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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério Humano (VSRh) é o principal agente viral causador de
infeccdes respiratdrias agudas do trato respiratorio inferior em criancas de até cinco anos de
idade. A exemplo dessas infeccdes pode-se citar a Pneumonia Adquirida na Comunidade
(PAC) que representa uma das principais causas de Obito entre as doencas infecciosas nessa
faixa etaria. Os objetivos desse estudo foram verificar o percentual de deteccdo de VSRh em
casos de PAC na cidade de Fortaleza, Ceara — Brasil, nos anos de 2010 e 2011 através das
técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e da reacdo em cadeia da polimerase precedida
de transcrigdo reversa do RNA viral (RT-PCR), além de verificar se ha diferenga significativa
na epidemiologia e sazonalidade do VSRh quando comparados os resultados entre as técnicas
utilizadas. Das 483 amostras de PAC, 195 (40.37%) foram diagnosticadas em 2010 e 288
(59.63%) em 2011. Do total, 55 amostras (11.38%) foram positivas para VSRh pela técnica
de IF1 e 97 (20.08%) pela técnica de RT-PCR. Houve um aumento significativo de 43.29%no
total de amostras positivas para VSRh por RT-PCR, quando comparado com a técnica de IFI
(p=0,0000).A RT-PCR apresentou sensibilidade, especificidade, concordancia e valor
preditivo positivo e negativo de 94.54%, 89.48%, 62.82%, 53.60% e 99.22% respectivamente.
Observou-se que VSRh nédo seguiu 0 mesmo padrdo sazonal quando comparados os anos de
2010 e 2011. Os casos positivos de 2011 aconteceram principalmente nos meses de margo e
abril, trés meses antes dos casos positivos de 2010, que ocorreram nos meses de maio, junho,
julho e agosto (p=0,0000). Observou-se que o pico de positividade esteve correlacionado com
0 periodo chuvoso, mas ndo necessariamente com todos os picos de chuvas do ano
correspondente e ainda que a positividade entre as duas técnicas apresentou picos em meses
distintos.A ocorréncia do VSRh na cidade de Fortaleza mostrou um padrdo sazonal associado
ao periodo chuvoso por ambas as técnicas. A técnica de RT-PCR mostrou-se mais sensivel na
deteccdo de casos de PAC por VSRh quando comparada a IFI, possibilitando uma melhor
identificacdo do agente viral e permitindo uma melhor caracterizagdo da extenséo dos

periodos epidémicos do virus.

Palavras-chave: Pneumonia, Virus Sincicial Respiratério, Imunofluorescéncia, RT-PCR



ABSTRACT

The Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is the leading cause of acute respiratory
infection, lower respiratory tract infections in children under five years old viral agent. The
example of these infections can quote the Community Acquired Pneumonia (CAP) is the
leading cause of death among infectious diseases in this age group. Correct identification of
the causative agent of CAP is important for the institution of correct treatment, thus avoiding
the misuse of antibiotics and preventing hospital infections. The objectives of this study were
to assess the percentage of detection of HRSV in cases of CAP in the city of Fortaleza, Ceara
- Brazil, in the years 2010 and 2011 through the immunofluorescence assay (IFA) and
polymerase chain reaction preceded transcription reverse viral RNA (RT-PCR), and check for
significant differences in the epidemiology and seasonality of HRSV compared the results
between techniques. Of the 483 samples of CAP, 195 (40.37 %) were diagnosed in 2010 and
288 (59.63 %) in 2011. Of the total, 55 samples (11:38 %) were positive for HRSV by IFA
technique and 97 (20.8%) by RT - PCR. A significant increase of 43.29 % in total samples
positive for HRSV by RT-PCR when compared to the IFA technique (p = 0.0000). RT - PCR
showed a sensitivity, specificity, agreement and positive and negative predictive value of
94.54 %, 89.48 %, 62.82 %, 53.60 % and 99.22 % respectively. It was observed that HRSV
did not follow the same seasonal pattern when comparing the years 2010 and 2011. Positive
cases 2011 occurred mainly in the months of March and April , three months before the 2010
positive cases , which occurred in the months of May, June , July and August (p = 0.0000). It
was observed that the peak positive was correlated with the rainy season, but not necessarily
all peaks of rainfall of the year in which the positive and even between both techniques
showed peaks at different months. The occurrence of HRSV in Fortaleza showed a seasonal
pattern associated with the rainy season for both techniques. The RT -PCR was more sensitive
in detecting cases of CAP caused by HRSV compared to the IFI , enabling better
identification of the viral agent and allowing a better characterization of the extent of the

epidemic virus periods.

Keywords: Pneumonia, Human Respiratory Syncytial Virus, immunofluorescence, RT-PCR.
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1 INTRODUCAO

1.1 INFECCOES RESPIRATORIAS E PNEUMONIA ADQUIRIDA NA COMUNIDADE

As infeccbes respiratoriasagudas (IRAs) podemocorrer em qualquerparte do
sistemarespiratorio e sao classificadas de acordo com o sitio anatdmico acometido. A infecgédo
das vias aéreas superiores (IVAS) é o tipo mais comum e compreendea rinofaringite,
faringite, amidalite, rinossinusite e otite. A infeccdo das vias aéreas inferiores (IVAI)
compreende a bronquite, bronquiolite aguda, laringotraqueobranquite, broncopneumonia e a
pneumonia (UNICEF, 2006; WHO, 2013).

A pneumonia adquirida na comunidade (PAC) é uma infeccdo aguda do parénquima
pulmonar que ocorre em pacientes fora do ambiente hospitalar, ou seja, acomete individuos na
comunidade ou nas primeiras 48 horas de internacdo(SBPT, 2007). A PAC constitui-se na
principal causa de dbito por doencas infecciosas em criangas principalmente em menores de
cinco anose estd associada a altas taxas de morbidade e mortalidade nessa faixa etaria
(CHAUVET et al., 2010; RODRIGUES et al.,2011). A epidemiologia e o tratamento da PAC
tém sofrido modificacdes nos ultimos anos com o isolamento de novos patdgenos e a
emergéncia de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos tradicionais (CHAUVET et
al., 2010; CORREA et al., 2009; LEAL et al., 2012).

1.2 PAC- IMPACTO NA SAUDE PUBLICA E MEDIDAS GOVERNAMENTAIS

No ano 2000 a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) aprovou um documento,
denominado Declaracdo do Milénio que foi assinado por 192 de seus paises membros da
ONU.No documento constam o0s oito Objetivos do Milénio, que no Brasil sdo chamados
de OitoJeitos de Mudar o Mundo, com 24 metas e 48 indicadores, que devem ser atingidos
por todos os paises até 2015(UNICEF, 2013).

O quarto objetivo visa reduzir em dois tercos, até 2015, a taxa de mortalidade de
criancas menores de cinco anos. De acordo com um relatorio gerado pela ONU em setembro
de 2013, o numero mundial de mortes infantis caiu de 12,6 milhées em 1990 para 6,6 milhdes
em 2012. As reducbes aconteceram por causa do aumento de tratamentos mais eficazes e
acessiveis, melhorias das condi¢Bes nutricionais, aumento do nivel educacional das mées e
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progressdo do compromisso politico. Entretanto, se o progresso néo for acelerado, a meta s
sera cumprida em 2028 e ndo em 2015, como previsto (ONU, 2013). A pneumonia, a diarreia
e a malaria continuam sendo as principais causas de morte de criancas no mundo, matando
cerca de seis mil delas por dia (UNICEF, 2013).

Visando reforgar o cumprimento das metas do 4° objetivo do milénio, a Organizacgao
Mundial da Satde (OMS) e 0 United Nations Children’s Fund (UNICEF) langaram em 2013
o0 Plano deAcdoGlobalintegrada paraPneumoniae Diarreia, com o objetivo de acelerar o
controle dapneumoniacomuma combinacdo de intervencGesque visam proteger, prevenir e
tratar a doenca em criancas. As principais a¢fes incluem a promocaodo aleitamento materno
exclusivoealimentagdo complementar adequada; a prevencdo da infeccdo comvacinagéo,
lavagem das méos dos contatos com sabao,prevencdo de doencas imunossupressoras como a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida; o facilitamento do acesso ao tratamento. A
prevencdo de pneumoniaem criancasé um componente essencialde uma estratégia parareduzir
a mortalidade infantil e medidas como imunizagdo contraHaemophilus influenza b,
pneumococo,sarampoe coqueluchetem se mostradoeficaz na prevencdo da PAC (WHO,
2013).

O UNICEF reconhece o Brasil como um dos paises que tém conseguido reduzir de
forma significativa a taxa de mortalidade na infancia por meio de estratégias efetivas,
atingindo o 4° objetivo em 2012, trés anos antes do prazo estabelecido. A taxa de mortalidade
em menores de cinco anos no pais caiu 77% entre 1990 e 2012 gracas a uma combinacdo de
estratégias: a criacdo de um Sistema Unico de Satde com foco na atencdo primaria de salde,
melhoria no atendimento materno e ao recém-nascido e esforcos para prestar assisténcia a
salde no nivel comunitario, melhoria das condi¢des sanitarias, promocdo do aleitamento

materno e expansao do programa de imunizagdo (UNICEF, 2013; ONU, 2013).

No entanto, as desigualdades econémico-sociais observadas entre as cinco regides do
Brasil apresentam reflexo na taxa de mortalidade no territorio nacional.Como tentativa de
superar essas desigualdades firmou-se o Protocolo de Cooperagdo Federativa que se vale de
acOes cooperativas e solidarias entre a Unido e os estados federados com a participacdo dos
municipios. A medida tem como objetivo principal estabelecer metas para acelerar a redugédo
das desigualdades nas regides com foco no Norte e Nordeste. Dentre as metas esta a reducéo
em 5% ao ano da taxa da mortalidade infantil (IBGE; IPEA; MINISTERIO DA SAUDE,
2010).
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O objetivo foi alcangado e em 2011 a regido Nordeste reduziu em média 6.6% a taxa
de mortalidade infantil, que era de 70 dbitos por mil nascidos vivos em 1990 e de 20 6bitos
por mil menores nascidos vivos em 2011. Também foi observada a diminuicdo gradativa da
taxa de mortalidade infantil entre as regides do Brasil. Em 1990 a mortalidade na regido
Nordeste era 2.5 vezes maior que a da Sul, diferenca que foi reduzida para 1.6 vezes em 2011.
A regido Norte apresentou a mesma tendéncia na reducdo da mortalidade infantil(UNICEF,
2013; ONU, 2013).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DAS PACs

A incidéncia mundial da PAC varia com a faixa etéria, sendo maior nos extremos de
idade, ou seja, acometendo principalmente menores de 5 anos e maiores de 75 anos. Segundo
estimativas da OMS, 450 milhdes decasos de pneumoniasao registradosanualmente, onde a
incidéncia gira em torno de 0,29 episodios/ano na populagdo menor de cinco anos, projetando
um numero aproximado de 150 milhGes (13%) de internagdes por pneumonia nesta faixa
etaria(CALADO et al., 2010; CHAUVET et al.,2010; RUUSKANEN et al., 2011; WHO,
2013).

Assim como a incidéncia e taxa de internagdo, a taxa de mortalidade por pneumonia
também € maior nos extremos de idade, chegando a atingir cerca de 6milhGes de criangascom
idade inferior acinco anos, sendo responsavel por 18%de todas as mortesdecriancas nessa
faixa etaria em todo o mundo. Dentre os individuos que necessitam de internacdo, a taxa de
mortalidade por PAC varia de 5% a 12%, chegando a atingir 50% entre 0s que precisam de
tratamento em unidades de terapia intensiva - UTI. Apesar da tendéncia a reducdo da taxa de
internacdo por casos de PAC, a taxa de mortalidade hospitalar tem crescido, provavelmente,
em virtude da internacdo de casos mais graves(CALADO et al., 2010; RODRIGUES et al.,
2011; RUDAN et al., 2008; UNICEF, 2006; WHO, 2013).

A incidéncia da PAC é observada principalmente em paises em desenvolvimento,
onde a incidéncia podeser cinco vezesmaior do que emregides mais desenvolvidas (Figura 1).
Observa-se a prevaléncia em criancas no sul da Asiae na Africasub-saariana (RUDAN et al.,
2008; RUUSKANEN, et al., 2011;WHO, 2013).
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Figura 1. Incidéncia mundial dos casos de PAC em criangas menores de 5 anos. Adaptado de RUDAN et al.,
2008.

Embora a PAC esteja relacionada entre as principais causas de morbimortalidade no
mundo e seja tema de diversos estudos na area e de recentes avangos em métodos
diagnosticos, calcula-se que ndo é possivel estabelecer a precisdo do agente causador dessas
infeccbes em aproximadamente 50% dos casos (CONTERNO et al., 2011; DONALISIO et
al., 2011). No Brasil, a maioria dos estudos sobre PAC diz respeito apenas ao perfil e
evolucdo clinicos e pouco se sabe a respeito da etiologia dessas infeccbes (CALADO et al.,
2010; ROCHA NETO et al., 2013).

1.4 AGENTES ETIOLOGICOS DAS PACs

Dentre os agentes infecciosos que podem causar a PAC, 0s mais comuns S&o:
Streptococcus pneumoniae-a causa maiscomum de pneumoniabacterianaem criancas;
Haemophilusinfluenzae tipob (Hib) - a segundacausa mais comumde pneumonia bacteriana;
0s virus, com destaque para Virus Sincicial Respiratorio Humano, Influenza A e B,
Parainfluenza 1, 2 e 3, Adenovirus, Rinovirus, Coronavirus, Bocavirus e Metapneumovirus;
ePneumocystis jirovecii, fungo responsavel por pelomenos umquarto de todas asmortes por
pneumoniaem recém-nascidosinfectados pelo HIV(ALONSO et al., 2012; CALADO et al.,
2010; DONALISIO et al., 2011; ROCHA NETO et al., 2013; WHO, 2013).

Com a introducédo generalizada de vacinas conjugadas contra pneumococos e Hib em

programas de imunizagdo infantis, especula-se a sobre a crescente predominéncia dos virus
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como causas de penumonia na infancia (ROCHA NETO et al ., 2013). Com isso, a atencéo
estd se voltando para a importancia dos virus respiratérios como principais patdégenos das
infeccdes respiratorias agudas e seu papel na mortalidade infantil. O virus sincicialrespiratorio
humano € o principal agente viral causador de pneumonia, aléem de ser a principal causa da
maioria das infec¢Bes agudas virais do trato respiratério inferior em criancas, particularmente
naqueles até dpois anos de idade (ROCHA NETO et al., 2013; RUUSKANEN et al., 2011).

1.5 VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

1.5.1 Historico

O virus foi isolado primeiramente em 1955de chimpanzés do Walter Reed Army
Institute Research Washington, D.C., USA, que apresentaram uma sindrome respiratoria
contagiosa que se caracterizou por tosse, espirro e secrecdo mucopurulenta sendo intitulado
Agente da Coriza do Chimpanzé (Chimpanzee Coryza Agente — CCA) (MORRIS, et al.
1956).

No ano seguinte, um virus semelhante ao CCA foi isolado de uma criangca com
pneumonia e em outra com crupe, em Baltimore, EUA (CHANOCK & FINBERG, 1957). O
agente passou a ser denominado virus sincicial respiratério humano (VSRh) por refletir sua
capacidade de formar sincicios em culturas de células e seu tropismo pelo trato respiratorio
humano. Posteriormente, estudos soroldgicos indicaram que a infeccdo em recém-nascidos e
criangas pelo agente era comum na época (CHANOCK et al., 1957). O virus foi isolado pela
primeira vez no Brasil por Candeiras (1964), em quatro criancas hospitalizadas com quadro
respiratorio agudo (CANDEIAS, 1967).

A partir disso, 0 VSRh foi isolado em todo 0 mundo. Estudos clinico-epidemioldgicos
0 apontam, atualmente, como o principal agente causador de doencas agudas do trato
respiratdrio inferior em lactentes e criangas (MOURA et al., 2013; EL SALEEBY et al., 2011;
OHUMA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2011, RUUSKANEN et al., 2011). Segundo
relatorios da OMS, a carga global da doenga por VSR é estimada em 64 milhdes de casos e
160 000 mortes todos os anos. Aproximadamente 95% das criangas apresentam a primeira
infeccdo por VSRhaté os dois anos de idade com o pico de incidéncia ocorrendo ainda nos

primeiros meses de vida (WHO, 2013).
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1.5.2 Taxonomia e estrutura viral

O VSRh é classificado na ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae,
subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus. E um virus envelopado, com material
genético constituido de RNA de filamento Unico, senso negativo, ndo segmentado. A
associacdo do genoma as proteinas virais forma o nucleocapsideo helicoidal. VSRh utiliza
uma RNA polimerase propria, sintetizada no interior da célula hospedeira e o processo de
replicacdo ocorre no citoplasma (COLLINS &MELERO, 2011). A estrutura do VSRH
encontra-se representada na Figura 2. O genoma do virus possui 15,2 kb de comprimento e
tem 10 genes na ordem 3’—2>5’: NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L. O esquema representativo

do genoma viral pode ser visualizado na figura 3.

Proteina de Matriz (M)

Glicoproteina (G)

Proteina de Fuso (F)

Proteina hidrofébica (SH) Nucleoproteina (N)

Polimerase (L)

Figura 2. Estrutura do VSRH. Adaptado de: Swiss Institute of Bioinformatics. Viral Zone [database].
Suica, SIB; 2013.

NS1 NS2 RNA senso (-)

BN ¢ HEWEHSR{GH F Hwal 2 —s'

Figura 3. Representacdo esquematica do genoma do VSRH. FONTE: Swiss Institute of Bioinformatics.
Viral Zone [database]. Suica, SIB; 2013.

Esses genes sdo transcritos em dez RNAm separados que codificam 11 proteinas.
Cada gene codifica um unico polipeptideo, sendo duas proteinas nédo estruturais (NS1 e NS2),
a proteina do nucleocapsideo (N), uma fosfoproteina (P), uma proteina de matriz (M), uma

pequena proteina hidrofébica (SH), uma glicoproteina complementar/anexa (G), uma proteina
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de fusdo (F) e uma polimerase (L). HA uma excecdo para 0 mMRNA de M2, que codifica 2
proteinas, M2-1 e M2-2 (COLLINS &MELERO, 2011).

A proteina N possui 391 aminoacidos e peso molecular de 43,3 kDa, esta associada ao
RNA genbmico e é a principal proteina estrutural do nucleocapsideo. O RNA genémico e
anti-gendmico do VSRh encontra-se sempre associado a proteina N e este complexo é usado
como molde para a sintese de RNA. O complexo N-RNA previne a formacdo de estruturas
secundarias da molécula de RNA e protege a mesma da degradacdo pelas nucleases
(COWTON et al., 2006).

A proteina P possui 241 amino&cidos e peso molecular de 35 kDa. Por ter carater
acido e ser uma proteina altamente fosforilada, atua na transcri¢do e replicagdo do VSRh. A
proteina P constitui uma subunidade da polimerase viral e parece mediar o contato entre a
proteina L e o complexo N-RNA (TRAN et al., 2007).

A proteina L é a maior proteina do VSRh. Possui 2165 aminoéacidos e peso molecular
de 250 kDa. E a proteina estrutural em menor abundancia na particula viral. A proteina L
possui atividade enzimatica de RNA-polimerase com funcdo de replicacdo, além de
poliadenilacdo e formacdo da estrutura cap do mRNA do VSRh(COLLINS et al., 2007;
MASON et al., 2004).

As proteinas NS1 (139 aminoacidos; 15,5 kDa) e NS2 (124 aminoéacidos; 14,6 kDa)
atuam como agentes antagonistas ao interferon (INF) na resposta imune inata antiviral.
Conjuntamente, as proteinas NS1 e NS2 medeiam a degradacdo das proteinas hospedeiras
STAT-2 e elongin-cullin E3 ligase e inibem a morte celular (apoptose) de forma prematura,
facilitando o crescimento e a replicacdo viral na célula hospedeira (TRISTAM &
WELLIVER, 1995).

A proteina M possui 256 aminoacidos e peso molecular de 27 kDa. E uma proteina
interna ndo glicosilada que esta associada ao nucleocapsideo do VSRh e pode inibir a
transcri¢do viral assim como outras proteinas de matriz de um virus de RNA fita negativa. A
associacdo da proteina M com o nucleocapsideo facilita a montagem do virus (GHILDYAL et
al., 2002; TRISTAM & WELLIVER, 1995).

A proteina M2-1 é uma proteina interna, ndo glicosilada e interage com as proteinas N
e P. Atua no processo de transcricdo, facilita a sintese completa do mMRNA do VSRh e ainda
permite o transito da polimerase através da regido intergénica para acessar promotores

génicos distais. Essa proteina tem fungcdo muito importante na replicacdo do VSRh e qualquer
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alteracdo em sua sequéncia diminui consideravelmente a infectividade do virus (TANG et al.,
2001; TRISTAM & WELLIVER, 1995).

A proteina M2-2 possui 90 aminoacidos e possui peso molecular de 11 kDa e esta
relacionada a regulacdo da transcricdo e replicagdo da molécula de RNA do virus. Quando
expressa em altos niveis, M2-2 inibe completamente a replicacdo do VSRh, podendo ser
considerado um fator critico na replicagdo viral quando produzida em células infectadas
(CHENG et al., 2005; TRISTAM & WELLIVER, 1995).

A proteina SH possui 64 aminoacidos e peso molecular 7,4 kDa. Esta pequena
proteina forma um canal ibnico préton seletivo na membrana citoplasmatica da célula
hospedeira, atuando durante a montagem e no processo de entrada do virus na célula
hospedeira, aléem de apresentar funcdo de resposta contra a imunidade inata da célula
(COLLINS et al., 2001; FUENTES et al., 2007; RIXON et al., 2004).

A glicoproteina de fusdo F possui 574 aminoacidos e peso molecular de 70 kDa. Esté
ancorada a membrana, proximo a regido carboxila-terminal e contem uma sequéncia sinal de
clivagem proximo a regido amino-terminal, na parte externa da membrana citoplasmatica. E
responsavel pela ligacdo do envelope viral com a membrana citoplasmatica da célula,
liberando o nucleocapsideo diretamente dentro do citoplasma, além de proporcionar a fusdo
da célula infectada com uma célula adjacente, promovendo a formagdo de sincicios
(COLLINS et al., 2007).

A glicoproteina G possui entre 289 a 319 aminoéacidos e peso molecular, na sua forma
madura, de 90 kDa. Estd ancorada a membrana proxima a regido amino-terminal por um
dominio hidrofébico, ndo clivavel, do tipo ancora. Devido a sua composi¢ao, foi sugerido que
a glicoproteina G do VSRh se assemelhe as mucinas secretadas pelas células epiteliais.
Estudos demonstraram que a glicoproteina G liga-se a membrana citoplasmatica, na superficie
da célula hospedeira, interagindo com o heparan sulfato, sendo importante na ligagcdo do virus
a célula hospedeira no inicio da infecgdo (TRISTAM & WELLIVER, 1995).

1.5.3 Replicacao

A transcricdo e replicacdo do material genético do VSRh segue o modelo geral dos
virus da ordem Monomegavirales onde os Pneumovirus, assim como o0s Mobillivirus,

diferente dos outros géneros, ndo possuem atividade de neuraminidase. Apos a adsor¢do do
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virion a célula hospedeira ocorre a liberagcdo do nucleocapsideo no citoplasma celular. Esse
evento, conhecido como desnudamento, € mediado pela glicoproteina de superficie F que é
responsavel pela fusdo do envelope viral com a membrana celular, promovendo a liberacéo do
nucleocapsideo diretamente no citoplasma da célula hospedeira (TRISTAM & WELLIVER,
1995).

Ap0s esse evento, tem inicio o processo de transcricdo do genoma viral. A enzima
RNA polimerase RNA-dependente adere-se a regido leader que se localiza na extremidade 3’
do genoma e ndo apresenta atividade codificadora. O resultado da transcricdo é a sintese de
um conjunto de mMRNAs subgenémicos, que parecem ser copias exatas do gene, ou seja, sem
evidéncias de modificagdes. Os mRNAs recebem um cap na extremidade 5° e séo

poliadenilados na extremidade 3 (COLLINS et al., 2007).

A maturacdo do virus ocorre com a montagem do nucleocapsideo pela combinacédo da
proteina N com o RNA genémico, seguida da adicdo das proteinas P e L. A montagem do
envelope ocorre com as glicoproteinas virais, modificadas po6s traducionalmente por
glicolisacdo durante seu transporte através do reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi,
ocupando o lugar das proteinas celulares na membrana plasmatica. Em seguida, as proteinas
da matriz se agregam na porcdo interna do envelope nascente. Apds isso, ocorre 0
brotamento, onde o nucleocapsideo alcanca a superficie levando consigo uma por¢do da
membrana plasmatica da célula hospedeira (COLLINS et al., 2007).

1.5.4 Diversidade antigénica e genébmica

A primeira observacédo das diferencas antigénicas entre linhagensdistintas de VSRh foi
relatada em 1963 pelos pesquisadores Coates, Kendrick e Chanock. Esse estudo foi realizado
entre duas amostras denominadas Al e Long. Posteriormente, Coates e colaboradores
observaram diferencas antigénicas entre outras amostras virais: Long, isolada em 1956 de
uma crianga com pneumonia; e CH18537, isolada em 1962 de uma crianga com infeccéo
aguda do trato respiratério superior (COATES et al., 1963).

Com o advento dos anticorpos monoclonais essas diferencas antigénicas puderam ser
mais bem definidas. A variabilidade antigénica pode ser visualizada pela diferenca de titulos
de anticorpos neutralizantes. Foram examinados anticorpos monoclonais para as proteinas P e

N e para as glicoproteinas F e G e com base na reatividade entre eles foi estabelecida a
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divisdo do VSRh em dois grupos antigénicos, A e B (ANDERSON et al., 1985; COATES et
al., 1966; MUFSON et al., 1985).

No mesmo periodo, estudos mostraram que os dois grupos do VSRh tem em torno de
25% de relacdo antigénica e que o dimorfismo antigénico entre oS grupos € maior na
glicoproteina G. Esta caracteristica confere vantagem para o virus em termos de escape de
uma resposta imune pré-existente. A proteina F apresenta uma correlacdo antigénica de 50%
entre os grupos A e B (CANE et al., 1991; MUFSON et al., 1985; SULLENDER et al., 1998).

Pesquisas posteriores demonstraram diversidades antigénicas dentro de um mesmo
grupo, possibilitando a divisdo em subgrupos. Baseados em estudos moleculares,
pesquisadores classificaram os genotipos do grupo A em: GA1-GA7, SSA1, NA1-NA2, ON1;
e do grupo B em:GB1 -GB4, BA1-BA10, SAB1-SAB3 (CUl et al., 2013).

1.5.5 Epidemiologia

1.5.5.1 Prevaléncia

O VSRh é observado causando IRAs por todo o mundo, sendo responsavel por cerca
de 2.88% a 81.8% de IRAs infantis a nivel mundial (HSU et al., 2014; LUCION et al., 2014).

Na Asia, a menor prevaléncia do virus foi relatada em estudo realizado em Taiwan,
onde Hsu e colaboradores encontraram 0 VSRh em menos de 3% das amostras pesquisadas.
Entretanto, outras pesquisas asidticasencontraram o virus causando 19.3% das IRAS
investigadas em estudos realizados nasFilipinas (OHNO et al. 2013), 33.1% na China (HUO
et al., 2013) e em até 70.6% em um estudo retrospectivo de 27 anos na Malasia (KHOR et al.
2012).

Na Europao VSRh foi encontrado causando de 20% (CANTAIS et al., 2014) a 70%
(GIMFERRER et al., 2015) das infecgOes virais infantis na Franca e Espanha,
respectivamente. Jana Africa a média das infecgbes respiratorias pelo VSRh ndo passa de
30% (MOYES et al., 2013). Embora haja poucas publica¢Ges recentes na Oceania, um estudo
australiano mostrou que o virus participa significantemente na etiologia das IRAs locais,
sendo encontrado em até 31.3% dessas infecgdes (BREALEY et al., 2013). Nas Américas, 0

virus pode ser encontrado desde prevaléncias baixas (8.9%) na Colémbia (BARBOSA-
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RAMIREZ et al., 2014) e intermediérias (48.2%) no Canada (PAPENBURG et al., 2012) a
até 81.8% em infec¢des na Argentina (LUCION et al., 2014).

No Brasil, 0 VSRh éresponsavel por uma parcela significativa das IRAs virais infantis.
Na regido Norte, o virus é encontrado em 23.1% das infeccOes respiratorias infantis, segundo
estudo relizado em Belém — Para (LAMARAO et al., 2012); no Nordeste o virus é encontrado
de 15 % no Ceard (MOURA et al., 2013) a 37% em Pernambuco (BEZERRA et al., 2011); na
regido Sul em até 59% de criangas hospitalizadas com BVA no Rio Grande do Sul
(DALL’ONDER et al., 2014); na regido sudeste o virus foi encontrado em 21.4% das IRAs
infantis no Rio de Janeiro (RIBEIRO et al., 2011), 35.6% em Minas Gerais (SILVEIRA,
2013) e de 29% das IRAs infantis adquiridas na comunidade, j& em casos de internacdes por
pneumonias viraisem Sdo Paulo o VSRh foi associado com até 80.4% dessas
infeccdes(PAULIS et al., 2011).

1.5.5.2 Sazonalidade

AsazonalidadedoVSRhé uma caracteristica marcante do
virusempaisesdeclimatemperados dos hemisférios norte e sul, onde a sua ocorréncia esta
associada ao periodo de inverno e a baixas temperaturas. Em paises de clima tropical ha uma
menor regularidade na ocorréncia desses virus, havendo lugares por onde a associacdo entre
0s periodos epidémicos do VSRh e a estagdo de chuva, enquanto que em outros paises o
VSRh se distribui ao longo do ano sem um periodo epidémico definido (BARDACH et al.,
2014).

A sazonalidade do virus é bem definida em paises de clima temperado e em alguns
paises de clima tropical. As infec¢bes provocadas pelo virus correspondem a epidemias anuais
com intervalo de tempo regular, sendo essa sazonalidade uma caracteristica marcante do
virus. Os periodos epidémicos variam com o clima e pluviosidade de cada regido. Paises do
hemisfério Norte com clima tropical apresentam as mesmas caracteristicas de sazonalidade do
VSRNh, ou seja, 0 pico de deteccdo ocorre nas estagdes de outono e inverno — meses mais frios
do ano (AMBROSINI et al., 2014; FENG et al., 2014; HAYNES et al., 2014). Entretanto,
alguns paises do hemisfério Norte apresentam clima subtropical, alterando a sazonalidade do
VSRh (HSU et al., 2014).Na Asia, o virus foi encontrado em surtos entre os meses de
setembro e maio na Coréia do Sul (BAEK et al., 2012) e entre dezembro e marco em Israel
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(HIRSH et al., 2012), Filipinas (OHNO et al., 2013) e india (CHOULDHARY et al., 2013).
Em alguns paises da Europa o virus apresenta o0 mesmo padrdo, como na Espanha
(GIMMFERRER et al., 2015) e Alemanha (PFEIL et al., 2014), onde as infec¢bes por VSRh

ocorrem principalmente no inverno.

No Hemisfério Sul a sazonalidade do virus esta intimamente relacionada com o
periodo de chuvas. No entanto, esse padrdo difere claramente entre os paises do hemisfério
devido o periodo de chuvas ser irregular entre os paises de clima tropical. A sazonalidade do
VSRh ndo é completamente definida em algumas regidesdo hemisfério Sul. Na Africa, por
exemplo, os picos do virus ndo apresentam correlagdo com o clima, enquanto na Africa do Sul
0 pico do virus foi detectado entre fevereiro e maio. Estudos realizados em alguns paises da
Ameérica do Sul apontam correlacdo entre 0 aumento dos casos de IRAs por VSRh e o periodo
chuvoso, como na Colémbia (RAMIREZ, et al., 2014), Argentina e no Chile (BARDACH et
al., 2014), onde a circulacdode VSRh segue um padréo, onde a temporada comega em abril,

apresenta picos em junho-julhoe cai em setembro.

Os dados obtidos a partir do Instituto de Higiene na cidade de Guayaquil no
Equadormostra um padréo diferente para a circulacdo do virus em paises tropicais, em que o
VSRh predomina durante o primeiro semestre do ano; este padrdo é semelhante ao obtido no
norte do Brasil, em Belém do Par4, pelo Instituto Evandro Chagas(BARDACH et al., 2014).

No Brasil a diversidade climatica provoca uma variacdo da sazonalidade entre as
diferentes regides do pais, mostrando assim a importancia dos estudos de vigilancia regionais
como fontes de informacédo, tanto para discernir os padrdes de infeccdo como para identificar
as populacBes de pacientes que apresentam um risco grave de desenvolver doenca séria por
infeccdo por VSRH (SBPT, 2007).

A variacdo do VSRh no Brasil foi caracterizada em um estudo de revisdo realizado por
Freitas (2013) que avaliou dez anos de sazonalidade e circulagdo do virus no pais. De acordo
com os trabalhos publicados entre os anos de 2000 e 2010 citados por Freitas, a nivel
nacional, o virus foi encontrado principalmente nos meses de abril e maio, corroborando com
estudo realizado por Arruda e colaboradores (2014), entretanto esse padrdo ndo foi encontrado
em todas as regides. Durante a década analisada, na regido Norte o pico de VSRh foi extenso,
se estendendo de abril a agosto; naregido Nordeste, entre maio e junho; na regido Centro-
Oeste, entre fevereiro a maio; na regido Sudeste, entre marco e abril; na regido Sul: entre

junho e julho.
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Em Salvador — Bahia, Nordeste do Brasil, o periodo de epidemia do VSRh dura em
média sete meses, de fevereiro a agosto, com pico de ocorréncia em maio e junho,
coincidindo com a estacdo chuvosa (MOURA et al., 2003). A mesma correlacdo entre o pico
das infeccBes pelo virus e os meses chuvosos foi observado no estado do Para, regido Norte
(LAMARADO et. al., 2012) e em Pernambuco (BEZERRA et al., 2011). Em Fortaleza, capital
do Cear4, o VSRh apresenta surtos anuais concordantes com a temporada de chuvas, que
ocorre geralmente no primeiro semestre (ALONSO et al., 2012; MOURA et al., 2006, 2013).

S&o Paulo, na regido Sudeste do Brasil, apresenta surtos de VRSh que comecam no
final do outono ou no inicio do inverno, com picos em maio e com duracdo de 5 meses
(ARRUDA et al., 2014; THOMAZELLLI et al., 2007).No Rio de Janeiro os surtos tambem
foram observados como um padrdo dependente da temperatura, com picos em maio e junho,
meses com as mais baixas médias de temperatura (RIBEIRO, et. al., 2011; D’CELIA et al.,
2014).

Estudos na regido Sul encontraram que a infeccdo por VSRh apresenta uma frequéncia
baixa entre abril e maio e um pico maximo em julho e agosto, correlacionada com a
temperatura média minima mensal (STRALIOTTO et al., 2002). Esse padrdo sazonal esta
mais proximo do padrdo de infec¢do da regido Sudeste do que a de outras regides no Brasil.
Ambas as regides apresentam comportamento sazonal para o VSRh semelhantes ao
comportamento de outros paises da América Latina como Chile e Argentina (LUCHSINGER,
et. al., 2014; MARCONE et al., 2013).

1.5.6 Transmisséo e Patogénese

O VSRh é considerado um dos mais contagiosos patdgenos humanos e tem seu alto
poder infectante comparavel ao do virus do sarampo. O virus é facilmente adquirivel e se
dissemina com facilidade em individuos através do contato direto, comum em hospitais,
asilos, creches e entre familiares. A alta infectividade do virus contribui para epidemias anuais
e alta frequéncia de reinfeccdo (COLLINS et al., 2008).

A transmissdo do virus ocorre pela inoculagdo direta de secrecbes contagiosas por

aerossois ou méaos contaminadas, geralmente nos olhos e nariz, ou por fomites contaminados.
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Apo6s um periodo de incubacdo, que varia de dois a oito dias, 0 VSRh se replica no epitélio da
nasofaringe, com propagacao para a parte inferior do trato respiratério um a trés dias apés a
infeccdo. Criancas secretam o virus por aproximadamente 9 dias, periodo que pode se
estender por até trés semanas apos a infeccdo (LESSLER et al., 2009;SILVA et al., 2009).

A sobrevida do virus na pele é de aproximadamente uma hora, no entanto, em
superficies abioticas, 0 VSRh pode permanecer viavel por até 6 horas sem perder sua
capacidade infectante. Essa caracteristica faz com que o VSRH seja associado a infeccGes
tanto comunitarias quanto nosocomiais, sugerindo assim que a transmissdo do VSRh em
ambiente hospitalar seja semelhante a transmissdo do virus na comunidade, com maior
atencdo para os objetos contaminados. A viabilidade prolongada do VSRh na pele, tecido e
outros objetos enfatiza a importancia da vigilancia de fomites, da lavagem das méaos e do

isolamento do paciente como forma de controlar a infeccdo nosocomial (SILVA et al., 2009).

A patogenia do VSRh é responsavel por infeccBes do trato respiratério que variam
desde infeccOes graves a doencas leves (WHO, 2013). O trato respiratério humano é dividido
em superior e inferior, sendo a porcdo superior colonizada por uma gama de micro-
organismos residentes, além de ser constantemente exposta a patdgenos inalados e outras

substancias potencialmente nocivas. Em contrapartida, o trato respiratdrio inferior é estéril.

A fisiopatologia da infecgdo pelo VSRh ainda ndo é totalmente conhecida. Sabe-se
que a infeccdo é normalmente restrita as células superficiais do epitélio respiratério. Os
principais alvos da infeccdo nas vias aéreas inferiores sdo as células ciliadas encontradas nos
bronquiolos e os pneumdcitos tipo 1 nos alvéolos. E provéavel que outras células, incluindo
células epiteliais ndo-ciliadas e células dendriticas também sejam infectadas, entretanto as
células basais parecem ser poupadas. Uma das principais caracteristicas da infeccdo por VSRh
é a infeccdo de células contiguas por um processo de fusdo celular gerando a formacdo de
sincicio (COLLINS et al., 2008).

Em achados histopatolégicos, observa-se necrose das células epiteliais, proliferacéo
ocasional do epitélio bronquiolar, infiltrado de mondcitos e células T nas arteriolas brénquicas
e pulmonares, assim como a presenca de neutrofilos entre estruturas vasculares e pequenas
vias aereas. As alteracGes provocadas pela infeccdo por VSRh levam a disfungdo do
movimento mucociliar, com acumulo de secrecdes e detritos, facilitando a formacédo de muco,
descamacéo do epitélio, e consequentemente edema da mucosa brénquica. Como resultado,

h& obstrugdo parcial ou completa das vias respiratorias distais, levando a hiperinsuflacdo
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pulmonar ou atelectasia, promovendo hipoxemia e hipercapnia (COLLINS et al., 2008; WHO,
2013).

1.5.7 Fatores de risco

No que diz respeito aos fatores relacionados ao hospedeiro, o risco de infeccéo pelo
VSRh € aumentado por fatores que comprometem a capacidade de controle e resolucdo de
uma infeccdo do trato respiratério como a idade, nascimento prematuro, displasia
broncopulmonar, cardiopatia congénita, imunodeficiéncia ou imunossupressdo, infeccdes
precoces/recorrentes por VSRh, desenvolvimento incompleto, dano ou hiper-reatividade das
vias aéreas, baixo peso ao nascer, sexo masculino, baixo titulo de anticorpos maternos
especificos para VSRh e deficiéncia de vitamina D no sangue (BELDERBOS et al., 2011; EL
SALEEBY etal., 2011; GROSKREUTZ et al., 2009; VAN BLEEK et al., 2011).

Hé indicacdo de que a predisposicdo genética tenha papel importante na doenca grave
por VSRh. A hip6tese parte da associacdo de suscetibilidade de individuos com doenca grave
e historico familiar de asma ou doenca grave do trato respiratério inferior na infancia, assim
como de observacgoes entre diferencas étnicas, raciais e grupos de género na manifestacdo das
sindromes clinicas. Atualmente, estudos mostram a relacdo entre o aumento de casos graves
infantis por infeccdo por VSRh e polimorfismos genéticos. Os principais polimorfismos
incluem alteracdes nos genes de defesa inatos, genes das proteinas do surfactante, genes de
receptores de celulas hospedeiras, genes de resposta por neutrofilos, genes de resposta
Th1/Th2 e genes efetores da imunidade adaptativa. (PAULUS et al., 2007; PUTHOTHU et
al., 2007).

Apesar da associagédo entre a gravidade da infeccdo e diversos fatores de risco como
contato com fumante, prematuridade, doenca subjacente e fatores genéticos desempenharem
papeis importantes na infecgdo pediatrica pelo VSRh, mais de dois tercos das hospitalizagdes
pediatricas envolvem criancas previamente saudaveis (AMORIM et al., 2012;COLLINS et
al., 2008; WHO, 2013).

Alguns fatores ambientais colocam em risco a saude do individuo e agravam o quadro
da infeccdo por VSRh. Aglomeracdes como creches, asilos e superlotagdo de moradia, assim
como estadia prolongada em hospital estdo entre os principais fatores ambientais listados.

Dentre esses, € constatado que o contato com fumantes é o que mais contribui para a
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gravidade da infeccdo (OHUMA et al., 2012; PAPENBURG et al., 2012; VAN BLEEK et al.,
2011; LITTEL-VAN DEN HURK& WATKISS, 2012).

Dentre as principais caracteristicas virais associadas com o grau da patogénese estéo a
alta infectividade e poder de invasdo, tropismo pelas células epiteliais superficiais do trato
respiratdrio, expressdo dos antagonistas tipo | de IFN, inibicdo da apoptose por mdultiplas
proteinas virais, propriedades antigénicas incomuns das proteinas virais, variabilidade
antigénica, interferéncia da funcdo normal dos macrdfagos e células dendriticas e deficiéncia
na resposta imunologica protetora provocada por mecanismos de escapes virais (COLLINS&
GRAHAM, 2008).

A variacdo antigénica e diversidade das cepas sdo 0s aspectos mais estudados por
apresentarem grande importancia na patogénese do VSRh. O virus possui um dnico sorotipo e
dois subgrupos antigénicos (A e B) (MUFSON et al., 1985). A diferenca entre a viruléncia
dentre os subgrupos A e B ainda ndo esta bem elucidada, embora alguns estudos tenham
descrito que as cepas do subgrupo A sdo as mais associadas com o aumento da gravidade da
doenga (COLLINS & GRAHAM, 2008; LUKACS et al., 2006).

A diferenca estimada entre os subgrupos A e B do VSRhconfere uma vantagem de
quatro vezes no quesito reinfeccdo. As epidemias geralmente envolvem mudltiplas cepas
circulantes em que o subgrupo A e B podem alternar em predominancia a cada 1 ou 2 anos,
independente da sazonalidade (COLLINS & GRAHAM, 2008; ZLATEVAet al., 2005).

1.5.8 Resposta imunoldgica

A infeccdo das vias aéreas inferiores estd comumente associada com obstrucdo
respiratéria e consequente hipéxia em criancas. Esse fato relaciona-se com a producdo
aumentada de citocinas, como IL-4, que medeia a producdo de anticorpos da classe IgE,
mediando portanto, processos alérgicos e pela produgdo de citocinas pro-inflamatérias
(GRAHAM et al., 2011).

A infecgdo pelo VSRh aumenta a sintese de diversas citocinas pro-inflamatorias como
IL-8, IL-1, IL-6 e IFN que podem contribuir para bronquiolote e para asma ao induzir
inflamacdo com quimiotaxia de eosinofilos. Além disso, a infeccdo pelo VSRh induz a
producdo de citocinas padrdo Th2 como IL-13, IL-4 e IL-5 que podem estimular a producéo

de IgE. Ao entrar em contato com a mucosa, 0 VSRh é absorvido, processado e apresentado
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pelas células apresentadoras de antigenos as células efetoras do sistema imune. A ligacéo
direta entre 0 ambiente externo e tecido linfatico acelera o desenvolvimento de uma resposta
imune adaptativa especifica ao patégeno, como também fornece ao patdgeno acesso direto
para as células do sistema imunoldgico (SATO& KIYONO, 2012).

A replicacdo do virus e a resposta do hospedeiro contribuem para a morte de células
epiteliais transitorias e residentes do trato respiratorio, levando a uma perda da integridade da
barreira epitelial e da microarquitetura pulmé&o. A eliminacdo do antigeno viral inativa o sinal
inicial para a ativacdo de células imune inata e adaptativa, reduz a acdo das células T
regulatorias e a expressao de citocinas reguladoras, culminando numa resposta inflamatéria
(GORSKI et al., 2012). O processo de reparacdo ainda consta do auxilio de indutores de
tecido linféide (LTi), células LTI-like, citocinas e macréfagos ativados, culminando em
inducdo de uma resposta pro-fibrética(LITTLE-VAN DEN HURK et al., 2007; LITTLE-
VAN DEN HURK & WATKISS, 2012).

Histologicamente, os sinais de recuperacdo sdo aparentes dentro de alguns dias apds o
inicio dos sintomas, mas as celulas epiteliais ciliadas raramente aparecem antes de duas
semanas. O re-estabelecimento completo requer de quatro oito semanas, em correlacdo com a
clinica. Uma melhor compreensdo da regulacdo desses processos diferentes pode levar a
novas abordagens terapéuticas de recuperacdo acelerada (LITTEL-VAN DEN HURK&
WATKISS, 2012).

1.5.9 Manifestacdes clinicas

Os sintomas de pneumonias viraisséo numerosos e muitas vezes aparecem de forma
gradual. Alguns sintomas comuns depneumoniaem criangase recém-nascidosincluem tosse,
febre e cansago, podendo estar associados a outros sintomas como calafrios,dores de cabeca,
perda de apetite, tiragem - intercostal, subcostal e/ou supraclavicular e sibilancia
(caracteristica tipica de infecg¢fesvirais). Em casos mais graves da doenca observa-se também,
perda de consciéncia,convulsdes, hipotermia, cianose e alteragdo sensorial (AMORIMet al.,
2012; NEUMANEet al., 2011;VERAS& SAKAE, 2011).

Os sintomas da PAC causada por VSRh variam entre os individuos acometidos.

Enquantoa maioria das criangassaudaveis podecombater a infeccdocomsuas defesasnaturais,

29



as criancas cujos sistemas imunoldgicosestdo comprometidosapresentammaiorrisco de
desenvolver quadros graves de pneumonia(AMORIM et al., 2012;WHO, 2013).

Criancas portadoras de alguma comorbidade ou fator de risco evoluem para um quadro
clinico mais grave, com acometimento importante do trato respiratorio inferior,
desenvolvendo quadros graves de pneumonia, levando muitas vezes 0 paciente a
hospitalizagdo. A magnitude das manifestacGes clinicas depende de fatores inerentes tanto ao
hospedeiro quanto ao virus, tépicos pré-citados (LITTEL-VAN DEN HURK & WATKISS,
2012; OHUMA et al., 2012; PAPENBURG et al., 2012).

1.5.10 Diagnostico

O diagnostico efetivo das infeccdes respiratdrias virais assim como o reconhecimento
e entendimento dos beneficios e limitacdes dos testes laboratoriais sdo importantes para evitar
0 uso indevido de antibidticos e prevenir infeccdes hospitalares, as quais o VSRh aparece
frequentemente envolvido (HENRICKSON& HALL, 2007).

Os principais espécimes clinicos utilizados em estudos etiolégicos de PAC sao:
aspirado de nasofaringe ou lavagens; swabs de nasofaringe, nariz ou garganta e seus
combinados; expectorado e escarro induzido; secrecdo traqueal, lavado broncoalveolar e
puncdo pulmonar (CHAUVET et al., 2010; CORREA et al., 2009; RUUSKAREN et al.,
2011). O emprego do aspirado/lavado nasal permite um aumento significante na detecgdo de
virus respiratérios quando comparado a swabs de nasofaringe e/ou garganta, independente da
técnica utilizada para a deteccdo viral (RUOHOLA et al., 2009). Além do mais, 0 aspirado
nasal oferece a vantagem adicional de estabilidade das amostras fixadas em
laminas(LIEBERMAN et al., 2009).

Em criancas, o aspirado nasofaringeo é geralmente considerado o modelo de escolha,
porque permite a coleta de amostra de muco nasal e da nasofaringesimultaneamente (LOENS
et al., 2009; RUOHOLA et al., 2009).Entretanto, a escolha desse espécime clinico apresenta
algumas limitagdes. A deteccdo de um virus na nasofaringe pode representar coincidéncia
com agentes de infecgdes do trato respiratorio superior com agentes causadores de pneumonia
(LIEBERMAN et al., 2009; RUUSKAREN et al., 2011).
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O diagndstico pode ser de forma direta através da deteccdo de antigenos virais, do
acido nucleico ou do virus infectante; ou indireto, atraves de detecgdo de anticorpos
especificos para o agente viral. Os principais métodos diagnésticos para VSRh incluem a
cultura de células; deteccdo do antigeno por imunofluorescéncia (IF) ou por ensaio
imunoenzimatico (ELISA); deteccdo do RNA viral por reagdo em cadeia pela polimerase apds
a transcricao reversa (RT-PCR); sorologia, pela detec¢do de IgM especifico para o VSRH ou
pelo aumento significativo dos anticorpos 1gG (FALSEY e WASH, 2000; ROVIDA et al.,
2005).

A cultura de células é considerada o padrdo ouro para diagnostico das viroses
respiratdrias, entretanto, devido ao alto custo e dificuldades na reproducdo da técnica, vem
sendosubstituida pelos métodos moleculares.Para 0 VSRH a cultura tem sido mais dificil do
gue para outros virus respiratdrios, porque o virus € mais labil, eamostras tém de ser mantidos
a temperaturas muito baixas. A sensibilidade do isolamento viral em tubo convencional
quando comparada com técnicas de detec¢do rapida do antigeno, como por IF, varia de 57 a
90%e a especificidade esta proxima a 100% (MAHONY, 2008).

A técnica de IF, tanto direta quanto indireta, € amplamente utilizada na detec¢do do
VSRh, seja para a pesquisa de antigenos virais em células epiteliais de nasofaringe ou para a
confirmagio do isolamento viral em cultura celular. E um teste rapido e de fécil execucéo
quando comparado as outras técnicas.Os padrBes de IFI observados dependem dos anticorpos
monoclonais utilizados, se contra as glicoproteinas de superficie G e F (padrdo de
fluorescéncia na membrana) ou contra as proteinas do nucleocapsideo N e P (padrdo de
fluorescéncia citoplasmatico) (TRISTAM & WELLIVER, 1995).

A IF apresenta sensibilidade em torno de 80% a 97% e especificidade de 90% quando
comparada com o isolamento viral(KELLOGG, 1991;TRISTAM & WELLIVER, 1995) e ja
se mostrou mais sensivel que a cultura em alguns casos (TAKIMOTO et al., 1990).
Juntamente com o teste de ELISA, sdo as técnicas mais utilizadas para a deteccdo de
antigenos virais. S8o encontradas em formas de kits comerciais e podem ser utilizadas
isoladas e como confirmagdo de isolamento viral (COLLINS et al., 1996).Embora haja
semelhanga entre os resultados obtidos por ambas as técnicas, a IF apresenta maior
sensibilidade, sendo considerado método de referéncia no diagnostico rapido do VSRH
(SALOMON et al., 1989).
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O advento da biologia molecular possibilitou novos métodos diagndsticos para o
VSRh. Descrita originalmente por Kary Mulli em 1983, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) se baseia namaquinaria de replicacdo do DNA. Para que ocorra a reacdo, é necessario a
amostra do material genético, DNA, e um mix de reagentes contendo agua, tampdes, cloreto
de magnésio, uma enzima polimerase e 0s primers iniciadores. A reagdo consiste em trés
etapas repetitivas: desnaturacdo do DNA, anelamento dos primers e extensdo dos iniciadores.
A presenca dos produtos de amplificacdo da PCR muitas vezes é avaliada inicialmente
examinando-se 0s produtos apos a eletroforese em gel corado com brometo de etidio
(BARRA et al., 2012).

Devido a emergéncia de novos micro-organismos, foram realizadas algumas
modificacdes na reacdo de PCR padrdo que expandiram o uso desse teste e ampliaram o
espectro de deteccdo viral. Essas modificacGes sdo bem padronizadas e foram introduzidas
como técnicas de rotina em laboratérios de pesquisas. Um exemplo dessa modificagdo € a
transcri¢do reversa seguida de PCR (RT-PCR) e visa a amplificagéo e deteccdo do RNA alvo.
A RT-PCR é particularmente Gtil para a deteccdo de virus de RNA. Uma enzima transcriptase
reversa (RT) é adicionada a amostra, antes da etapa de PCR, induzindo a producdo de uma
copia de DNA a partir do seu genoma de RNA. O cDNA criado pela RT pode ser formado
usando-se iniciadores de oligonucleotideos especificos ou hexameros oligonocleotidicos ao
acaso. Apos essa etapa, segue a PCR convencional (BARRA et al., 2012).

A técnica de RT-PCR fornece resultados rapidos e apresenta sensibilidade e
especificidade superiores a IF. Entretanto, por ser dispendiosa, a técnica ainda ndo é utilizada
na rotina diagndésticada maioria dos laboratorios (TRISTAM & WELLIVER, 1995).

1.5.11 Profilaxia e Tratamento

Na tentativa de obter imunidade contra a infecgéo por VSR, foram utilizadas diversas
estratégias para a producdo de uma vacina, como virus recombinantes, peptideos sintéticos,
vacinas de DNA e virus atenuados. Embora existam alguns estudos em fase de testes clinicos,
até o momento ndo existe nenhuma vacina aprovada para o uso clinico (BARICK &
BRITKO, 2006; COLLINS et al., 2001).

Um desafio para a producdo de uma vacina contra o virus esta relacionadoao fato da

possibilidade de reinfeccdo na presenca de imunidade pré-existente, podendo acometer recém-
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nascidos imunizados de forma passiva pela méae ou em individuos imunocompetentes. Essas
reinfecgBes ocorrem devido a exposicdes repetidas a isolados do virus, uma vez que a

imunidade conferida ndo € completa e dura pouco tempo (HALL et al., 1991).

Outra caracteristica reside no fato de que a primeira infeccdo ocorre geralmente nos
primeiros meses de vida, portanto, uma vacina eficaz tem que conferir boa imunidade até os
dois meses de vida. Com isso, a imaturidade do sistema imune do individuo nessa idade
torna-se fator de complicacédo para o desenvolvimento da vacina. Além disso, a maioria dos
individuos que apresentam doenga grave por infeccdo por VRSh apresentam algum tipo de
comorbidade ou fator de risco, limitando a aplicacdo de uma possivel terapia (GREENBERG
& PIEDRA, 2004).

O tratamento padrdo das infeccdes respiratdrias por VSRh consiste na remocao
mecanica das secrecdes, nebulizacdo, posicionamento adequado da crianca a fim de facilitar
0s movimentos da respiracdo, assisténcia respiratdria, administracdo de oxigénio umidificado,
uso de broncodilatadores, além de outras medidas sintomaticas. Uma terapia efetiva ainda ndo
estd disponivel e a eficacia de corticoesteroides e broncodilatadores ainda ndo estad bem
definida (COLLINSet al., 1996).

A ribavirina (Ribavirin®) foi a primeira droga licenciada para o tratamento da
infeccdo por VSRh; é um anéalogo de nucleosideo e interfere com a replicagdo tanto de virus
de DNA quanto RNA. Apesar de exibir atividade potente contra o0 VSRh em cultura de
tecidos e animais experimentais, o uso clinico da ribavirina é limitado devido a falta de
eficacia comprovada, dificuldade de administracdo e risco de toxicidade(JAFRI, 2003; XU et
al., 2004).

Quando administrada oralmente, a ribavirina apresenta moderada toxicidade hepética e
da medula 6ssea e quando aplicada sob aerossol parece apresentar pouca ou nenhuma
toxicidade sisttémica. Além disso, o tratamento com a ribavirina requer altas doses para ser
eficaz e a administracé@o por aerossol é prolongada, durando de 12 a 18 horas diarias por cerca
de uma semana(XUet al., 2004).

Baseado no exposto, a ribavirina possui eficacia e uso limitados e ndo é recomendada
para o tratamento de rotina da infeccdo por VSRh. Seu uso limita-se ao tratamento de
individuos de alto risco, muitas vezes em combinacdo com imunoglobulina intravenosa
VSRh-neutralizante e corticosteroides, mas a eficacia permanece controversa (RODRIGUEZ
1999).
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O palivizumabe (Synagis®) € um tratamento profilatico contra uma série de infec¢Ges
virais do trato respiratdrio inferior e mostra-se eficaz em reduzir hospitalizagGes de neonatos e
criancas com alto risco de infeccdo pelo VSRh. O palivizumabe é um anticorpo monoclonal
IgG1 humanizado, direcionado para um epitopo no sitio antigénico A da proteina de fusdo do
VSRh. Esse anticorpo monoclonal humanizado é composto de 95% de sequéncias de
aminoacidos humanos e 5% de murinos. Possui potente atividade neutralizante, inibindo a
fusdo celular induzida pelo virus e protegendo contra a infeccdo por VSRh (FELTS &
SONDHEIMER, 2007).

O palivizumabe foi inicialmente licenciado nos Estados Unidos em 1998 e na Europa
em 1999 com extensdo de seu licenciamento em 2003. Nos Estados Unidos a profilaxia nos
grupos de alto risco reduziu as taxas de hospitalizacdo em até 78% nos ultimos anos. No
entanto, o uso profilatico de palivizumabe em grupos ndo selecionados resulta em aumento
significativo nos custos e nenhuma reducdo nas taxas de mortalidade. O palivizumab foi
autorizado para a prevencdo de infeccBes graves do trato respiratorio inferior pelo VSRh que
requerem internacdo em criancas com maior risco de infeccdo (MINISTERIO DA SAUDE,
2012).
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA

e Qual o percentual de infeccBes por VSRh em pneumonias adquiridas na comunidade
nos anos de 2010 e 2011 na cidade de Fortaleza-Ce?

e Qual a sensibilidade e especificidade da imunofluorescéncia em relacdo a RT-PCR no
estudo?

e Qual o percentual de aumento de deteccdo de VSRh com o uso da RT-PCR?

3  HIPOTESE

e O uso da técnica de reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricdo reversa
do RNA viral (RT-PCR) aumentara significativamente o total de amostras positivas
para o VSRh.
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4  OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o percentual de deteccdo de VSRh em casos de PACem Fortaleza nos anos
de 2010 e 2011 com a utilizacdo da imunofluorescéncia indireta (IFI) e da reacdo em cadeia

da polimerase precedida de transcrigdo reversa do RNA viral (RT-PCR).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo da IFI em
relacdo a RT-PCR.

2. Verificar se a utilizacdo de RT-PCR modifica a sazonalidade ja descrita de VSRh em
Fortaleza.

3. Demonstrar se ha variacGes na intensidade e extensdo dos periodos epidémicos de
VSRh nos dois anos de estudo.

4. Definir o género e faixa etaria da populacdo de estudo para casos negativos e positivos
para VSRH.

5. Definir os fatores de risco e comorbidades relacionados a populacdo de estudo para

casos negativos e positivos para VSRh.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DESCRICAO DO ESTUDO

5.1.1 Local do estudo

O estudo foi realizado na cidade de Fortaleza — Ceara. Localizada no litoral do estado,
a cidade apresenta clima tropical com temperatura média anual 27 °C (FUNCEME). De
acordo com o IBGE (2010), a cidade de Fortaleza consta de aproximadamente 2,5 milhdes de

habitantes, sendo que 135.498 na faixa etaria de 0-4 anos e 176. 363 entre 5-9 anos.

Os pacientes do estudo foram atendidos no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), um
hospital publico, terciario, com atividade de ensino e assisténcia. O hospital é referéncia em
atendimento peditrico, atendendo pacientes de todo o estado do Ceard, com uma média de
194 mil atendimento no ultimo ano, sendo 41.044 consultas na emergéncia, 153.713 no

ambulatorio e 7.432 hospitalizaces.

5.1.2 Sistema de vigilancia

Foram realizadas, no minimo, coleta de 10 amostras de secre¢do de nasofaringe por
semana epidemioldgica de pacientes com infeccdo respiratoria aguda (alta ou baixa) atendidos
em enfermarias ou emergéncia do Hospital Infantil Albert Sabin durante o periodo de janeiro
de 2010 a dezembro de 2011.

5.1.3 Populagédo

Foram inclusas no estudo criangas de 0 a 16 anos atendidas pela emergéncia do
Hospital Infantil Albert Sabin. Os pacientes foram diagnosticados com pneumonia pelo
médico responsavel e apresentavam, além dos sintomas caracteristicos da doenca (febre,
tosse, cansaco), outros sintomas caracteristicos de infecg¢fes respiratdrias agudas como coriza,
obstrucdo nasal, espirros, chiado no peito, falta de ar e alteracfes radioldgicas no periodo

méaximo de sete dias. A obtencdo do termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE
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(Apéndice A) por parte do responsavel pela crianca também foi considerado um critério de

inclusao.

N&o participaram desse estudo pacientes acima de 16 anos, atendidos em outros

setores do HIAS, sem diagnostico médico de pneumonia e/ou cujo TCLE néo foi obtido.

5.1.4 Tipo de estudo

O estudo caracterizou-se como descritivo, observacional, de corte transversal,

realizado em um periodo de 24 meses consecutivos (2010 e 2011).

5.1.5 Questdes éticas

Este estudo recebeu parecer favoravel do Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do HIAS /
Registro 070/09 (Anexo 1).

5.2 COLETA DO MATERIAL

5.2.1 Coleta da amostra

As visitas hospitalares para coleta de dados e amostras foram realizadas cinco vezes
por semana ou de acordo com a demanda observada durante o periodo da manha ou da tarde.
O TCLE foi obtido apds o responsavel ser informado sobre os objetivos do trabalho e
procedimento de coleta, permitindo assim que a amostra fosse coletada e os dados clinicos e

epidemioldgicos fossem acessados.

O espécime clinico utilizado foi a secrecdo nasofaringea (SNF) obtida pela técnica de
aspiracdo utilizando uma seringa de 20 mL acoplada a uma sonda de aspiracdo n° 6. O
procedimento foi descrito por Gardner&McQuillin(1974) e é utilizado, desde entdo, em

estudos epidemioldgicos de identificagdo viral em espécime de nasofaringe.

A sonda era introduzida em uma das narinas até altura da nasofaringe onde eram
realizados movimentos aspirativos para a obtencdo do espécime. As amostras eram
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devidamente identificadas e acondicionadas em isopor com barras de gelo reciclavel (4 °C)
por um periodo maximo de 4 horas e transportadas ao Laboratério de Virologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal Ceara onde era

realizado o processamento.

5.2.2 Coleta dos dados epidemioldgicos

O preenchimento da ficha epidemioldgica foi realizado em duas etapas. Os dados
sociais e demograficos foram coletados atraves de um questionario padrdo aplicado ao
responsavel pelo paciente e os dados referentes ao exame fisico, diagnostico clinico e
tratamento eram obtidos junto ao médico responséavel ou através das fichas de atendimento
(Apéndice B).

5.3 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

As amostras eram levadas ao Laboratério de Virologia da Universidade Federal do
Ceara para serem processadas em capela de fluxo laminar NB-2, em um periodo maximo
quatro horas ap0s a coleta. Ao aspirado de nasofaringe obtido eram adicionados 2 mL de meio
de manutencdo de células, o Meio Essencial Minimo com sais de Earle (MEM-E) adicionado
de penicilina-estreptomicina, glutamina e bicarbonato de s6dio. A amostra e 0 meio eram
homogeneizados por movimentos suaves de aspiragdo e ejecdo por uma pipeta Pasteur
conectada a uma pera de aspiracdo com o objetivo de facilitar a liberacdo das células
presentes na amostra. Uma aliquota de 1 mL da amostra diluida acrescida de 1 gota de
glicerol foi separada para ser armazenada em freezer a - 86° C para posterior anélises por

biologia molecular.

O restante da solugdo era centrifugado a 1.500 rpm por 10 minutos, a temperatura
ambiente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante era descartado e o sedimento re-suspendido
com tampéo salina-fosfato (PBS 10X). A solucdo obtida era dispensada em laminas para
leitura por IFI. Trés laminas eram preparadas para cada amostra a ser analisada. Uma lamina
era utilizada para triagem e tinha os dois orificios centrais preenchidos; as demais eram
destinadas para determinacdo do agente em casos positivos na triagem, tendo oito spots

preenchidos pelo material. A secagem das laminas era feitas na estufa e a fixacdo era feita
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com acetona a 4°C por 10 minutos e entdo eram submetidas a IFI. Uma l&mina reserva era

estocada para casos onde a repeticdo da IFI se torne necesséria.

5.4 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

De acordo com o Ministério da Saude (2005) a técnica de Imunofluorescéncia indireta —
IFI vem sendo demonstrada como a mais indicada para a investigacdo da etiologia viral em
casos de IRA. Para a pesquisa qualitativa de VRSh por IFI foi utilizado o Respiratory Panel 1
Viral Screening & Identification Kit, da Chemicon, que utiliza anticorpos monoclonais para a
identificacdo qualitativa de VSRH, Adenovirus, Parainfluenza 1, 2 e 3 e Influenza A e B.

Em um dos spots das laminas de triagem foram adicionados 8uL de um “pool” de
anticorpos monoclonais contra todos os virus identificados pelo kit. Em um spot acima, foi
adicionada a mesma quantidade de soro de camundongo normal como controle negativo da
reacdo. As laminas foram entdo incubadas em camara Umida por 30 minutos a 37°C. Em
seguida, foram lavadas com PBS/Tween e PBS para a retirada do excesso de anticorpos (ndo
ligados aos antigenos da amostra) e submetidas a secagem. O segundo anticorpo, constituido
de anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a fluoresceina, foi entdo adicionado
em ambos 0s spots e as laminas foram submetidas ao mesmo processo da etapa anterior no
quesito de incubacdo e lavagem. Apds a secagem, as laminas foram cobertas com fluido de
montagem fornecido pelo kit, montadas com laminula e observadas ao microscopio de
imunofluorescéncia (Olympus. BX-40). Foram consideradas positivas as amostras que
obedeciam ao padréo de fluorescéncia nas células do epitélio respiratorio.

As amostras positivas na etapa de triagem foram submetidas a nova IFl para a
identificacdo especifica de virus respiratorios. Nessa etapa, utilizava-se uma das laminas
especificas correspondentes onde eram adicionados 8uL de anticorpo monoclonal especifico
para 0s virus pesquisados. Foram consideradas positivas para VSRH as amostras em que as

células epiteliais obedeceram aos padrdes de fluorescéncia nuclear e citoplasmatica.
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5.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PRECEDIDA POR TRASNSCRICAO
REVERSA DO MATERIAL GENETICO VIRAL

As amostras mantidas a -86° C foram submetidas a extra¢ao do material genético viral,
seqguida da reacdo de transcricdo reversa (RT) para posterior amplificacdo do material
gendmico por reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

5.5.1 Extracdo do material genético viral

A extracdo do material genético viral foi realizada utilizando-se o kit AxyPrep™ Body
Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit” (AXIGEN BIOTECHNOLOGY, Califérnia, USA),
conforme as instrugdes do fabricante. Ao final da extracdo foram obtidos 50 pL de material de
cada amostra. Nesta etapa foi adicionado um inibidor de RNAse (RNA OUT da Applied

Biosystems) na concentracdo de 1U/ pL.

5.5.2 Sintese de DNA complementar (cCDNA)

Utilizou-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Califérnia, USA) seguindo as instrucdes do fabricante. A reacdo foi constituida da mistura de:
2 UL de 10 X RT buffer com MgCl,a 1,5 mM; 0,8 pL de 25 X dNTP a 100 mM; 2 pL de 10
X RT Random primers;1 pL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase; 3,2 uLL de agua ultra-
pura; e 10 uL do extraido, resultando ao final do processo em 20 pL de produto com cDNA.
A programacéo do termociclador para a reacdo foi de 25° C por 10 minutos; 37° C por 120
minutos; 85° C por 5 minutos; e a 4° C por tempo indefinido. O produto (cDNA) era

armazenado em ultra-freezer a — 86° C até 0 momento do uso.

5.5.3 Reacdo em cadeia da polimerase

As reacOes de amplificacdo foram realizadas separadamente. Os primers utilizados

para deteccdo de VSRH foram descritos por Mazzulli et al. 1999. As sequéncias dos primers e
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0 tamanho dos fragmentos e regido gendmica alvo esperados sdo apresentados no quadro a

sequir:
Primers Sequéncia
RSV AB'F1 AACAGTTTAACATTACCAAGTGA
RSV AB-R TCATTGACTTGAGATATTGATGC

Fragmento Amplificado: 380 pb
Regido genbmica: Gene F

Para esta reacdo foi preparada uma mistura de reagentes contendo: 4,2 puL de agua
ultra-pura, 0,5 pL de buffer com MgCl,a 1,5 mM, 0,8 pL de DNTP a 0,2 mM, 1,5 uL de
cada primer foward e reverse a 10 pMol, 0,5 pL de Taq polimerase a 1U/ pL (BIOTOOLS,
Biotechnological & Medical Laboratories, S.A) e 4 pL de cDNA. Este processo resulta em 30
puL de material por amostra. A programacdo do termociclador para esta reacdo foi de: 94° C
por trés minutos para desnaturacdo inicial; 40 ciclos de 94° C por um minuto, 54° C por um
minuto e 72° C por um minuto para anelamento e extensdo; 72° C por cinco minutos para a

extenséo final do produto amplificado.

A deteccdo do produto amplificado foi feita por eletroforese em gel de agarose 1.5%
composto por tampdo TBE e brometo de etidio. O TBE, que também era usado para a corrida
eletroforética era composto de Tris-base (Trihidroximetilaminometano), acido bérico, EDTA
(&cido etilenodiaminotetracético) e agua destilada. A cada poco do gel era acrescentada 10uL
de amostra e 5uL de corante, previamente homogeneizados.A corrida durava cerca de 50
minutos a 90V e em seguida era realizada a visualizacdo do gel no transluminador, onde o
mesmo era fotografado para posterior analise. Foi considerada positiva a amostra que
apresentava 0 mesmo padréo de bandas do controle positivo.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Na comparagdo entre os metodos de diagnosticos, assim como a positividade entre
géneros, foi utilizado o Teste exato de Fisher. Na comparacdo dos periodos de ocorréncia de
casos positivos, entre 0s anos de estudo, assim como, na comparacao das idades entre casos
positivos e negativos e na idade entre géneros, foi utilizado o test t-Student para amostras
independentes. Na analise da comorbidade, assim como na andlise dos fatores de risco, foi
utilizado o teste Qui-Quadrado de Pearson. Em todos 0s testes e analises foi utilizado o nivel

de significancia minimo de 5% para conclusdes afirmativas.
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6 RESULTADOS

A amostra constou de 2.013 criancas, sendo 1.119 coletadas no ano de 2010 e 1.030
coletadas no ano de 2011. Dessas, 483 (22.47%) foram diagnosticadas com PAC, sendo 195
(40.37%) em 2010 e 288 (59.63%) em 2011. A prevaléncia do diagndstico é maior em
criangas de 0 a 12 meses, representando 36.64% do total.

Com relacdo as caracteristicas da populacdo de estudo (Tabela 1), o género de
destaque foi o masculino, totalizando 60.45% do total de criancas atendidas com PAC.
Levando em consideracdo apenas o perfil dos pacientes positivos por RT-PCR, observou-se
uma maior quantidade de casos no género masculino (p=0,0000). Dos pacientes positivos,
84.53% dos tinham até 24 meses de idade, onde 0s casos positivos prevalecem em pacientes
de 0 a 12 meses (51.54%).A proporcdo masculino/feminino foi de 1.52:1, ndo constituindo,

portanto, diferenca significativa (p=0,4175).

Quanto a faixa etéaria, a idade dos pacientes positivos € inferior a idade dos pacientes
negativos (p=0,0000). Nao houve diferenga significativa, na idade dos pacientes positivos,
entre os géneros masculino e feminino (p=0,8617).

Com relacdo ao destino a maioria dos pacientes, tanto VSRh positivo (76%) gquanto
VSRh negativo (71%) receberam alta. As hospitalizacbes (p= 0.3228) e transferéncias
(0.4389) parecem ndo ter relagdo com a positividade.
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Tabela 1. Caracteristicas da populagdo de estudo positiva e negativa para VSRh nos anos de 2010 e 2011.

VSRh positivo ~ VSRh negativo Total Odds ratio I1C 95% p-valor
Caracteristica
Sexo
Masculino 55 237 292 1.3281 (0.8514— 2.0719) 0.2102
Feminino 45 146 191 0.7529 (0.4827- 1.1746) 0.2102
Total 100 383 483 - 0.4175
Faixa etaria
0-12 50 126 176 2.0397 (1.3055 - 3.1867) 0.0015
13-24 34 137 171 0.9250 (0.5819 - 1.4705) 0.7416
25-36 8 48 56 0.6069 (0.2773 - 1.3282) 0.2074
37-48 6 28 34 0.8093 (0.3256 - 2.0117) 0.6482
49-60 1 13 14 0.2875 (0.0372 - 2.2244) 0.2037
+ de 60 31 32 0.1147 (0.155 - 0.8507) 0.0110
Total 100 383 483 - -
Destino
Alta 76 272 348 1.2923 (0.7766 - 2.1504) 0.3228
Internagéo 30 34 0.4903 (0.1686 - 1.4256) 0.1821
Ja hospitalizado 45 53 0.6531 (0.2974 - 1.4342) 0.2854
Transferéncia 12 36 48 1.3244 (0.6567 - 2.6309) 0.4389
Total 100 383 483 - -

Fonte: O Autor

Quanto a presenca de comorbidades (Tabela 2), observou-se que a mesma acontece,

proporcionalmente, entre 0s casos negativos (79.53%).A maioria dos pacientes com PAC

positivos para VSRH nédo apresentavam nenhum tipo de comorbidade (90.72%). Entre aqueles

que apresentavam, destacam-se a imunossupressao e a asma.

Dentre os fatores de risco apresentados por pacientes positivos para VSRh (Tabela 3)

destaca-se a presenca de familiares com IRA (41 casos/42.26%). Aproximadamente 32% (31

casos) nao apresentaram fatores de risco.A prematuridade também se destaca dentre os fatores

de risco, que é tdo presente entre 0s casos negativos quanto nos casos positivos, sendo os

demais fatores mais presentes entre 0s casos negativos (p=0,0138).
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Tabela 2: Comorbidades relacionadas a pacientes apresentando pneumonias VSRh(+) e VSRh (-) nos anos de

estudo.

VSRh(+)  VSRh(-) Total Odds ratio 1C 95% p-valor
Comorbidade
Nenhuma 307 86 393 0.4971 (0.2532 - 0.9758) 0.0390
Cardiopatia 12 21 14 0.1161 (0.0548 - 0.2461) 0.0000
Pneumopatia cronica 4 1 5 1.0052 (0.1111 - 9.0972) 0.9962
Doenga neuroldgica 8 1 9 2.0317 (0.2511 - 16.4417)  0.4976
Imunossupressao 35 4 39 2.3184 (0.8037 - 6.6879) 0.1101
Asma 8 3 11 0.6631 (0.1726 - 2.5478) 0.5470
Refluxo gastroesofagico 1 0 1 N/A 0.6157
Cardiopatia + Refluxo 1 0 N/A 0.6158
gastroesofagico
Pneumopatia crénica + Doenca 1 0 1 N/A 0.6159
neurolégica
Doenga neuroldgica + Asma 2 0 N/A 0.4774
Doenga neuroldgica + Refluxo 2 0 2 N/A 0.4775
gastroesofagico
Asma + Refluxo gastroesofagico 2 0 N/A 0.4776
Cardiopatia + Refluxo 1 0 1 N/A 0.6159
gastroesofagico + Asma
Pneumopatia crénica + Doenga 1 0 1 N/A 0.6160
neurolégica + Refluxo
gastroesofagico
Cardiopatia + Penumopatia cronica 1 0 1 N/A 0.6161
+ Doenca Neuroldgica + Refluxo
gastroesofagico
Total 386 97 483 - -

Fonte: O Autor. N/A: N&o aplicavel - Intervalo de confianca néo estabelecido.
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Tabela 3: Presenca ou auséncia de fatores de risco apresentados por pacientes com pneumonia VSRh(+) ou

VSRh (-) nos anos de estudo.

VSRh (+) VSRh (-)  Total Odds ratio IC 95% p-
valor

Fatores de risco

Auséncia de fatores 32 134 166 0.8745 (0.5476 — 1.3987) 0.5754
Familiar com IRA 42 144 186 1.2290 (0.7852 - 19.236) 0.3665
Contato com Fumante 4 21 25 0.7183 (0.2408 - 2.1420) 0.5511
Nado amamentado 5 11 16 1.7799 (0.6039 - 5.2459) 0.2896
Prematuridade 5 0 5 N/A 0.0000
Familiar com IRA + Contato 6 25 31 0.9140 (0.3644 - 2.2925) 0.8480
com fumante

Familiar com IRA + Néo 2 11 13 0.6920 (0.1509 - 3.1736) 0.6338
amamentado

Familiar com IRA + 2 7 9 1.0962 (0.2242 - 5.3602) 0.9096
Prematuridade

Contato com Fumante + Nao 0 6 6 N/A 0.2078
amamentado

Nao amamentado + 1 1 2 3.8586 (0.2392 - 62.2376) 0.3055
Prematuridade

Familiar com IRA + Contato 0 1 1 N/A 0.6089
com fumante + N&o

amamentado

Familiar com IRA + Contato 1 2 3 1.9242 (0.1727 - 21.4386) 0.5881
com fumante + Prematuridade

Familiar com IRA + Néo 1 3 4 1.2695 (0.1317 - 12.4340) 0.8313
amamentado + Prematuridade

Familiar com IRA + Contato 0 1 1 N/A 0.6089
com fumante + Néo
amamentado + Prematuridade
Total 100 383 483

Fonte: O Autor

Das 483 amostras identificadas como PAC, 55 (11.38%) foram positivas para VSRh
pela técnica de IFI e 97 (20.08%) pela técnica de RT-PCR (Tabela 4).

Tabela 4: Comparacao dos resultados positivos e negativos para VSRh entre os métodosIFl e RT-PCR.

RT-PCR
IFI Positivo | Negativo Total Kappa p-valor
Positivo 52 3 55 -- --
Negativo 45 383 428 -- --
Total 97 386 483 0.631 0.001

Fonte: O Autor

Dos casos positivos detectados por RT-PCT, 53,60% (52) sdo detectados também por

intermédio da IFI. Trés casos(0,77%) negativosdetectados por intermédio do RT-PCT séo

apresentados como positivos por intermédio da IFl. Observou-se que a técnica de RT-
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PCRaumenta significativamente o total de amostras positivas para VSRh, quando comparado
com a técnica de IFI (p=0,0001), perfazendo um total de 43.30% a mais de amostras

positivas.

Quando comparada com a RT-PCR, teste aqui intitulado padréo-ouro para a deteccao
de VSRh, a IFI apresentou sensibilidade e especificidade de aproximadamente 53.69% e
99.22%, respectivamente. Houve boa concordéncia entre os métodos (k = 0.6304). O valor

preditivo positivo girou em torno de 94.54% e o valor preditivo negativo de 89.48%.

No que diz respeito a sazonalidade, observou-se que a prevaléncia do VSRh néo
seguiu 0 mesmo padrdo quando comparados os anos de 2010 e 2011 (Gréfico 1). Os casos
positivos de 2011 aconteceram principalmente nos meses de margo e abril, trés meses antes
aos casos positivos de 2010, que aconteceram principalmente entre os meses de maioe agosto
(p=0,0000).

Ao fazer a correlagdo entre o indice pluviomeétrico mensal dos anos do estudo e a
positividade do VSRh pelas técnicas de RT-PCR e IFI, observou-se que o aumento da
deteccdo do virus esteve relacionado com a estacdo chuvosa, embora os picos de VSRh néo
tenham coincidido com o pico de chuva do ano correspondente. Verificou-se também que a
positividade entre as duas técnicas apresentou picos em meses distintos e diferente periodo de

extensao.

No ano de 2010, o pico de positividade por VSRh para ambas as técnicas aconteceu
em junho, embora a maior pluviosidade tenha sido encontrada no més de abril do mesmo ano.
O periodo epidémico detectado por IFI durou cerca de cinco meses, abril a agosto, um més a

menos que o periodo detectado por RT-PCR, que se estendeu até setembro.

No ano de 2011 ocorreram dois picos pluviométricos, um em janeiro e outro em abril.
A maior deteccdo de casos positivos para VSRhpor IFI ocorreu em mar¢o com tendéncia
decrescente no més seguinte. Ja por RT — PCR, 0 pico que comegou em margo teve o apice no
més de abril, coincidindo com o pico de pluviosidade do trimestre e contrastando com a
tendéncia de crescimento dos resultados por IFI. Ainda referente ao ano de 2011, constatou-se

que a extensdo do periodo epidémico detectado por ambas as técnicas foi semelhante.
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Figura 4: Distribuicdo mensal do volume de chuvas, casos de pneumonias totais e positivas para VSRh nos anos de 2010 e 2011.
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Figura 5: Distribuicdo semanal dos casos de pneumonia totais e positivas para VSRh por IFl e RT-PCR nos anos de 2010 e 2011.
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7 DISCUSSAO

As IRAs sdo um conjunto de sindromes respiratorias que estdo relacionadas com alta
taxa de morbidade e mortalidade infantis (RODRIGUES et al., 2011; TANEJA, et al., 2009).
Dentre elas, destaca-se a PAC por representar a principal causa de 6bito por doencas
infecciosas em criangas abaixo dos 5 anos de idade (CHAUVET et al., 2010; LEAL et al.,
2012). Por essa razéo, medidas de salde publica foram instituidas a fim de prevenir, controlar
e minimizar os impactos causados por estas infeccdes (UNICEF, 2013; WHO, 2013). Embora
a taxa de mortalidade por PAC no Brasil tenha reduzido de forma significante, o nimero de
hospitalizagOes e taxa de mortalidade por PAC tem aumentado, provavelmente em virtude do
aparecimento de casos mais graves da doenca (CAUVET et al., 2010; UNICEF, 2013).

O VSR, além de ser apontado como a principal causa das IRAs virais, é o principal
agente viral causador de PAC (CONTERNO et al., 2011; DONALISIO et al., 2011; ROCHA
NETO et al., 2013).0 VSRh tem sido o virus mais frequentemente detectado em casos de
infeccdes respiratorias baixas, especialmente pneumonias, em estudos realizados com criancgas
de Fortaleza. Em 2010, no entanto, o VSRh foi detectado em apenas 10 de 195 casos de
pneumonias, contrastando com o numero bem superior de deteccdo relatado em anos
anteriores. Embora em muitos paises a ocorréncia dos periodos epidémicos de VSRh seja
regular pode haver variacbes no numero de detecgdes do agente, ocorrendo periodos

epidémicos onde o numero de deteccbes deste virus € bem inferior ao de outros.

A escolha adequada do espécime clinico e o correto diagnostico da PAC viral séo
imprescindiveis para a instituicdo do tratamento correto e manejo do paciente,
armazenamento dos dados epidemioldgicos e elaboracdo de programas de controle e
prevencdo da infeccdo (LEAL et al., 2012; ROCHA NETO et al., 2013). Nesse estudo, o
aspirado de nasofaringe foi escolhido por permitir um aumento significante na deteccdo de
virus respiratorios, independente da técnica utilizada, além de ser uma técnica menos
traumatica na obtencdo do espécime clinico quando comparada as demais. O diagndstico

laboratorial viral foi realizado através de duas técnicas: IFl e RT-PCR.

A IF e suas variacOes apresentam sensibilidade e especificidade semelhantes a cultura
de células e sensibilidade superior ao teste de ELISA (TRISTAM & WELLIVER, 1995),
além de serem consideradas “padrdo-ouro” na deteccdo rapida do VSRH (SALOMON et
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al.,1989). Um estudo realizado por Takimoto e colaboradores (1991) afirmou que a
imunofluorescéncia é confidvel para o diagnéstico VSRh, sendo comparével ao isolamento
viral por ter apresentado sensibilidade, especificidade e concordancia de 100%, 93% e 93.6 %

respectivamente.

Para a técnica IFI utilizou-se o Respiratory Panel 1 Viral Screeningand Identification
Kit da Chemicon, que apresenta sensibilidade e especificidade de 89% e 92%
respectivamente. A principal vantagem do kit é a possibilidade da triagem de casos positivos
para sete virus em um curto periodo de tempo, cerca de duas horas. A observacdo de
fluorescéncia inespecifica em uma pequena porcentagem de laminas (4% a 10%) é
considerada a principal desvantagem da técnica, entretanto, o fato pode ser revertido através

da leitura de laminas por um microscopista experiente.

As técnicas moleculares vém sendo utilizadas na rotina diagnéstica de diversos
agentes, incluindo os causadores de IRAs. A RT-PCR vem surgindo como técnica
complementar para o diagnostico do VSRh, ja que apresenta sensibilidade e especificidade
superiores a IF. Em um estudo realizado por Freymuth e colaboradores (1995) observou-se
que a sensibilidade e especificidade de RT-PCR comparado a cultura foi de 97,5 % e 63,9 %,
respectivamente; observou-se também que RT-PCR apresentou sensibilidademaior que IF e

isolamento viral.

Para a técnica de RT-PCR foi utilizado o kitAxyPrep™ Body Fluid Viral DNA/RNA
Miniprep Kit” (AXIGEN BIOTECHNOLOGY, California, USA)para a extracdo do material
genético viral, o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Califérnia, USA)para a reacdo da transcricdo reversa e o0s insumos da BIOTOOLS,
Biotechnological & Medical Laboratories, S.A. para a reagéo de PCR.

A IFI tem sido a técnica utilizada na pesquisa de VSRh e outros virus respiratorios em
estudos realizados em Fortaleza desde 2001, devido a sensibilidade e especificidade na
deteccdo deste virus. Apesar da menor sensibilidade da IFI em relacdo aos de métodos de
biologia molecular, seu emprego nao deve ser abolido uma vez que a IFI € uma técnica em
gue varios virus podem ser pesquisados simultaneamente, além de apresentar menor custo e
répida execucdo, possibilitando que o resultado do teste esteja disponivel para 0 médico em
poucas horas. Além disso, a técnica de IFI tem sido utilizada por diversos sistemas de

vigilancia virus respiratorios de varios paises, incluindo o Brasil. No entanto, a utilizacdo da
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RT-PCR, um método reconhecido pela sua sensibilidade superior a da IFI, possibilitou a

deteccdo de mais 42 casos VSRH positivos ndo detectados pela IFI.

A deteccdo do antigeno viral por anticorpos monoclonais disponiveis em Kits
comerciais é, sem duvida, a técnica mais rentavel e rapida disponivel para o diagnostico de
VSRH, mas o desempenho da técnica RT-PCR mostrou-se superior na deteccdo de alguns
casos de VSRH. Durante o periodo de estudo, o0 VSRH foi encontrado em 11.38% dos casos
de PAC positivas quando diagnosticados por IFI e em 20.08% quando identificado por RT-
PCR. Mesmo com uma notavel diferenca entre o percentual de identificacao pelas técnicas, a
prevaléncia por ambas esta de acordo com a encontrada em outros paises e em estudos no

Brasil.

Na comparacéo entre RT-PCR e IFI foi encontrada sensibilidade de 94.54%, ou seja, a
técnica detectou que a maioria dos resultados corresponde a individuos verdadeiramente
positivos.Quanto a especificidade, que é a capacidade que o teste diagndstico tem de detectar
os verdadeiros negativos, o valor encontrado foi de 89.48%.0 indicador Kappa apontou
concordancia de 62.82% entre os testes. O valor preditivo positivo, que representa a
proporcdo de doentes entre os positivos pelo teste, foi de 53.60%; ja o valor preditivo
negativo, proporcdo de individuos sem infeccdo entre 0s negativos ao teste, foi de 99.22%
semelhantes aos encontrados na literatura. Esse percentual esta de acordo com o encontrado
em outros trabalhos comparativos (FREYMUTH et al.,1995; OSIOWY, 1995) e implica dizer
gue a RT-PCR é um método confiavel na deteccdo de VSRh por causa da sua sensibilidade,
especificidade e concordanciaquando comparado com outros considerados “padrdo-ouro”,

como a IFI.

A variacdo da sequéncia de RNAentre cepas de VSRh foi cogitada para explicar a
presenca de resultados falso-negativos, entretanto o fato parece ser improvavel uma vez que
na regido alvo do gene F as sequéncias iniciadoras sdo idénticas para ambos os subtipos A e B
de VSRh. A explicacdo mais provavel para o fato de trés amostras terem sido positivas por IFI
e negativas por RT-PCR, no entanto, & que as amostras apresentaram titulos de particulas
virais abaixo do limiar de sensibilidadede RT - PCR, que é cerca de 10 TCIDs,S ou que a

integridade do RNA tenha sido afetada pelo congelamento/descongelamento das amostras.

Em 2010 o periodo epidémico por IFI durou quatro meses teve inicio no fim de abril e
se estendeu até agosto; entretanto, por RT-PCR o0 pico durou cinco meses, se estendendo até

setembro. Por ambas as técnicas a maior deteccdo do virus ocorreu em junho do mesmo ano.
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Em 2011 o pico de VSRh por ambas as técnicas durou cinco meses, de fevereiro a julho,
havendo divergéncia no periodo de maior deteccédo viral; por IFI, o pico foi em margo e por
RT-PCR, em abril. A ocorréncia dos periodos epidémicos de VSRh em Fortaleza esta
relacionada a estacdo chuvosa e como 2010 foi um ano de baixo volume de chuvas quando
comparado ao ano de 2011, com o registro de apenas 38,5% do volume de chuvas registrado
em 2011, pode-se sugerir que esse tenha sido um fator adicional a influenciar na baixa
deteccdo do virus. Apesar da deteccdo superior de VSRh alcancada pelo uso da RT-PCR,
notou-se que em 2010 houve de fato uma circulagdo menor do virus, com a deteccdo de
42,64% dos encontrados em 2011.

A ocorréncia de PACs por VSRh apresentou um padréo sazonal semelhante ao de
outros estudos realizados na cidade de Fortaleza (ALONSO et al.,2012; MOURA et al.,2013,
2006), na regido nordeste do pais (BEZERRA et al., 2011; MELO &SILVA, 1992; MOURA
et al.,2003) onde, de modo geral, os periodos epidémicos tiveram inicio no primeiro semestre
e duracdo em torno de cinco meses. Em areas tropicais o surto do VSRh normalmente varia
com o periodo de chuvas e ocorre geralmente dois meses ap0s o inicio da estacdo chuvosa.
Essa correlacdo foi observada por Moura e colaboradores (2013) que ressaltou a correlacdo
entre 0 aumento da detec¢do do virus com a estacdo chuvosa, embora os picos de VSRh néo
tenham coincidido com o pico de chuva do ano correspondente; a mesma caracteristica foi

observada nesse estudo.

Em relacdo ao sexo, ndo houve diferenca significativa entre os géneros masculino e
feminino dentre os casos positivos de PAC. Embora muitos trabalhos relatem a maior
ocorréncia dos casos positivos em pacientes do sexo masculino, a maioria dos autores afirma
ndo haver diferenca significativa quando comparados aos casos positivos em pacientes
femininos (ALONSO et al.,2012; MOURA et al.,2013, 2006; THOMAZELL et al., 2007).

No quesito idade, observou-se correlacdo entre positividade e idade do paciente, onde
a maior prevaléncia de casos positivos por VSRh relacionada & menor idade dos pacientes.
Esta caracteristica estd de acordo com o encontrado em estudos no Brasil e no mundo
(ALONSO et al., 2012; BEZERRA et al., 2012;MOURA et al., 2013, 2006; OHUMA et al.,
2012), onde a maior prevaléncia é encontrada em criangas nos primeiros anos de vida,

principalmente abaixo dos seis meses de idade.

A maioria dos pacientes que apresentaram PAC positiva para 0 VSRh néo

apresentaram qualquer tipo de comorbidade. Entre aqueles que apresentavam, 11.34%
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(11/97), destacam-se a presenca de imunossupressdo e asma, concordante com 0s VSRh
relatados na literatura (COLLINS & GRAHAM, 2008; EL SALLEBY et al., 2011; VAN
BLEEK et al., 2011). Casos de IRAs graves em imunocomprometidos sdo relativos a
persistente replicacdo viral nos pulmfes desses pacientes. Ja em pacientes com quadro

asmaético, a infecgdo pode se potencializar(WELLIVER et al., 2003).

Quanto aos fatores de risco, a prematuridade apresentou destaque tanto entre 0s
pacientes positivos quanto entre os pacientes negativos. A prematuridade, associada ou ndo a
comorbidades ou outros fatores de risco, é apontada como forte fator de agravamento para
doenca grave por VSRh (WELLIVER, 2003). Criangas pré-termo possuem uma chance maior
de desenvolver complicacdes graves ap06s infeccdo por VSRh e evoluir a dbito do que
criancas a termo. Os principais fatores que contribuem para esse fato sdo a imaturidade
pulmonar e do sistema imune e interrupcdo prematura da exposi¢do aos anticorpos da méae
(CARBONELL, 2008).

Dentre aqueles pacientes com PAC positivos para VSRh, houve destaque para a
presenca de familiares com IRA, associada ou ndo a outros fatores de risco como contato com
fumante, prematuridade e ndo amamentacdo. Essa correlacdo ja foi relatada por outros
trabalhos ao redor do mundo (LESSLER et al., 2009; PAPENBURG et al., 2012; VAN
BLEEK et al., 2011).A exposicdo ao fumo antes e ap6s o nascimento é listado como um dos
fatores de risco que mais contribui para a gravidade da infecgdo por VSRh (BRADLEY et al.,
2005; GROSKREUTZ et al., 2009).

Foi demonstrado nesse trabalhoa importancia do VSRh como agente causador de
IRAS, especialmente as PACs, em criangas nos primeiros anos de vida. Verificou-se, ainda,
que apesar da regularidade na ocorréncia dos periodos epidémicos de VSRh em Fortaleza,
variacdes na extensdo e intensidade dos mesmos sdo comuns. A ocorréncia de periodos
epidémicos com baixa deteccdo de VSRh pode ser relacionada tanto a fatores relacionados

aos proprios virus circulantes como externos a eles.
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8 CONCLUSOES

v' A técnica de RT-PCR mostrou-se mais sensivel na deteccdo de casos de PAC por
VSRh quando comparada a IFI, possibilitando uma melhor identificacdo do agente
viral e permitindo uma melhor caracterizacdo da extensdo dos periodos epidémicos do
VSRh.

v N&o houve mudanca no padréo sazonal, definido anteriormente por IFI, na detecgdo
do VSRh quando utilizada a técnica RT-PCR.

v" A escolha de um método diagnostico com maior sensibilidade e especificidade é
crucial para a implementacdo de medidas profilaticas como a administracdo do
palivizumabe e adequacao do calendario vacinal a realidade da regido.

v’ Através dos resultados encontrados pode-se sugerir a gradual implantacdo de técnicas

de biologia molecular na rotina de um laboratério de virologia diagndstica.
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APENDICES

APENDICE A
TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: Vacinacdo Pneumonias adquiridas na comunidade de etiologia viral em viral em criancas atendidas por
doenga respiratéria aguda no Hospital infantil Albert Sabin: prevaléncia, apresentacdes clinicas e complicacGes.

Seu filho (a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa com a finalidade de conhecer o impacto das
infeccBes hospitalares respiratdrias virais em criangas hospitalizadas. Estas infec¢cdes causam um aumento na
permanéncia hospitalar e podem complicar o estado de salde da crianga. A participacdo do seu filho é muito
importante para nés. Este documento contém informagdes sobre como estaremos realizando nosso trabalho, leia-
o0 atentamente e qualquer ddvida teremos o prazer de esclarecé-las.

Eu, portador do RG:

e do CPF nascidoem /| concordo livre e
espontaneamente que meu filho nascido em
|/ /___ participe do estudo “Vacinagdo de criangas de mais de seis meses a dois anos nas campanhas de

vacinagdo contra influenza: impacto dessa agdo na saide de criancas de Fortaleza”. Declaro que obtive as
informagdes necessarias acerca deste estudo e que as minhas davidas foram esclarecidas.

Estou ciente de que:

)] Este estudo tem por objetivo avaliar a frequéncia das infec¢des respiratorias agudas hospitalares
causadas por virus em criangas hospitalizadas;

i) Seré realizada a coleta de secrecdo nasal através de aspiracdo com uma sonda. Esse procedimento é
indolor, mas pode causar incbmodo, fazendo com que pacientes de pouca idade como as criangas
chorem. Dificilmente um pequeno sangramento na mucosa nasal pode ocorrer, mas é facilmente
controlado pelo uso de um tampao de algodao;

1) A participagdo do meu filho (a) neste estudo ndo é para fins terapéuticos e ndo terd nenhum custo
para mim;

V) Tenho a liberdade de desistir a qualquer momento sem a necessidade de dar explicagdo;

V) A minha desisténcia ndo acarreta nenhum prejuizo ou interferéncia no atendimento ou no

tratamento do meu filho.
VI) Os resultados serdo sigilosos, mas concordo que sejam divulgados em publica¢es cientificas desde
que a identidade do meu filho ndo seja revelada;
VII) Caso deseje poderei saber os resultados do estudo. Obs: marque com um X;
() sim, desejo conhecer os resultados;
() ndo desejo conhecer os resultados.

Fortaleza de de 20

Responsavel:
Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone
Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone
Médico Responsavel:

Prof. Responsavel pelo Projeto:

Dra Fernanda Edna Araljo Moura
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APENDICE B

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Ficha n°®

Projeto de Pesquisa:Pneumonias adquiridas na comunidade de etiologia viral em viral em criancas atendidas por
doenga respiratoria aguda no Hospital infantil Albert Sabin: prevaléncia, apresentagdes clinicas e complicacGes.

Responsavel pela coleta: Meédico Data da coleta:

Dados pessoais do paciente

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

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

Pessoa p/ contato: Telefone:

(' )Emergéncia ( )Observacdo( )Ambulatdrio/Consultério ( )Enfermaria: Leito Prontuério

Histdrico do paciente

( )Ndomamou ( )Mamou<6m ( )Mamou>6m ( )Ainda mama

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

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

Fator de risco: ( )N&o (' )Prematuridade ( )Cardiopatia (' )Pneumopatia congénita ou crdnica
(' )Doenca neuroldgica (" )Imunossupressdao ( )Asma (' )Doenca do refluxo gastroesofagico

( )Fumante em casa ( )Bebé chiador ( ) Outros:

Familiar com IRA emcasa: (  )Ndo ( ) Sim, identificar:

(' )O paciente nunca cansou Idade em que cansou pela 12 vez:

Historia de cansaco na familia: ( )N&do ( )Pai ( )Mae ( )Irmdo(s) ( )Tio(s) ( )AVH(s)

Doenca atual: Queixa principal: Tempo de inicio de sintomas:

( )Coriza ( )Obstrugdo nasal ( )Espirros ( )Tosse cheia ( )Febre ( )Anorexia ( )VOmitos ( )Diarreia
( )Cansago ( )Exantema ( )Conjuntivite ( )ConvulsGes ( )Cianose ( ) BAN

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

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

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

Ausculta pulmonar: () N&o realizada ( )Normal ( )Sibilos ( )Roncos ( )Estertores ( )Estridor
Raio-X de torax: () Nao solicitado ( ) Normal ( ) Condensagdo ( ) Infiltrado intersticial
() Hiperinsuflacdo pulmonar ( )Outros:

Hipotese diagndstica da doenca atual:

Tratamento instituido pelo médico

Paciente fez uso de medicacéo no hospital durante o atendimento: (  )Ndo ( )Sim

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

Medicacgdo prescrita para casa: (  )Ndo ( )Sim

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

( )Outra:

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

Observagodes:
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ANEXO 1

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN

COMITE DE ETICA EVi PESQUISA

HLBE‘RT 5#' Et“ Fua Terduland Sales 544 = Vila Unifo - Foralezs - Cesd
SECRETARIA DA SAUDE B0 CEARA 22 FoneFax; (85) 31014212 - 3101 4263

R T M s R L T B, P P A L RO
Fortaleza, 17 de dezembro de 2008,

HOSPITAL INEANTIL\D

Registro no CEP: 070/08
Data da Aprovagao: 17/12/2008
Titulo do Projeto: 'Pneumonias adguiridas na comunidade de eficlogla viral em criangas
atendidas por dosnga respiratéria aguda no Hospital Infantil Albert Sabin:
prevaléncia, apresentacbes clinicas e complicagbes”

Pesquisadora Responsavel: Femanda Edna Aratjo Moura

Instituicio | Servigo: Universidade Federal do Ceard

Levamas ao conhecimento de V. 8% que o Comité de Efica em Pesquisa -
CEP do Hospital Infantil Albert Sabin - Secretaria da Salde do Estado do Ceard, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Salde - Ministério da Salde, Resolugdo n® 196, de 10 de outubro de 1896, aprovou o
projeto supracitado,

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

—

Regina Lucia Ribeiro Moreno
Coord®, do Comité de Etica em Pesquisa
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