J& foi demonstrado que em termos de analise
filogenética a andlise apenas da regido G2 apresenta resultados semelhantes aos da analise do
gene G completo (PERET et al., 1998; CAMPOS et al.,2007).

Vaérios cuidados foram tomados para a validacdo desse trabalho bem como para
descartar a hipdtese de contaminacdo das amostras analisadas. A reacdo de nested PCR
aumenta o limite de detecc¢do viral e a chance de contaminacdo durante os procedimentos para
sua realizacdo (BELAK; THOREN, 2001; HAKHVERDYAN et al., 2004). A contaminacéo
intralaboratorial foi descartada pelo fato de haver uma barreira fisica entre as salas do pré e
pos-amplificado, ou seja, as salas eram separadas e distantes. Alguns cuidados foram adotados
durante os procedimentos, como 0 uso de aventais e propés descartaveis proprios em cada
sala. A reacdo de nested PCR era realizada na sala do pds amplificado dentro da capela de
fluxo laminar. A contaminacgdo das amostras pelas cepas prototipos utilizadas como controle

positivo, também foi descartada porque os VSRh seqiienciados diferiram dessas cepas.
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O total das amostras sequenciadas nesse estudo correspondeu a 64,7% (86/133) dos
VSRh amplificados pela técnica de nested PCR. A literatura revista mostra uma taxa de
sequenciamento variando entre 21,2% e 77% dos VSRh amplificados (CAMPOS et al., 2007,
MOURA et al., 2004, KUROIWA et al., 2005, ZLATEVA et al., 2007 BOTOSSO, 2002,
ANTONIASSI et al., 2008, PARVEEN et al., 2006).

Os critérios utilizados para a analise filogenética foram os critérios de MP e MV que
sdo aplicados para estudo sobre epidemiologia molecular dos virus (HUNGENES et al.,
2000). O método da MP procura por uma topologia de arvore filogenética que acomode o
menor nimero de mudangas de nucleotideos ou aminoécidos que ocupam uma determinada
posicdo na seqliéncia, para explicar a histdria evolutiva das unidades taxondmicas comparadas
(MIYAKI et al., 2001). Ja 0 método da MV requer um modelo probabilistico para o processo
evolutivo de substituicdo de nucleotideos. Fundamenta-se no principio de que o processo de
substituicdo de cada nucleotideo ocorre com uma razdo esperada, que pode ser estimada de
acordo com o modelo evolutivo adotado (YANG, 1997). Ressalta-se aqui 0 modelo evolutivo
que apresentou melhor valor de verossimilhanca entre os isolados do VSRhA e B, neste
estudo, foi 0 modelo Tamura Nei com distribuicdo gama (TAMURA; NEI, 1993).

A topologia das arvores obtidas pelos dois métodos indicou claramente a distin¢do em
dois subgrupos diferentes entre as sequéncias de VSRhA e VSRhB. As amostras foram
agrupadas sem uma ordem cronologica especifica, ou seja, amostras pertencentes a anos
diferentes foram agrupadas em um mesmo subgrupo ou em subgrupos diferentes. Esses
subgrupos co-circularam aleatoriamente durante todo o periodo de estudo. Em cada ano houve
a predominéncia de um ou dois subgrupos, como 0 GA5 e BA em 2004 e 2006 e 0 GA2 em
2007 e 2008. O subgrupo GA2 circulou durante todos os anos analisados, sendo detectado em
baixos niveis durante os trés primeiros anos, passando a ser o subgrupo predominante, dentro
do VSRh A, durante os anos subsequentes. O subgrupo GB3 foi detectado em baixos niveis
durante os anos de 2005 e 2006. O GA5 foi predominante nos anos de 2004, 2005 e 2006,
com declinio a partir de 2007 a ponto de ndo ser detectado em 2008. Essa alternancia de
subgrupos no decorrer dos anos pode proporcionar uma evasao da resposta imune
previamente existente e, consequientemente, facilitar a transmissdo viral e re-infeccOes
(BOTOSSO et al., 2009).
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Os resultados da circulagdo de subgrupos de VSRhA e VSRhB observados neste
trabalho estdo de acordo com os relatos da literatura apresentados em diversos paises nos
Gltimos anos. Estudos realizados na Argentina, Uruguai, Quénia, india, China, Jap&o, Suécia,
Estados Unidos e Bélgica descrevem que os subgrupos GA2 e GA5, 0s Unicos circulantes em
Fortaleza, séo os predominantes dentro do VSRhA (PERET et al., 1998,2000; SCOTT et al.,
2004; ARBIZA et al.,, 2005; GALIANO et al., 2005; VIEGAS; MISTCHENKO, 2005;
KUROIWA et al., 2005; PARVEEN et al., 2006; ZHANG et al., 2007; ZLATEVA et al.,
2007; RAFIEFARD et al., 2008)

Na Africa do Sul foi bem demonstrado o processo de predominéncia de um subgrupo
num determinado periodo que foi seguido pela crescente deteccdo de outro subgrupo até sua
completa predominancia. No ano de sua deteccdo inicial na Africa do Sul, o SAAL ja era
predominante, contudo o GA2 que ja circulara em 2008, tornou-se dominante em 1999 e 2000
(VENTER et al., 2001). O mesmo foi observado em Fortaleza, com 0 GA2 que gradualmente
substituiu o subgrupo GADS5, subgrupo predominante de 2004 a 2006. Nos anos de 2007 e
2008, o percentual de detec¢do do GA2 passou de 60% para 100%.

No Brasil, antes dessa dissertacdo, foram publicados dados de quatro estudos sobre a
epidemiologia molecular do VSRh. O primeiro deles analisou cepas de VSRh circulantes em
um Unico periodo epidémico (1999) na cidade de Salvador (MOURA et al., 2004). Os outros
sdo procedentes de Sao Paulo (capital) e Campinas (BOTOSSO, 2002; CAMPOS et al., 2007,
ANTONIASSI et al., 2008).

Apesar do grande numero de sequencias analisadas de VSRh de Fortaleza foram
identificados apenas dois subgrupos de VSRhA e dois subgrupos de VSRhB. Em Salvador,
por sua vez, apesar dessa andlise ter sido realizada em apenas 13 isolados de VSRhA e quatro
de VSRhB, foi verificada uma maior diversidade de subgrupos de VSRhA (GA2, GA5 e
GA7) e um namero igual de subgrupos de VSRhB (GB3 e SAB3). O estudo de Salvador
mostrou pela primeira vez na America do Sul a circula¢do dos subgrupos GA7 e SAB3, ndo
identificados entre o0s subgrupos circulantes em Fortaleza. O subgrupo SAB3 foi inicialmente
detectado na Africa do Sul entre os anos de 1997 e 2001 juntamente com os subgrupos SAA1
(VSRhA) e SAB1 e SAB2 (VSRh B) (VENTER et al, 2001). Estudo publicado
posteriormente ao de Salvador mostrou que o subgrupo SAB3 também circulou no Uruguai
durante os anos de 1985 e 2001 (ARBIZA et al., 2005). No Brasil a circulagdo dos subgrupos
SAB1 e SAB3 foi observada em Sao Paulo no ano de 2004 (CAMPOS et al., 2007).
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Contrastando, com a pequena diversidade de subgrupos de VSRhA observada em
Fortaleza, os resultados de um estudo de S&o Paulo mostram uma maior diversidade nesse
grupo. A andlise de 70 sequéncias de VSRh circulantes em Sdo Paulo de 1995 a 1998
identificou a circulacao de cinco subgrupos de VSRhA (GA1, GA2, GA3, GA5 e GAT7). Em
relacdo aos subgrupos de VSRhB em S&o Paulo, apenas o0 GB3 circulou nesse mesmo periodo
(BOTOSSO, 2002).

Alguns subgrupos de VSRhA e VSRhB tém sido detectados continuamente nos
estudos brasileiros. Nessa situacdo encontram-se GA2, GA5 e GA7 para 0s VSRhA e 0 GB3,
SAB3 e 0o BA (BOTOSSO, 2002; MOURA et al., 2004; CAMPOS et al., 2007;
ANTONIASSI et al., 2009). Outros por sua vez, foram detectados em algum ano em um
determinado local e sua circulacdo ndo foi relatada posteriormente. E o caso do GA1l e do
SABL, que circularam apenas em Sdo Paulo em 1996 e 2004, respectivamente (BOTOSSO,
2002; CAMPOS et al., 2007).

O subgrupo BA, também denominado BA like e B com insercdo, é caracterizado por
possuir uma duplicacdo de 60nt na posicdo de 781-840 na porcdo C-terminal do gene G. Ele
foi inicialmente identificado em VSRh circulantes em Buenos Aires, Argentina, durante o ano
de 1999 (TRENTO et al., 2003). A observacédo da circulagdo desse subgrupo ja é descrita em
paises como Uruguai, Japdo, Quénia, India, Bélgica e Brasil (NAGAI et al., 2004; SCOTT et
al., 2004; BLANC et al., 2005; KUROIWA et al., 2005; SATO et al., 2005; ZLATEVA et al.,
2005; PARVEEN et al., 2006; ANTONIASSI et al., 2008). A réapida disseminacdo desse
subgrupo a nivel mundial sugere uma vantagem seletiva em relacdo aos outros subgrupos de
VSRhB circulantes, que pode estar relacionada a capacidade de evasdo desse subgrupo aos
mecanismos de defesa do sistema imune. Sugere-se que os VSRh do subgrupo BA tenham
sido originados de um ancestral comum a partir de um ou multiplos eventos de duplicacao

que resultaram na insercdo desses 60 nucleotideos (TRENTO et al., 2006).

Um achado interessante nesse estudo foi a quantidade de VSRhB pertencentes ao
subgrupo BA. No Brasil, a circulagédo do subgrupo BA foi relatada a partir de 2004 em S&o
Paulo e Campinas, mas em nenhum desses dois estudos foi observada a predominancia desse
subgrupo como observado em Fortaleza (CAMPOS et al., 2007; ANTONIASSI et al., 2008).
Além da predominancia do subgrupo BA sobre o GB3 nos anos de 2004, 2007 e 2008,
observou-se a deteccdo exclusiva do subgrupo BA em 2006. Esse subgrupo néo foi detectado

apenas entre os VSRh circulantes e analisados de 2005.
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A predominéncia do subgrupo BA descrita neste estudo, também foi observada em
outros relatos de estudos da Bélgica, Argentina, India (PARVEEN et al., 2006; TRENTO et
al., 2006; ZLATEVA et al., 2007). Na Bélgica, a analise gendmica de VSRh circulantes em
dez periodos epidémicos consecutivos (1996-2006) mostrou a circulacdo do subgrupo BA em
seis dos dez anos. Esse mesmo estudo mostrou que o subgrupo BA foi o Unico subgrupo de
VSRhB circulante durante os anos de 2003-2004, 2004-2005 e 2005-2006, e 0 grupo
predominante nos anos de 2001-2002 e 2002-2003, embora tivesse circulado também no
periodo de 2000-2001 (ZLATEVA et al.,, 2007). Na Argentina, foi demonstrado que o
predominio de GB3 no periodo de 1995 a 2001 foi substituido pelo predominio de BA de
2002 a 2004 (GALIANO et al., 2005; TRENTO et al., 2006). Na India, durante os anos de
2001 a 2005, o BA foi o unico subgrupo de VSRhB circulante. Sua detec¢do ocorreu nos
periodos epidémicos de 2001-2002, 2003-2004 e 2004-2005, ndo sendo detectado durante o0s
anos de 2002-2003, pois nesse ano apenas 0 VSRhA circulou (PARVEEN et al., 2006).

Nesse estudo ndo foi verificado o surgimento de novos subgrupos, como observado
em estudos realizados na Argentina, Uruguai, Bélgica, Japao e Africa do Sul (VENTER et al.,
2001; TRENTO et al., 2003; BLANC et al., 2005; KUROIWA et al., 2005; ZLATEVA et al.,
2007). No Uruguai, a analise de seqliéncias de 76 VSRh do grupo B que circularam de 1985 a
2001, detectou a circulagéo de cinco subgrupos de B: SAB2, SAB3, GB1,GB3, GB4 e de dois
novos subgrupos identificados, como URU1 e o URU2, cujas caracteristicas de distin¢do de
outros subgrupos eram a duplicacdo de seis nucleotideos. A circulacdo desses novos
subgrupos foi confirmada em outro estudo uruguaio, ap6s analise de novas seqiiéncias de
VSRh que circularam entre 1999 e 2001 (ARBIZA et al., 2005; BLANC et al., 2005). A

presenca desses subgrupos ndo foi relatada ainda em nenhum outro estudo.

As maiores taxas de variabilidade de nucleotideos dos VSRhA e VSRhB foram
encontradas quando se comparou os VSRh circulantes em Fortaleza com as cepas protétipos
respectivas. Os VSRhA e VSRhB de Fortaleza divergiram acima de 12,2% e 13% em relacéo
a Long e CH18537, respectivamente. Um estudo realizado com VSRhA circulantes em
Havana nos anos de 1994 e 1995 mostrou um divergéncia de apenas quatro nucleotideos entre
as sequiéncias de VSRh daquela cidade e a cepa protdtipo Long (VALDES et al., 1998). Em
relacdo a esse aspecto, estudos realizados em outros paises mostram percentuais de
variabilidade entre VSRhA que circularam mais recentemente e a cepa Long mais proximos
aos descritos para as cepas de VSRhA de Fortaleza (COGGINS et al., 1998; PERET et al.,
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1998; PARVEEN et al., 2006). O isolamento politico de Cuba, € sugerido como um fator que
justifica essa pequena variagéo.

Quanto a variacdo intragrupos observou-se gque nas seqiiéncias analisadas de VSRh
circulantes em Fortaleza, as maiores taxas de variacdo de nucleotideos foram observadas para
0s subgrupos GA2 e GB3, o que contrasta com o observado em outros estudos onde as
maiores variagcOes sdo relatadas para os subgrupos GA5 e BA (PERRET et al.,, 1998;
BOTOSSO, 2002; PARVEEN et al., 2006).

A correlacdo genética entre os VSRh circulantes em Fortaleza € maior com os VSRh
circulantes no Brasil. Quando da publicacdo do primeiro estudo sobre epidemiologia
molecular de VSRh circulantes no Brasil, verificou-se que a maior correlagdo genética entre
0os VSRh de Salvador e os VSRh circulantes no Uruguai e Argentina nos anos anteriores
(1989 a 2001) (MOURA et al., 2004). Isso mostra a maior correlacdo entre VSRh circulantes
em areas geogréaficas mais proximas e sugere que a disseminagdo do virus pode ter se
originado em qualquer um dos locais de estudo. Com as informagGes sobre a sazonalidade do
VSRh apresentadas nesse estudo, através das quais fica bem caracterizado que os periodos
epidémicos de VSRh ocorrem mais cedo em Fortaleza que nas regides sudeste do Brasil e nos
paises do Cone Sul da América do Sul, pode-se sugerir que os VSRh disseminem-se a partir
de Fortaleza. Para que isso possa ser comprovado €é essencial que se realizem estudos com

VSRh circulantes nesses diferentes locais durante os periodos epidémicos de um mesmo ano.

Quando analisadas as taxas de substituicdes sinbnimas e ndo sinbnimas neste estudo,
observou-se que média das taxas de muta¢fes ndo sindnima e sindnimas (dN/dS) dos VSRhA
foi proximo a 1 (0,9899) sugerindo uma pressdo seletiva favoravel a mudancas de
aminoéacidos. Porém, os VSRhB apresentaram uma baixa taxa de dN/dS sugerindo que estes
virus estdo estreitamente relacionados e a pressdo seletiva, neste caso, é negativa ou neutra, no
que se refere a substituicdes de aminoacidos. Essa mudanca na sequéncia nucleotidica
gerando mudancas de aminoacidos pode ser utilizada como fator adaptativo para o virus, ou
seja, a progénie viral podera preservar tal mudanca e disseminar-se mais facilmente (CANE;
PRINGLE, 1995; YANG, 1997). A alteracbes que vé@o ocorrendo simultaneamente ou
progressivamente nas sequéncias do VSRh permitirdo o escape desse virus aos mecanismos
do sistema imune do hospedeiro (VENTER et al., 2001; PARVEEN et al., 2006; BOTOSSO
et al., 2009).
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Os sitios de glicosilacdo tipo N e O podem afetar a ligacdo dos anticorpos a proteina
G, relacionada a protecdo do virus ao sistema imune do hospedeiro (CANE et al., 1991,
ROCA et al., 2001). Esses sitios de glicosilacdo vém sendo descritos para ambos 0s grupos de
VSRh (JOHNSON et al., 1987; ROCA et al., 2001; PARVEEN et al., 2006). A fregliéncia e o

padrdo de identificacdo desses sitios diferem entre esses dois grupos antigénicos.

Neste estudo, o VSRhA apresentou quatro sitios de glicosilacdo tipo N, sendo dois
deles conservados em todas seqiiéncias analisadas. Em Mocambique, também foi observada a
conservacao de dois sitios de glicosilacdo tipo N nos VSRhA analisados, sugerindo a maior

variabilidade desse grupo devido a presenca desses sitios (ROCA et al., 2001).

Nos VSRhA analisados nesse estudo, foram observadas trés repeticGes de aminoécidos
conservados entre todas as sequiéncias analisadas, possivelmente associadas a ligagcdes O-
glicosidicas, porém nenhuma dessas repeti¢cdes ocorreu entre 0s VSRhB. As diferencas entre
os VSRh, a nivel de aminoacido, podem ser amplificadas pelas mudancas ocorridas nesses
sitios de glicosilacdo, sugerindo uma vantagem evolutiva para o virus através da adicdo de
novos sitios (ROCA et al., 2001; ZLATEVA et al., 2004; ZLATEVA et al., 2005; PARVEEN
et al., 2006).

Em estudo recente foi demonstrado que variaces nas seqiiéncias de aminoécidos da
proteina G do VSRh, por exemplo a substituicdo de uma prolina por uma leucina em uma
determinada posicdo, pode levar a persisténcia daquela “variante” viral, através de sua
progénie, na populacdo que sera susceptivel a infec¢bes por esse virus que apresenta novas
caracteristicas. O sistema imune de individuos daquela populagdo vai respondendo
gradativamente de forma mais eficaz até que o virus retorna ao que era antes da variagdo de
aminoacidos. Esse mecanismo de escape ou mecanismo evolutivo foi denominado nesse
estudo como flip-flop, 0 que mostra que para infectar o virus sofre alteracdes genéticas e para
ser selecionado e continuar circulando ele deve retornar &s suas caracteristicas iniciais ou
adquirir novas mudancas (BOTOSSO et al., 2009).

O presente estudo gerou os primeiras dados sobre a epidemiologia molecular dos
VSRh circulantes em Fortaleza e permitiu caracterizar de forma mais clara aspectos sobre a
sazonalidade desse virus que sdo essenciais para o estabelecimento de diretrizes relacionadas
ao uso do Unico agente disponivel para prevencdo de infecgdes respiratdrias graves causadas

pelo VSRh em criangas de risco.
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6. CONCLUSOES

O VSRh foi o virus mais freqiientemente detectado em IRA na populagéo de estudo o
que confirma a importancia desse virus como agente etiologico dessas infecgbes em
criancas de Fortaleza;

Os periodos epidémicos de VSRh apresentaram ocorréncia anual relacionada a estacao
chuvosa;

Observou-se uma variacdo no numero de IRA causadas pelo VSRh em cada periodo
epidémico;

O inicio, o fim e a duracédo de cada periodo epidémico de VSRh foi variavel;

Durante o periodo analisado houve a co-circulacdo dos grupos e subgrupos do VSRh
com a predominancia do VSRhA em todos os anos analisados;

O subgrupo BA foi predominante nos VSRhB,;

Os subgrupos de VSRh circulantes em Fortaleza apresentam maior correlacdo genética
com 0s VSRh que circularam em outras regifes brasileiras;

Nas seqiiéncias de VSRhA, algumas substituicdes de nucleotideos geraram
substituicdes ndo sinbnimas demonstrando uma possivel pressao seletiva positiva

sobre 0s virus.
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Anexo | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Perfil Epidemiolégico das Infec¢es Por Virus Sincicial Respiratério Humano
em Criancas Atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin.

Estamos fazendo uma pesquisa para conhecer as caracteristicas das viroses
respiratorias em criangas com doencas respiratorias agudas (gripe, bronquite, pneumonia ou
outras doencas semelhantes), atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin. Essas viroses
causam, todos os anos, doencas em um grande namero de criancas e adultos, e esta pesquisa
busca saber mais sobre essas doencas, para tentar ajudar nas medidas de controle, como
vacinacOes ou tratamentos. Para isso, estamos pedindo sua colaboracao.

Neste estudo, colhemos o material para exame pela aspiracdo de uma pequena
quantidade de secrecdo através das narinas da crianga. Além disso, preenchemos uma ficha
com as informacdes dadas pela mée ou pelo responsavel pela crianca, e pelo médico que a
atendeu. A mé&e ou responsavel fica na sala durante a coleta. Esse procedimento geralmente
ndo doi, mas pode causar desconforto a crianca, e ela pode chorar durante a coleta.
Raramente, pode ocorrer aspiracdo de secre¢cdo com sangue por pequeno trauma (machucado)
na mucosa nasal. O responsavel pela crianca ou 0 médico que a atendeu poderéo ter acesso ao
resultado do exame.

Em caso de duvida ou solicitacdo do resultado, o (a) senhor (a) pode entrar em contato
com Anne Carolinne Bezerra Perdigao, telefone n°® 86071332, ou 3366-8303.

Esclarecemos que a participacdo neste estudo € voluntaria (ninguém € obrigado a
participar), e que a pessoa pode desistir de participar a qualquer momento, sem prejudicar o
atendimento no hospital. As informacBes obtidas na pesquisa sdo confidenciais e sO serdo
divulgadas em eventos e publicacdes cientificas da area da saude, sem dizer o nome dos
pacientes.

Eu, , declaro que,
apos ter sido esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, concordo
em deixar o menor de idade
participar deste protocolo de pesquisa, sendo eu o seu responsavel legal.

Fortaleza, de de 200

Assinatura do Responsavel pela Crianga
Pesquisadora: Anne Carolinne Bezerra Perdigdo — Rua Acapulco, 140, Itapery
Tel.: 34917785 End. Eletronico: krolbio@hotmail.com
Orientadora: Dra. Fernanda Edna Araujo Moura —Tel. 41412487
End. Eletronico: fernandaedna@terra.com.br
(1% Via — Pesquisador; 2% Via — Paciente)
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Anexo Il — Ficha Epidemiolégica

Projeto: Perfil Epidemiologico das Infec¢cdes Respiratorias Agudas Causadas Virus
Sincicial Respiratério Humano em Criangas Atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin
DADOS PESSOAIS
Nome do Paciente:

Bairro: Telefone: Pessoa p/ Contato:

Data de nascimento: Idade: Sexo: ()Feminino ( )Masculino
Local de atendimento: ( )Ambulatério ( ) Emergéncia ( ) Observacédo ( ) Enfermaria
Prontuério: Leito: Bloco:

HISTORICO DO PACIENTE
N&o Mamou ( ) Mamou <6 Meses ( ) Mamou >6 meses ( ) AindaMama ( )
Vacinagdo: EmDia ( ) Atrasada ( )

12 Vez que Cansa: Sim () N&o ( ) Idade em que Cansou pela 12 vez:

Internacdo Anterior por Problema Respiratorio: Sim () Ndo () N°de vezes

A crianca esta faltando aula pela doenca atual? Sim ( ) Nao ( ) N° de dias

Auséncia no trabalho pela doenca atual? Sim( )  Nao( ) N°de dias

Doencas Associadas:  Sim () Néo ( ) Qual

HISTORICO FAMILIAR
Historia de Cansago na Familia: ( ) Sim ( ) Ndo Identificar parentesco:
Outro Familiar com IRA: Sim () Né&o ( ) Quantas:

EXAME FISICO E ASPECTOS CLINICOS

Peso: Temperatura: FR:
Queixa Principal:
Tempo de Inicio dos Sintomas:
Coriza ( ) Obstrucdo Nasal ( ) Espirros ( ) Tosse( ) Dorde garganta( )
Febre ( ) Dornocorpo( ) Rouquiddo( ) Anorexia( ) Vomitos ( ) Diarréia(
) Convulsdes ( ) Estridor( ) Exantema ( ) Conjuntivite ( ) Dor de ouvido ( )
Cianose ( ) Batimento da asa do nariz () Dispnéia ()

Ausculta Pulmonar: Roncos () Sibilos () Estertores () Normal () Na&o realizada ()
Tiragem Intercostal ( ) Tiragem Supraesternal / subcostal ( )

Orofaringe: ( ) Nao examinada ( ) Normal ( ) Hipermia ( ) Hipertrofia de amigdalas ( )
Pontos purulentos na orofaringe ( )Vesiculas

Raio X do torax: Sim () Néo ()

( ) Normal ( ) Condensagdo ( ) Infiltrado intersticial ( )Hiperinsuflagéo

Outros:

TRATAMENTO INSTITUIDO PELO MEDICO

Antitérmico ( ) Antibidtico ( ) Aerossol ( ) Salbutamol ( ) Corticoide ( ) Sol.
fisiologica nasal () Cateter de O, ( ) Oxi-Hood ( ) Ventilagdo Mecénica ( )
Adrenalina ()  Fisioterapia respiratoria ( )

Outros

Crianca encaminhada para internamento em outro hospital: ( ) Sim ( ) N&o

Prescricdo de medicacgdo para tratamento em casa: ( ) Sim () Nao

Data de admisséo: Data da alta: Dias de internacéao:

Hipotese diagndstica:
Diagnostico na folha da alta hospitalar:
Obito: ( ) Sim () Nao
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Anexo Il — NUmero de acesso ao GenBank das amostras utilizadas

para comparacao e realizacéo das analises filogenéticas do VSRh.

Grupo A

Amostra
Long

BE-369-90
BE-191-90
BE-138-90
BE-8078-92
BE-119-87
BE-307-87
BE-3785-87
BE-305-89
BE-6460-91
BE-1440-92
Mon1-87
Mon-9-91
Mon-7-91
Mon-9-92
Mon/8/92
Mon-1-92
Mad-1-89
Mad-3-89
Mad-4-90
Ken/4/03
Ken/16/03
Ken/5/03
Ken/19/03
Ken/260/02
Ken/44/03
Ken/43/03
Ken/262/02
Ken/56/03
Zhejiang/04/004
Zhejiang/04/003
Zhejiang/04/002
Zhejiang/04/001
sal/54/99
sal/74/99
sal/108/99
sal/81/99
sal/173/99
sal/82/99
sal/138/99
Sal/154/99
Sal/151/99
sal/136/99
sal/149/99

NUmero de Acesso

M17212

AY 343659
AY343659
AY 343658
AY 343657
AY 343656
AY 343655
AY 343654
AY 343653
AY343652
AY343651
733421
Z33431
733429
733432
Z33430
733423
733412
Z33415
Z33416
AY660679
AY660678
AY660677
AY660676
AY660675
AY660674
AY660673
AY660672
AY660671
AY728170
AY728169
AY728168
AY728167
AY472102
AY472097
AY 472096
AY472095
AY472094
AY472093
AY472092
AY472091
AY472090
AY472089
AY472088



Grupo B

sal/140/99
sal/87/99
CH28
CH17
CHO09
TX69564
TX69343
TX68532
TX68841
TX67951
NY20
NY108
NY103
MO55
MO48
MO16
MO15
Beijing/A/04/02
Beijing/A/04/01
Beijing/A/01/10
Beijing/A/01/05
Beijing/A/01/01
BA/6122/01
BA/6091/01
BA/5952/01
BA/5948/01
BA/5081/00
BA/5066/00
BA/5049/00
BA/5046/00
BA/5017/00
ARG1711-02
ARG1692-02
ARG1628-02
ARG1541-02
ARG1296-02
ARG1141-02
ARG958-02
ARG753-02
ARG180-02

Amostra
CH 18537

NG-062-03
NG-016-02
NG-153-03
Ken/2/03
Ken/23/03
Ken/12/03
Ken/29/03
Ken/253/02
Ken/9/00

AY 472087
AY 472086
AF065256
AF065255
AF065254
AF233923
AF233922
AF233921
AF233920
AF233919
AF233918
AF233917
AF233916
AF233915
AF233914
AF233913
AF233912
DQ289601.1
DQ289600.1
DQ289599.1
DQ289598.1
DQ289597.1
AY667096
AY667095
AY667094
AY667093
AY667092
AY667091
AY667090
AY667089
AY667088
AY910810
AY910809
AY910808
AY910807
AY910806
AY910805
AY910804
AY910803
AY910802

NuUmero de Acesso

M17213

AB175823
AB175822
AB175821
AY660684
AY660683
AY660682
AY660681
AY660680
AY524578

97



Ken/1/00
Ken/4/00
Ken/2/00
Ken/1/99
Ken/109/02
Ken/259/00
Ken/13/03
Sal/122-99
sal/83/99
sal/141/99
sal/84/99
S0004
VG72501
V2004K01
V0041KS01
G36S01
193KS01
1802737S01
0227KS01
0219KS01
0216KS01
0140KS01
0137KS01
0112KS01
0072S01
0064501
G31S01
G19s01
(G94s01
G7S01
G102s1
Ab3062C01
Ab3064C01
Ab5075P01
Ab5078P01
Ab27CT00
Ab41CTO00
Ab17BL00
SA98D1656
SA0025
SA98V602
SA99V439
SA99V1325
SA99V800
SA98V220
SA98D941
SA98V268
SA97D934
CH10b
CH93-9b
CH93-18b
CH93-53b
TX69208
NY97
NYO1
MO53
MO35

AY524577
AY660576
AY524575
AY524574
AY524573
AY773291
AYT773292
AY472098
AY472101
AY472100
AY472099
AB117522
AY?226537
AY?226536
AY?226535
AY?226534
AY?226533
AY226532
AY226531
AY?226530
AY?226529
AY226528
AY?226527
AY?226526
AY 226525
AY226524
AY?226523
AY?226522
AY226521
AY?226520
AY?226519
AY146444
AY146443
AY146442
AY146441
AY 146440
AY146439
AY146438
AF348826
AF348825
AF348824
AF348823
AF348822
AF348821
AF348820
AF348819
AF348818
AF348817
AF065250
AF065251
AF065252
AF065253
AF233933
AF233932
AF233931
AF233930
AF233929
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MO30
CN3521
CN1839

BE/400/91
BE/45/91
BE/66/91

BE/12308/96
BE/12160/02
BE/12031/99
BE/975/02
BE/11754/00
BE/12228/98
BE/14364/98
BE/11712/93
BE/7374/92
BE/283/00
BE/12252/96
BE/12624/96
BE/11900/96
BE/2098/00
BE/618/00
BE/522/93
BE/12817/03
BE/788/04
BE/12973/03
BE/13058/03
BE/13457/03
BE/920/03
BE/920/03
BE/12358/02
Moz/204/99
Moz/267/99
Moz/46/99
Moz/26/99
Moz/197/99
Moz/211/99
QUE/50/02-03
QUE/43/02-03
QUE/29/01-02
QUE/18/02-03
BeijingB/04/11
Beijing/B/04/66
BA/1526/04
BA/493/04
BA/354/04
BA/5021/03
BA/4909/03
BA/4852/03
BA/4830/03
BA/4825/03
BA/693/03
BA/1326/99
BA/1607/04
BA/524/04
BA/100/04
BA/6564/03
BA/5140/03

AF233928
AF233927
AF233926
AY751275
AY751274
AY751273
AY751272
AY751271
AY751270
AY751269
AY751268
AY751246
AY751245
AY751244
AY751243
AY751242
AY751241
AY751240
AY751239
AY751238
AY751237
AY751236
AY751091
AY751090
AY751089
AY751088
AY751087
AY751086
AY751085
AY751084
AF309684
AF309683
AF309682
AF309681
AF309680
AF309679
AY927404
AY927403
AY927402
AY927401
DQ289649
DQ289648
DQ227408
DQ227407
DQ227406
DQ227405
DQ227404
DQ227403
DQ227402
DQ227401
DQ227400
DQ227398
DQ227397
DQ227396
DQ227395
DQ227394
DQ227393
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Anexo IV — Alinhamento de nucleotideos das seqtiéncias de VSRh

isoladas entre 2004 e 2008 pertencentes ao grupo A
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Anexo V — Alinhamento de nucleotideos das sequéncias de VSRh

isoladas entre 2004 e 2008 pertencentes ao grupo B.
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Anexo VI — Alinhamento de aminoacidos das sequiéncias de VSRh

isoladas entre 2004 e 2008 pertencentes ao grupo A.
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Anexo VIl — Alinhamento de aminoacido das seqtiéncias de VSRh

isoladas entre 2004 e 2008 pertencentes ao grupo B.
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ABSTRACT

In this study RSV activity was reviewed by analysing of data collected during five
years of active surveillance of viral respiratory infections in a cohort of children treated in a
public hospital in Fortaleza. RSV infections were diagnosed using of indirect
immunofluorescence on nasopharyngeal aspirates collected from children with acute
respiratory infection. RSV was detected in 456 of 2885 samples collected. Local virology data
showed a consistent pattern in the annual cycle of RSV associated with the rainy season
throughout the observation period. The beginning and intensity of RSV activity varied in the
surveillance years, but always ended in July.

Key words: respiratory syncytial virus- acute respiratory infections- surveillance- Brazil



INTRODUCTION

Acute respiratory infections (ARI) by viruses are a leading cause of morbidity and
mortality in children worldwide. Respiratory syncytial virus (RSV) accounts for a substantial
proportion of these infections (Rodriguez et al. 2007; Nokes et al. 2008; Pecchini et al. 2008;
Tang et al. 2008; Di Carlo et al. 2009). However, there is no safe and effective vaccine to
prevent infections caused by this agent. Specific treatment of RSV infections in high-risk
children using the passive antibody therapy has been limited in developing countries such
Brazil due to its cost (Weckx et al. 2009). The understanding of RSV epidemiology is crucial
to the effective monthly application of available prophylactic drug during the RSV season.

RSV epidemics occur yearly during winter and early spring in temperate climates and
during the rainy season in some tropical climates; elsewhere, the timing of RSV activity can
vary widely (CDC 2006; Moura et al. 2006; Oliveira et al. 2008).

The aims of this study were: (1) to describe seasonal RSV activity in Fortaleza, (2) to
analyze the variability in the onset, end and duration of epidemic periods for five consecutive
years, and (3) to describe the eventual correlation between the activity of RSV and other
viruses analyzed.

MATERIAL AND METHOS

This study reviewed data collected from an active surveillance of viral respiratory
infections from January 2004 to December 2008. The patients included in this study were
children and teenagers (0 to 16 years old) with acute respiratory symptoms, who were treated
at the emergency department and pediatric wards of Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), a
public and teaching hospital where care is provided to children from low income families
living in Fortaleza and other cities in the state of Ceara. Patients were included in the study if
they had one or more of the following symptoms with or without fever (> 37.5° C): cough,
coryza, sore throat, earache, breathing difficulty, stridor and / or wheezing within seven days

of onset. Demographic and clinical information was recorded in standardized data.



Nasopharyngeal aspirates were obtained from the patients, as describes previously
(Moura et al. 2003). They were analyzed by indirect immunofluorescence assay performed
using the Respiratory | Viral Screening and Identification kit (Chemicon International, Inc.,
Temucula, CA, USA) following the manufacturer’s instructions, to detect antigens of the
following respiratory viruses: PIV-1,2 and 3, RSV, Influenza A and B, and adenovirus.
Samples collected since January 2006 to December 2008 were also tested for MPV by
indirect immunofluorescence assay, as described previously (Ribeiro & Moura 2008).

RSV was considered to be actively present when there were > 10% positive RSV tests
for a given week. The onset of the epidemic period was defined as the first of two consecutive
weeks with at least 10% positive tests; the end of season was defined as the last week of at
least 10% positive tests preceding two consecutive weeks of less than 10% positive tests
(CDC 2006).

Descriptive statistics (mean, standard deviation, and the Student test were used for
univariate analysis. Comparisons were performed using the Fisher exact test and Pearson’s 2
for categorical variables. All p values were considered significant if < 0.05. Spearman’s
correlation test was used to correlate the total number RSV infections and other viral
infections.

ETHICS

This study was approved by the Ethics Committee of HIAS (resolution 011/08). Parents or legal
guardians provided signed informed consents for inclusion of children in the study.

RESULTS

A total of 2885 samples of nasopharyngeal aspirates were collected during the five-
year study. An average of 11 samples was collected each week with a maximum of 39 NPA
and a minimum of one NPA during the extended public holidays (Carnival, Easter and
Christmas). A total of 887 viruses were detected in samples analyzed. Of these, 456 tested
positive for RSV infection, which suggested an incidence rate of = 15.8%. Table I summarises

the results of the surveillance of viral ARI during the period of study. The viruses most



frequently detected in the study were RSV (15.8%), metapneumovirus (7.1%), influenza A
(3.8%), parainfluenza 3 (3.4%), adenovirus (1.5%), parainfluenza 1 (0.7%), influenza B
(0.4%), and parainfluenza 2 (0.1%). Coinfection with two kinds of virus was identified in 17
samples, 12 (70.5%) of them showed coinfection with RSV and other viruses.

Intense viral activity was seen during some of the RSV epidemic periods. About
37.8% of the total of other viruses detected during the entire period of study circulated during
the RSV epidemic periods. There was intense variability in circulation of these viruses as
shown in Table Il. There was statistically significant association of RSV epidemics with
circulation of influenza virus in 2004, 2006 and 2007 (p < 0.0001). Similar association
between RSV and metapneumovirus occurred in 2006 and 2007 (p < 0.0002).

More than one peak of ARI was observed in all years of study, the first and major
always occurring in association with rainy period (p < 0.0001). RSV epidemic periods
occurred inside of this major peak of occurrence of ARI (p < 0.0001). In Figure 1 the noted
statistically significant association between occurrence of the major peak of ARI, rainy season
and RSV seasons (p < 0.0001) is clearly shown.

During the five-year study a considerable variation was noted in the number of RSV
detected, at the onset and duration the RSV epidemic periods. The weekly distribution of RSV
infections in the epidemic periods during the period of study is shown in Figure 2. No RSV
cases were detected before the 3 week or after the 30™ week. There was a difference in the
median of RSV infections during the five epidemic periods, with a maximum of 102 in 2004
and a minimum of 79 in 2006. In 2005 and 2007 RSV was actively present in the 13" and 6"
week, respectively, although the RSV season was started only two (2005) and five (2007)
weeks later. In the other years, the onset of RSV activity coincided with the RSV season. The

onset, end and duration of each epidemic period are showed in Table II1.



DISCUSSION

We used retrospective, population-based, laboratory-confirmed active surveillance to
define precisely the RSV epidemic periods and the simultaneous circulation of other viruses.
The assessment of the cohort revealed that RSV was the major pathogen accounting for
15.8% of the ARI and 51.4% of the total viral pathogens, according to some previous reports
(Rodriguez et al. 2007; Di Carlo et al. 2009).

The definition of the RSV epidemic period used in this study follows the same criteria
used in surveillance systems for RSV in the United States (CDC 2006). The presentation of
these results using these criteria distinguishes this study from other Brazilians who show only
a monthly distribution of cases of RSV and ARI. Thus the data presented here emphasize the
regularity of the activity of RSV in Fortaleza, in addition to showing annual variations in the
number of cases of infection in the onset and duration of each epidemic period, as shown in
other studies (Light 2007; Boron et al 2008; Wilfret et al. 2008).

RSV infections were detected in a restricted period of each year, which the onset was
variable but the end always occurred in July. The majority of the RSV infections occurred in
the first half of each year. A significant number of RSV infections in the second half of the
year was observed only in 2005, when 22 cases were detected in July. In fact, July was the
month when the last cases of RSV infections were detected in all years of study. This finding
disagrees of an early study that showed RSV circulation in Fortaleza in August in two years
(Moura et al. 2006).

Our study confirms that the RSV seasons occur in association with the rainy season
usually from March to June. This association, already demonstrated in another study, it is not
observed in studies conducted in cities of the south and southeast of the country where the
association is made with periods of lower temperatures (Moura et al. 2006; Tsuchiya et al.
2006; Ricetto et al. 2009; Nascimento et al. 1991). The seasonal regularity of RSV in

Fortaleza differs from patterns exhibited in other Brazilian Southeast cities, in which RSV



activity has not coincided with the epidemic period (Checon et al. 2002; Oliveira et al. 2008;
Pecchini et al. 2008). Other studies performed in places with a tropical climate have shown
that RSV may occur in all months of the year, with a clear peak in restricted period of time,
sometimes associated to rainy season or to other climatic factors such humidity and
temperature (Omer et al. 2008; Rodriguez et al. 2007; Shek & Lee 2003).

A recent analysis of a novel system of surveillance of RSV in the United States
revealed that the start time of epidemics, their duration and severity varied considerably from
area to area and year to year (Boron et al. 2008). The unique characteristics of the RSV
seasons in Florida have been used to investigate the standard US recommendations for RSV
prophylaxis with palivizumab are appropriate in that state (CDC 2006; Bauman et al. 2007).
The high costs for the use of palivizumab and lack of routine laboratory diagnosis to confirm
the etiology of viral respiratory infections are factors that limit the use of palivizumab in
Brazil (Weckx et al. 2009). However, one of the most important steps for use of palivizumab
is the knowledge of the temporal pattern of activity of RSV. In Fortaleza, therefore, the
regular pattern of occurrence of RSV has been well demonstrated, whether the results in this
study or in a prior, which facilitates the adoption of a period for use of palivizumab in the
prophylaxis of RSV infections in patients at risk (Moura et al. 2006).

The relatively high incidence of RSV infections reported here in association with an
intense activity of other viruses, mainly metapneumovirus and influenza viruses provides
further evidence of the contribution of RSV to ARI and of the significant burden that it may
represent to health care systems.

There were two major limitations in our study. First, this retrospective study focused
mainly on patients treated at emergency rooms (89%). Studies that analyze RSV infection
incidence in hospitalized patients present higher detection rates of the virus. Second, this

study only represents results of a tertiary hospital in Fortaleza. A comprehensive study



involving local clinics, primary care medical centers and regional hospitals will provide more
details of RSV infections in Fortaleza.

RSV accounts for a substantial proportion of ARI in the study population.
Characterization of the RSV season at the local level has important implications for

appropriate decisions on the time period for administration of specific treatment.
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Figure 1. Monthly occurrence of total acute respiratory infections, RSV infections and rainfall

in Fortaleza, Brazil, from January 2004 to December 2008.
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Figure 2. Weekly distribution of respiratory syncytial virus infections during the epidemic

periods by year of study.
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Table |
Number and percentage of respiratory specimens testing positive for respiratory syncytial
virus and other viruses analyzed in Laboratory of Virology of Federal University of Cearg,

from January 2004 to December 2008.

Year Tested samples RSV positive Other viruses*
n (%) n (%)
2004 411 102 (24.8%) 58 (14.1%)
2005 492 97 (19.7%) 70 (14.2%)
2006 653 79 (12%) 90 (13.7%)
2007 623 89 (14.3%) 118 (18.5%)
2008 706 89 (12.6%) 95 (13.4%)
Total 2885 456 (15.8%) 431 (14.9%)

*Adenovirus, parainfluenza virus 1, 2 and 3, influenza A and B, and metapneumovirus

Table Il

Viruses circulating during respiratory syncytial virus epidemic periods from 2004 to 2008.

Year/virus MPV ADV FluA FluB PIV1 PIV2 PIV3 Total

2004 - 4 29 1 - - 3 37
2005 - 2 1 - - - 3 6
2006 33 1 17 - - - - 51
2007 24 6 12 4 3 - 3 52
2008 7 3 1 - - 1 5 17
Total 64 16 60 5 3 1 14 163

Metapneumovirus (MPV), adenovirus (ADV), influenza A (Flu A), influenza B (flu B),

parainfluenza virus 1 (PIV 1), parainfluenza virus 2 (PIV 2), parainfluenza 3 (PIV 3)



Table I11. Onset, duration and end of respiratory syncytial virus epidemic periods in Fortaleza

from January 2004 to December 2008.

Year Onset Offset Duration (weeks)
2004 February 11, week 6 July 19, week 29 24
2005 May 4, week 18 July 19, week 29 12
2006 March 29, week 13 July 8, week 27 15
2007 March 13, week 11 July 10, week 28 18

2008 April 22, week 17 July 30, week 30 14




