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RESUMO

No Brasil, os poucos estudos conduzidos com o igbjete verificar a etiologia viral das
doencas respiratérias agudas utilizaram, em gegibdos tradicionais (imunofluorescéncia e
cultura viral) em criancas hospitalizadas. O obgetieral do presente estudo foi investigar a
presenca de virus respiratérios por meio das tésnie imunofluorescéncia indireta e da
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeiaideerase em aspirados de nasofaringe de
criancas com doenca respiratoria aguda atendidaserntos publicos de atencao primaria e
secundaria na cidade de Uberlandia, MG. Entre éweide 2008 a maio de 2010 foram
obtidos, por meio de uma amostra de conveniénejaiyaalos de nasofaringe de criancas
menores de cinco anos com sintomas de doencaatéspraguda, atendidas na Unidade
Basica de Saude da Familia - Granada 1, Unidadateledimento Integrado-Pampulha e
Clinica Infantil Dom Bosco Uberlandia. Doenca resigdiria aguda foi definida pela presenca
de coriza, tosse, dificuldade para respirar ou l&ibia, com ou sem febre. A
imunofluorescéncia e a transcricao reversa segladaacido em cadeia da polimerase foram
utilizadas para testar a presenca de virus re§post Partiparam do estudo 43 criancas
(53,5% do género masculino e 46,5% género femintom) idade entre dois a 60 meses
(média = 18,3 meses; mediana = 15 meses; DP=t1@ad@ndstico clinico a admissao foi de
resfriado comum em 23 criancas (53,4%), traqueajuitey, em quatro (9,3%), pneumonia,
em doze (28%) e bronquiolite, em quatro (9,3%).0Reaknos um virus respiratorio foi
detectado em 22 (51,1%) amostras, sendo que 26 foram identificados. Dez (38,4%)
amostras foram positivas para o virus respiratirioicial, dez (38,4%) para o rinivirus, trés
(11,5%) para o parainfluenzavirus; duas (7,7%) matanovirus e uma (3,8%), para o
influenzavirus. A presenca de co-infeccdo ocormutr@s amostras. A imunofluorescéncia
identificou nove (21%) e a transcricdo reversa islegda reacdo em cadeia da polimerase
dezenove (44,1%) virus respiratorios. O rinovirug eirus respiratorio sincicial foram os
virus mais prevalentes em criangas com doencara&®g aguda em servicos de atengdo
primaria e secundaria. A utilizacdo de método mascpermitiu dobrar a capacidade de

deteccao de agente viral nos aspirados de nasgdarin

Palavras-chave: virus respiratorios, doencas egépias, imunofluorescéncia indireta,

transcriptase reversa da reacdo em cadeia da patie)eriancas.



ABSTRACT

In Brazil, the few studies conducted have used eitialogy, in general, traditional methods
(imunofluorescense techniques and and viral cudjuire hospitalized children. The purpose
of the present study was to investigate the presaifcrespiratory viruses using indirect
immunofluorescence techniques and the reversectiptien followed by polymerase chain
reaction in nasopharyngeal aspirates of childreth \acute respiratory disease attendet in
public institutions of primary and secondary carehe city of Uberlandia. Between february,
2008 to may, 2010 were obtained a convenience sammalsopharyngeal aspirates from
children under five years old with symptoms of acgspiratory disease, attended at Unidade
Basica de Saude da Familia - Granada 1, Unidad¢ehelimento Integrado-Pampulha and in
Clinica Infantil Don Bosco in Uberlandia. Acute pasitory disease was defined by the
presence of coryza, coughing, breathing difficslted/or sibilance, with or without fever.
The indirect immunofluorescence techniques and réheerse transcription followed by
polymerase chain reaction were used to test foptasence of respiratory viruses. A total of
43 children (53,5% male and 46,5% female) betwaen dnd 60 months of age (average:
18,3 months; median 15 months; DP£16). The clinitagnosis for admission was common
cold for 23 children (53,4%), tracheobronchitisfaur (9,3%); pneumonia in 12 (28%) and
bronchiolitis in four (9,3%). At least one respaat virus was detected in 22 (51,1%) of the
samples. A total of 26 viruses were identified. T88,4%) samples were positive for the
respiratory syncytial virus; ten (38,4%) for rhimms, three (11,5%) for parainfluenzavirus;
two (7,7%) for adenovirus and one (3,8%) for infimavirus. Co-infection occurred in three
of the samples. The indirect immunofluorescencéartepies identified nine (21,0%) and the
reverse transcription followed by polymerase chaaction 19 (44,1%) of the respiratory
viruses. The rhinovirus and respiratory syncytialis were the respiratory virus most
prevalent in children with acute respiratory digeas public institutions of primary and
secondary care. The use of molecular method pematttwo fold increase in the capacity for

detection of the viral agent collected from theapdmsaryngeal aspirates.

Key words: respiratory viruses, respiratory diseaseinofluorescense techniques, reverse

transcription-polymerase chain reation, children
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1 INTRODUCAO

As infeccbes respiratérias agudas (IRA) continuarser a principal causa de
morbidade e mortalidade infantil em todo o mundeselltam em cerca de dois milhdes de
mortes a cada ano (WHO, 2004) (KIENY et al.,, 2005atre os principais agentes
etiolégicos responséaveis por essas infec¢des imctueirus respiratorio sincicial (VRS), o
rinovirus (HRV), o virus do sarampo, os parainflzerirus tipo 1, 2 e 3 (PIV-1, PIV-2 e
PIV-3), o virus da gripe, o virus da varicelgStoeptococcus pneumonjagHaemophilus
influenzae o Staphylococcus aurewsoutras bactérias (WHO, 2009).

Os virus respiratorios tém sido agentes relacionadguadros respiratorios que
variam desde o resfriado comum até pneumonias réOEIVEIRA et al.,, 2004) e
acarretam em altos indices de hospitalizacoes (QBAN et al., 2001).

Infeccbes respiratérias graves acometem, com madieqguéncia, idosos
(THOMPSON et al., 2003) e criancas (SHEK; LEE, 2003; TSUCHI¥¢Aal., 2005),
constituindo um risco mais elevado para aquelassoerecém nascidos pré-termo, que
possuem disturbios cardiacos, pulmonares ou densasimune.

Vale lembrar que lactentes e pré-escolares poderuiewnais rapidamente com
desconforto respiratério ou insuficiéncia respirat@ue criancas maiores e adolescentes,
pois apresentam vias aéreas com menor calibre,r rdainanda metabdlica, diminuicao
das reservas ventilatorias e mecanismos compeitsaitdadequados.

A principal causa viral de doenca respiratéria gram criancas € o VRS, principal
agente da bronquiolite infantil, associado a sigaifvos indices de morbidade e
mortalidade, seguido do virus parainfluenza (PIYRILV -2 e PIV -3), especialmente o
PIV -3. Todas as criancas até a idade de doisténopelo menos um episédio de infeccéo
pelo PIV e / ou VRS (KARRON et al., 2008).

Embora a incidéncia de doencas devido a essesgpat®@do esta estabelecida
com precisdo nos paises em desenvolvimento, ossdadohecidos nos paises
industrializados, como a notificacdo de 125 milosade infecgbes por VRS por ano nos
Estados Unidos (SHAY et al., 1999), levam a esfimdmpressionante de um total de 64
milhdes de casos e 160.000 mortes por ano de &degogr esse virus em todo o mundo.
Vale ressaltar que o VRS foi identificado em 15%0a% dos casos de bronquiolite ou
pneumonia em pacientes hospitalizados nos paisedesemvolvimento (WEBER et al.,
1998; SHAY et al., 1999; SANGARE et al., 2006).
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1.1 Infeccdes Respiratorias Agudas

As IRA abrangem amplo espectro de manifestacbagati como coriza, dor de
garganta, otalgia, tosse e dificuldade para respira se relacionam com os diagnosticos
de resfriado comum, laringotraqueobronquite, brdegubronquiolite e pneumonia
(FACANHA et al., 2004).

1.1.1 Resfriado Comum

O resfriado comum é uma doenca viral aguda e anitatia do trato respiratorio
superior. E a doenca mais frequiente que acomebeimanos. Lactentes e pré-escolares
podem ter trés a oito episddios anuais. Em cria@gasnum a presenca de febre (em geral
por trés dias) e sintomas nasais (coriza, obstrne&al, espirros) por vezes associados a
tosse, dor de garganta, otalgia, perda do apetitetabilidade. Esses sintomas podem
persistir por até duas semanas (CHERRY, 1987 afiRNANDEZ, 1998) e ocorrem,
conforme a etiologia viral, predominantemente n@ino (nos paises de clima temperado)
(REED et al., 1981) e nos meses chuvosos (nosspaitgacais) (FOX et al., 1985 apud
HERNANDEZ, 1998). O periodo de maior excre¢do voebrre principalmente entre o
terceiro e quinto dia da doenca (GWALTNEY, 1982)2@pud HERNANDEZ, 1998).

Varios virus séo relacionados como causadoresidtsmas do resfriado comum
como o HRV, o VRS, virus influenza (FLU), o PIV,adlenovirus (AdV), enterovirus,
coranovirus e metapneumovirus (TYRRELL, 1990 api©tRNANDEZ, 1998). Os HRV
sdo responsaveis por mais da metade dos epis@li@siiado comum em criancas e em
adultos.

O HRYV replica-se nas vias respiratorias superigrgacipalmente no nariz, ja que
das secrecOes nasais recuperaram-se grandes qdastide virus e muito poucas das
secrec¢Oes faringeas. Além disso, o rinovirus pededstectado na pele do rosto e das
maos, como resultado de contaminacdo com as sesre@edpiratorias, bem como de
objetos domiciliares (HENDLEY, 1988 apud HERNANDEZ298).

Apenas uma pequena porcentagem de criancas ajresemplicacdes do resfriado
comum como otite média ou sinusite (CHERRY, 198WdaplERNANDEZ, 1998). No
entanto, a prescricdo de antibidticos para criangas resfriado comum nao complicado
ainda é frequente (GWALTNEY, 1982 apud HERNANDEZ98).
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1.1.2 Laringotraqueobronquite

A laringotraqueobronquite (ou crupe) refere-se a g@érie de doencas respiratérias
que sao caracterizadas por diferentes graus delogsinspiratério, tosse, rouquidao e
dificuldade respiratéria resultante da obstrucas d@s aéreas superiores. Atinge
principalmente criangas com idade entre seis meds&s anos de idade, a incidéncia no
sexo masculino € de aproximadamente uma vez e maiar do que no feminino
(CHERRY et al., 2008). Os sintomas sdo geralmeateulta duracdo com melhora da
tosse em 48 horas em cerca de 60% dos casos, & persistir por até uma semana
(BJORNSON et al., 2008).

Os virus parainfluenza dos tipos 1 e 3 sdo os ipaig agentes etioldgicos da
laringotraqueobronquite (MARX et al., 1997). No amtb, os virus influenza (A e B),
adenovirus, VRS, metapneumovirus e coronavirustafdném detectados nesta doenca
(DENNY et al.,, 1983; CHAPMAN et al., 1981; VAN DERIOEK et al.,, 2006;
WILLIAMS et al., 2004 apud BJORNSON et al., 2008). provavel que o nimero
crescente de virus associado com sintomas relameraom laringotraqueobronquite seja
um reflexo da utilizagdo de novas técnicas moleeslae deteccdo viral. Entretanto, o
diagnostico é clinico e os testes de deteccao tiigeans virais bem como a cultura viral
raramente sdo necessérias para o0 manejo da d&IQRNSON et al., 2008).

1.1.3 Bronquiolite

A bronquiolite € uma doenca viral aguda, causadmuceente pelo VRS,
caracterizada por inflamacédo, edema e necrose é@al< epiteliais das vias aéreas de
pequeno calibre que resultam em aumento da proddedmuco e, do ponto de vista
clinico, em sibilancia e crepitacbes a auscultanpnar (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2006).

O diagnostico da bronquiolite é clinico e de ex@tusEm geral, considera-se
bronquiolite o primeiro episodio de sibilancia eraecas menores de dois anos de idade
com sintomas de doenca respiratdria viral agudanguese identifica outro diagnéstico
como pneumonia ou atopia (OCHOA SANGRADOR, 2010gnAda sibilancia, outras
manifestacbes clinicas podem ocorrer como recusaertar, irritabilidade, tosse,

taquipnéia, desconforto respiratorio (batimentoatitas nasais e retracdes intercostais /
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subcostais) e apnéia (OCHOA SANGRADOR, 2010). Ateratbes radioldgicas
(hiperinsuflagcdo e espessamento peri-brénquico) oeanlinespecificas podem ser de
auxilio no diagnoéstico diferencial (WOHL, 1990).

No entanto, existe uma significativa heterogeneidamtre os critérios diagnosticos
da bronquiolite. Por exemplo, aqueles utilizadosAmaérica do Norte exigem como
principal sinal a presenca de sibilos expiratéeaso Reino Unido, crepitacdes (OCHOA
SANGRADOR, 2010).

Os critérios tradicionais amplamente aceitos sgur@gsostos por MCCONNCHIE,
(1983) que considera bronquiolite como "o primeipisédio de desconforto respiratorio
agudo com sibilancia precedido por quadro de idfeatas vias aéreas superiores (rinite,
tosse, com ou sem febre) em criancas menores deados de idade, mas principalmente
antes do primeiro ano da vida”.

Varias condigbes clinicas devem ser consideradadiagnostico diferencial da
bronquiolite: asma, pneumonia, doeng¢a pulmonaricadimalacdo de um corpo estranho,
fibrose cistica, cardiopatias congénitas, sepsedese metabdlica. No entanto, a principal
dificuldade reside na diferenciacédo entre brondgei@ sibilancia recorrente resultante de
predisposicdo atdpica em resposta a diferentescdeantes ambientais ou infecciosos.
A inclusdo nos critérios diagnosticos do limite fdixa etaria (menores de dois anos de
idade) pode ser util nessa diferenciacdo (OCHOA SRNDOR, 2010).

Infelizmente, a informacdo sobre a validade e pé&ecidos diferentes sinais e
sintomas da bronquiolite € tratada exclusivamemestudos descritivos e, especialmente,
a partir da opinido de especialistas (SIGN, 200@)ytanto, é esperado que 0s aspectos
clinicos de pacientes classificados como brongei@m varios trabalhos podem ser téo
heterogéneos.

A identificacdo do VRS em secrecdes das vias egpias de criancas com
sibilancia ndo afasta outros diagndsticos (SANTANIRAELI, 1998). Sinais e sintomas da
bronquiolite ndo s&o absolutamente distintos coméoo agente viral causador. O VRS
seguido do HRYV sé&o os principais agentes etiol&gaa bronquiolite. No entanto, outras
causas incluem o PIV, o FLU, o AdV, o metapneumgyito coronavirus e o bocavirus
humano (PITREZ et al., 2005). Episédios de sibikmeen lactentes tém sido relacionados
a infecgbes peldycoplasma pneumonigd€ISCHER; MENDONCA, 1991).

O curso clinico da bronquiolite € em geral benignautolimitado. Os sintomas

persistem por trés a sete dias e sdo controladsmsgom medidas gerais (sintomaticos).
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Apenas uma pequena percentagem de pacientes tem@esde internacdo hospitalar,
geralmente para receber oxigénio suplementar cathgho (SANTANNA; DELI, 1998).
Criancas mais jovens e aquelas com fatores de (psematuridade, cardiopatia congénita,
doenca pulmonar crénica ou displasia broncopulma@o mais propensas a evoluir com
doencgas graves e com necessidade de hospitali@CHtOA SANGRADOR, 2010).

1.1.4 Pneumonia

Definida como infecgcdo do parénquima pulmonar, ésada pela agressao de
microorganismos (virus, bactérias, agentes atipclumgos) que geralmente colonizam a
mucosa da nasofaringe e se dissemina para aséveesanferiores (FIGUEIREDO, 2009).
Reconhece-se que 0s virus sdo responsaveis pordé8%pneumonias adquiridas na
comunidade e que necessitam hospitalizagdo, particente em criangas com idade
menores de dois anos de idade. Os virus, ao lesaremicosa do trato respiratorio,
prejudicam seus mecanismos locais de defesa, famie assim o surgimento de
pneumonias bacterianas secundarias (FIGUEIRED()200

O diagnéstico de pneumonia viral € baseado em ast@ihicos (febre, dificuldade
de respirar, taquipnéia e sibilancia) e/ou radicldg (infiltrado intersticial). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, o diagnéstico demaeia deve ser suspeitado em toda
crianca com tosse ou dificuldade em respirar aadacia taquipnéia definida como
freqUéncia respiratorio acima de 60, 50 e 40 paaagas com idade entre duas semanas a
dois meses, dois meses a doze meses e doze measesoaanos, respectivamente
(RANGANATHAN; SONNAPPA, 2009).

Dado que os sinais e sintomas da pneumonia emniestsdo frequentemente
pouco distinguiveis da bronquiolite, o termo inféeg respiratorias inferiores tem sido
preferencialmente utilizado, em especial em estegaemiologicos. O VRS e o FLU séo
0S principais causadores das pneumonias viraisiceegudo HRV, PIV, AdV e
metapneumovirus (NOLTE, 2008).

Nos ultimos anos, os coronavirus, os virus inflaedvzipo H5N1 (da gripe aviaria)

e 0s hantavirus ganharam notoriedade como causadidee pneumonias graves
(insuficiéncia respiratéria e alta letalidade) (NK&, 2008).
A pneumonia em sua maioria causada ou precipitad&ipus ainda é responsavel

por cerca de 21% das mortes em criancas com idéeléor a cinco anos. Estima-se que
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de cada mil criancas nascidas vivas entre dozenta worrem de pneumonia antes do
qguinto ano de vida (WHO, 2009).

1.2 Virus respiratérios

Dentre os virus respiratorios, o virus respiratdiiocicial (VRS), os rinovirus
(HRV), os parainfluenzavirus (P1V), os adenovirasl\{(), os influenzavirus (FLU) e o
metapneumovirus (hMPV) sdo os principais respolisgvelas infeccdes respiratorias
agudas (MOSCONA, 2005), tanto do trato respiratétiperior (TRS) como do inferior
(TRI) (ECHEVARRIA et al, 1998; CROWE; WILLIAMS, 2002).

1.2.1 Virus Respiratorio Sincicial

O VRS assim denominado por produzir sincicios eluiade células foi isolado
em 1956 e inicialmente identificado como um patégda coriza em chimpanzés é um
membro da famili@aramyxoviridag géneraPneumovirusE um virus envelopado do tipo
RNA de fita simples e com polaridade negativa. §moma codifica para onze proteinas:
quatro proteinas do nucleocapsideo (N, P, L e NI s glicoproteinas do envelope (G,
F e SH); duas proteinas ndo estruturais (NS1 e ;N8Bp matriz (M) e um fator
regulatorio de RNA (M 2-2) (WHITEHEAD et al., 1999 Figura 1 mostra um modelo

representativo do virus.

Figura 1. Modelo representativo do virus respiratsincicial
FONTE: www.tulane.edu/dmsandeig_Virology/BVHomePage.HTML
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Estima-se que o VRS seja responsavel por 20% a @&80IRA em criancas
menores de cinco anos de idade na Colémbia, Talamdrasil. E o principal agente
causador das doencas graves do trato respiraténioceancas, especialmente as
bronquiolites (STRALIOTTO et gl2002; COSTA et al2006).

Entretanto, o espectro de doencgas relacionadasocdRS compreende além das
bronquiolites, rinites, otites e pneumonias. Cosisiese que virtualmente todas as criangas
sao infectadas por este virus até os dois ancdade ie aquelas com idade inferior a seis
meses as mais susceptiveis a infeccbes graves RQIEEt al.,, 2002; ABERLE et al.,
2005; SOMECH et al., 2006).

A epidemia de VRS apresenta uma sazonalidade kama, dcorrendo anualmente
no periodo de outono tardio, inverno (NASCIMENTQakt 1991; MOURA et al., 2003;
TOMAZELLI et al., 2007).

A transmissdo ocorre por via ocular e nasal potatoncom secre¢gdes ou, mais
freqientemente, por meio de objetos contaminadosinfccdo ocorre no epitélio

respiratorio e o periodo de incubacéo viral vaealdis a oito dias (HEIN, 2003).

1.2.2 Rinovirus

Os rinovirus (HRV) principais representantes dailianicornaviridae sdo virus
nao envelopados com genoma de RNA de fita simplespolaridade positiva. O capsideo
icosaédrico (Figura 2) é formado por 60 protdmetada um deles constituido por quatro
proteinas virais (VP1- VP4). Agrupamentos VP1, \@PZP3 formam a parte externa de
cada protdbmero enquanto VP4 esta localizada mashamente (ROSSMAN, 1985).

Figura 2. Modelo representativo do rinovirus
FONTE: www.tulane.edu/dmsandBig_Virology/BVHomePage . HTML
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E o mais freqiiente agente etioldgico relacionado doencas envolvendo as vias
respiratorias superiores em criancas (ARRU&/Aal, 1991; PITKARANTAEet al., 1998;
COSTAet al, 2006). Por outro lado, esses virus sdo assocamlagravamento de asma,
bronquite crénica e também bronquiolite aguda eancas de tenra idade que apresentam
doencas de base e otites (ARRUDA; HAYDEN, 1993; KARANTA et al, 1998;
ANDREOLETTI et al., 2000; PITREZ2t al, 2005; COSTAet al., 2006). De acordo com
KOTANIEMI-SIRJANEN et al. (2003) o rinovirus tambénesta associado a
hospitalizacdes de criancas com sibilancia.

Os sintomas de resfriado comumente relacionadosoconovirus nao séo devidos
a destruicdo tecidual e sim pela acdo de mediadafsnatorios que resultam em
vasodilatacdo, edema tecidual, transudacéo deipastplasmaticas, secrecao glandular e
provavelmente sensibilizacdo dos reflexos neuraspansaveis pela congestdo nasal,
rinorréia, espirro e dor de garganta (GWALTNEY; HIAX, 2002). Durante a infecgédo o
HRV pode ser detectado em secrec¢des nasais de atroito horas apds inoculacdo
experimental e os sintomas surgem precocementevglta de dez a doze horas. A
excrecao viral atinge pico em cerca de 48 horas pwle durar até trés semanas
(GWALTNEY; HANINZ, 2002).

1.2.3 Parainfluenzavirus

O virus parainfluenza (PIV) pertencente a famiftaramyxoviridag género
paramyxovirinaeé composto por genoma de RNA de fita simples digridade negativa.
Distingue-se dos outros virus da familia por sewelpe glicoprotéico com atividade
hemaglutinante e neuraminidase (Figura 3). Podelassificado em tipos 1 a 4. O tipo 4 €
composto de dois subtipos, A e B (HENRICKSON, 2003)

Figura 3. Modelo representativo do parainfluenaassir
FONTE: LAMB;KOLAKOFSKY, 1996
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Todos os tipos compartiiham antigenos comuns e wdfnendo variagdes
antigénicas ao longo dos anos que os tornam ditrelas cepas iniciais (HENRICKSON,
2003).

A transmissao ocorre via trato respiratorio superam infeccdo da mucosa nasal e
da nasofaringe. O processo inflamatério se estepde todo trato respiratorio,
particularmente nos tecidos subgléticos, podendorecacumulo de muco resultando em
pneumonia. O periodo de incubacdo é de trés aoqdets e a excrecao viral ocorre de
quatro a sete dias em média, podendo ser maisngadda para o PIV-3 (HENRICKSON,
2003).

O virus parainfluenza causa um espectro de doaesaeratorias tanto de vias
superiores como inferiores. A maioria das criarsgas infectadas pelo parainfluenzavirus
tipo 3 (PIV-3) até a idade de dois anos e peloip#uanzavirus tipos 1 e 2 (PIV-1 e PIV-
2) até a idade de cinco anos. O PIV-3 causa doeysgaratdria grave em criangas com
idade inferior a 12 meses (WHO, 2009).

Como referido anteriormente a laringotraqueobraeqgéicausada em sua maioria
pelo PIV-1 e PIV-3 e é a principal causa de intgéinade infeccdes em criancas com idade
entre dois a seis anos de idade (WHO, 2009).

Surtos de infec¢des por este virus ocorrem anuédmespecialmente na primavera
e no verdo. A distribuicdo sazonal das infeccOesamas pelo virus parainfluenza nos

paises em desenvolvimento ainda ndo esta bemexsdaf{WHO, 2009).

1.2.4 Adenovirus

Os adenovirus (AdV) pertencem a famidenoviridae géneroMastadenovirue
sdo virus que nao possui envelope. O capsideo ip@5&u subunidades chamadas
capsdmeros dispostos numa estrutura icosaédrigaré#4). O genoma viral € composto
de DNA de fita-dupla, linear, ndo segmentado (SPERCCHERRY, 1987; BAUM,
1995).

O virus é encontrado em todo o mundo e pode ciralgaforma esporadica,
endémica ou epidémica no inverno, primavera e cordegverdo. A infeccao ocorre em

todas as idades, mas a incidéncia € maior prinograte entre seis meses e cinco anos.
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Figura 4. Modelo representativo do adenovirus
FONTE: DOERFLER, 1995

As infecg¢des iniciais geralmente ocorrem no traBpiratério superior e envolve a
mucosa nasal, orofaringe e conjuntiva. O periodendebacédo para doenca respiratoria
por AdV é de quatro a cinco dias.

Os AdV causam quadros clinicos que incluem infezcGespiratorias
(nasofaringites, faringite, amigdalite, laringowade, bronquiolite e pneumonia) e néo
respiratorias (febre faringoconjuntival, ceratocmnivite, epidémica, cistite hemorragica,
diarréia, intussuscepcao intestinal e infeccao idteraa nervoso central) (SPENCER,;
CHERRY, 1987; BAUM , 1995).

1.2.5 Influenzavirus

Outro agente viral com grande impacto em infecg@ésepiratérias agudas sdo os
influenzavirus, membros da familxrthomyxoviridaeggénero A, B e C. O genoma viral €
composto de RNA de fita simples de polaridade memaE segmentado em oito (influenza
A e B) ou sete (influenza C) partes. O envelopeokerdo com espiculas, particulas
filamentosas esféricas ou alongadas (Figura 5) N&HHR; CHERRY 1987).
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Figura 5. Modelo representativo do influenzavirus
FONTE: LAMB; KRUG, 1996

Epidemias e surtos de gripe ocorrem em difereraesdpes sazonais, dependendo
da regido do mundo: em zonas de clima temperadepi@@mias sazonais geralmente
comecam no final do outono e em meados do invénfegtando cerca de 5% a 15% da
populacdo em cada temporada. Nas zonas tropicaigadroes sazonais s&0 menos
evidentes o virus pode ser isolado durante todwdWHO, 2009).

A doenca que se caracteriza pela presenca de debirgomas respiratorios com
graus variaveis de gravidade pode evoluir com poaimprimaria fulminante e letal,
especialmente em pessoas com patologias pulmomazsdiacas subjacentes.

A ocorréncia repetitiva de epidemias anuais deeggipnantida através do processo
continuo de "drift antigénico”, que resulta da aclagdo de mutacdes nos genes que
codificam as duas proteinas virais de superficimagutinina (HA) e neuraminidase
(NA), e leva o surgimento constante de novas vesado virus contra os quais h4 pouca
ou nenhuma imunidade pré-existente na populacdoefla razdo, as grandes epidemias
sazonais de gripe continuam a ocorrer todos 0s emsscepas de virus a serem incluidos
na vacina do ano devem ser escolhidas para caincodn as variantes emergentes
(FERGUSON et al., 2003).

1.3 Outros Virus
Ao longo dos anos, o0 VRS e os FLU foram considesamoprincipais patdgenos

causadores de doencas agudas das vias aéreastoessirinferiores em criancas. No
entanto, durante a ultima década e com a utilizagionetodologias moleculares mais
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sensiveis, novos virus foram identificados e asslosi a estas infeccbes como o
metapneumovirus humano, o coronavirus e o0 bocaeini® outros (ALBUQUERQUE et
al., 2009).

1.3.1 Metapneumovirus

O metapneumovirus é um virus respiratério de RNAitdesimples e polaridade
negativa, recentemente descoberto, pertencenteméiafaParamyxoviridaee género
MetapneumovirufHOOGEN et al., 2001)oi identificado pela primeira vez em 2001 em
amostras de aspirado de nasofaringe de criancas infencdo respiratéria aguda
(HOOGEN et al., 2001).

Nos climas temperados a infeccdo pelo metapneuosowdpresenta picos de
incidéncia no final do inverno e primavera, umdrdisicdo sazonal em muito semelhante
a do VRS, o que favorece a co-infecgdo. No entando,ha evidéncia de maior gravidade
naqueles individuos com doencga respiratoria pomfemcdo VRS/metapneumovirus.
(MARGUET, 2009).

1.3.2 Coronavirus

Os coronavirus pertencem a famiiaronaviridae,géneroCoronavirus Possuem
particulas pleomorficas de 80 a 150 nm com progesaeerficiais em forma de pétala que
Ihes dédo o aspecto de uma coroa. Séo virus de Riblos se desenvolvem de forma
exclusiva no citoplasma das células infectadas WHREDO, 2009). Distintas cepas
causam doencas com caracteristicas semelhantesacoesfriado comum em criancas e
adultos, mais frequentes no inverno e na primafdfART; CUEVAS, 2007), época em
que essas infeccbes podem representar 35% dal&stahfeccbes respiratorias virais das
vias aéreas superiores (HART; CUEVAS, 2007). Afexigdo € comum, o periodo de
incubacdo é mais prolongado e sua duracdo mais e o do RN, mas os sintomas sao
similares. Embora pouco frequente, ha relatos @mghorespiratoria grave de vias aéreas
inferiores associadas ao coronavirus que evoluiiosaficiéncia respiratoria (sindrome da

angustia respiratéria aguda) e com alta letali@d@@MINGUES et al., 2009).
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1.3.3 Bocavirus

O bocavirus humano foi recentemente identificadomacocausador de doenca
respiratoria. Isolado em 2005 em amostras de SEsegspiratérias de criancas suecas
com infec¢des do trato respiratorio inferior, teibosdetectado em varios paises, estando
associado a bronquiolite, episodios recorrentesibigdncia, crises de asma, infeccéo
respiratoria alta e pneumonia (GARCIA-GARCIA et aD07).

A maioria das infec¢des pelo bocavirus ocorre esgi® meses e trés anos de idade,
e a semelhanca dos outros virus respiratoriossapte um padrdo sazonal de distribuicdo
dos casos ao longo do ano, com maior frequéncentRins meses de inverno e primavera.
O bocavirus tem sido identificado em 1,5% a 19%rilncas com infeccao respiratoria
das vias aéreas inferiores (GARCIA-GARCIA et aDp?) (BOON HUAN et al., 2009).
Por vezes, é considerado o terceiro agente vira freglientemente isolado em amostras
do aspirado de nasofaringe de criangas hospitalizador infeccdes respiratorias
(GARCIA-GARCIA et al., 2007). Vale ressaltar a elda freqiiéncia (18% e os 90%) de
deteccao simultanea do bocavirus com outros vasratorios, que € significativamente
maior que qualquer outra associacdo (co-infeccatg eutros virus (ESPOSITO et al.,
2008).

1.4 Diagnostico Laboratorial

O diagndéstico etioldgico das doencas respiratiiiess € feito mediante técnicas
de isolamento e de deteccdo de antigenos virais pétodos tradicionais
(imunofluorescéncia ou ensaio imunoenzimatico) aleculares.

O isolamento em culturas celulares é considerad®@imdo de eleicdo ou padrao
para diagnéstico virolégico. Entretanto, € um meéttchbalhoso e relativamente lento.
Encurtamento do tempo de obtencédo de resultadaesnerdo da sensibilidade é obtido
com centrifugacdo a baixa velocidade das cultuedslares inoculadas e identificacédo
posterior por imunofluorescéncia (WEISSENBACKER; IRX, 1998).

A técnica de imunofluorescéncia, tanto direta quamdireta, é simples e permite a
rapida identificacdo de varios virus. O soro aniwiespecifico e o antigeno viral
(produzido em animais) sdo marcados com fluoreacain método direto e indireto,
respectivamente (WEISSENBACKER; AVILA, 1998).
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A OMS coordenou estudos multicéntricos para o dedeimento e a utilizacao de
anticorpos monoclonais para o diagnostico de deerggpiratorias virais agudas por meio
da imunofluorescéncia que contou com a participagidezesseis laboratorios diferentes
(WHO, 1992). Atualmente é possivel obter os antdsoespecificos, policlonais ou
monoclonais, para a identificacdo da maioria dossviespiratérios. Estd demonstrado que
misturas de anticorpos monoclonais tém alta sdikile e especificidade para identificar
antigenos virais em amostras clinicas, comparagelaéguer outro método de referéncia.
Espera-se uma perda minima de sensibilidade quaondgparadas com misturas de
anticorpos policlonais de alta qualidade, mas pemieitura mais simples e de qualidade
muito superior. (ANDREOLETTI et al2000).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) permitetdetquantidades muito
pequenas de virus mediante a amplificacdo de sei@dédo acido desoxirribonucléico
(DNA) gendmico viral presente na amostra. O pracesgquer o uso de oligonucleotideos
complementares de seqiéncias gendmicas consed@dasis denominadgximerse de
uma enzima DNA polimerase termoestavel. Como redo#t da reacdo, sdo obtidos
milhdes de coOpias a partir de uma uUnica sequérci®MA viral que logo podem ser
detectadas a olho nu (por meio do tingimento coombeto de etidio) ou por meio de
hibridacao (radioativa ou enzimética) (FREYMUTHagt 2006).

Os métodos moleculares representam o novo “padpand o diagndstico de
infeccdes respiratérias virais, dada sua sensiloiide especificidade ao redor de 100%,
superior, portanto, as técnicas de cultura em d@egcidde deteccédo de agentes virais com
anticorpos monoclonais (BHARAJ et al., 2009). Naparagcéo com cultura em tecidos,
os métodos moleculares apresentam sensibilidadgisupm até 30%. Além disso, alguns
virus respiratorios de grande relevancia clinica mudem ser satisfatoriamente
identificados através de meétodos moleculares, comoenovirus, 0 coronavirus e o
metapneumovirus humano (HENRICKSON et al., 2004).

Atualmente kits comerciais demultiplex PCR sao disponibilizados para a
identificacdo de até sete virus atravées da PCRQR &m tempo real, resultando num
custo e trabalho significativamente menores quecagsdes de PCR independentes para
cada um dos virus respiratérios (WU; TANG, 2009)método de PCR em tempo real,
bastante interessante por minimizar o tempo deepsagnento e risco de contaminagao,
apresenta como grande desvantagem o alto custoedgsntes e a impossibilidade de

detectar mais de quatro agentes ao mesmo tempoMEBR2t al., 2002).
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Outro método bastante promissor é a eletroforemeratizada em capilar que pode
ser utilizada para a deteccdo de produtos de PQRuttiplexPCR em um sequenciador
de DNA equipado com unsoftware de andlise de polimorfismo de fragmentos. A
utilizacdo de RT-PCR com eletroforese capilar aadl pelsoftwareGeneScan® reduz
0 percentual de amostras negativas por cultura &/ouunofluorescéncia negativas de
69% para 22% (TOMAZELLI et al., 2007).

A grande vantagem do método de eletroforese caplar sequenciador
automatizado € o diagnéstico de infeccOes respaatovirais em larga escala, pois
viabiliza a detec¢do de um grande numero de vioos reducéo de custos e méo de obra
(BENGUIGUI, 1998).

A disponibilizacdo destes métodos (imunofluores@En&LISA e PCR) tem
permitido o diagndstico rapido (entre quatro aevimiguatro horas) e acurado das infec¢oes
respiratorias virais e bacterianas e possibilimdi@tamento precoce com drogas antivirais
guando indicadas (KUYPERS al., 2006).

A maioria dos estudos que trata da prevalénciaides causadores de doencas
respiratorias agudas em criancas foi conduzidarelieste hospitalar, ou seja, referente a
infeccbes mais graves. Informacdo a respeito deulagdo de determinados virus
respiratorios em servicos de atencdo priméria einskcia podera contribuir para
vigilancia clinica epidemioldgica, auxiliar o diaggtico clinico mais acurado e reduzir o

namero de prescri¢coes inadequadas baseadas emtarttopara tratar doencas virais.
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2 OBJETIVOS

Investigar a presenca de virus respiratorios porio mgas técnicas de
imunofluorescéncia indireta e da transcricdo revessguida da reacdo em cadeia da
polimerase em aspirados de nasofaringe de criaogas doenca respiratoria aguda
atendidas em servi¢os publicos de atencéo pringdsacundaria a saude de Uberlandia,
MG.
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3 CASUISTICA E METODOS

Trata-se de um estudo de prevaléncia realizade étereiro de 2008 a maio de
2010 que por meio de uma amostra de conveniénci@amnfoobtidos aspirados de
nasofaringe de criangas menores de cinco anosade mtendidas em servigos de atencédo
primaria (Unidade Basica de Saude da Familia (UBSBairro Granada |) e secundaria
(Unidade de Atendimento Integrado (UAI) — Pampwh@linica Infantil Dom Bosco) do
municipio de Uberlandia, Minas Gerais, com sinto@sloenca respiratoria aguda, cujo
inicio n&o tivesse ultrapassado cinco dias. O estaidaprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandiax@\Ag. Pais e/ou responsaveis foram
solicitados a autorizar a participacdo das criarrea@sutadas para o estudo mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Estitdo (Apéndice A).

O municipio de Uberlandia tem uma populacdo estimdel 634.349 habitantes
(dados de 2009) e é a sede da macrorregido sardtaidriangulo Mineiro Norte que tem

como referéncia uma populacéo aproximada de 1.20Mabitantes (IBGE, 2010).

A cidade de Uberlandia tem atualmente quarentéselinidades Basicas de Saude
da Familia (UBSF) responsaveis pela atencdo prnfareventiva e curativa) do sistema
de saude publica e oito Unidades de Atendimentegtatio (UAI), responsaveis pelo
atendimento de casos leves a moderados em amingatér servicos de Pronto
Atendimento. A Clinica Infantii Dom Bosco € um higpde referéncia para todo o
municipio para casos leves e moderados atendidoblAbque necessitam de internacéo

pediatrica.

Durante o atendimento das criancas foram obtida®gsintes dados demograficos
e clinicos relevantes: local do atendimento; idapbero; sintomas (febre, coriza, tosse,
dificuldade para respirar e sibilancia); necessdael hospitalizacdo ou encaminhamento
para unidade de terapia intensiva e presenca dgagdes no Raio X de tdérax
(hiperinsuflacéo pulmonar e infiltrado alveolarn@xo B).

Doenca respiratoria aguda foi definida pela presete; coriza, tosse, dificuldade
para respirar ou sibilancia, com ou sem febre. &septes foram categorizados conforme
os dados clinicos e radiologicos como portadoresfgecdes de vias aéreas superiores
(resfriado comum, laringotraqueobronquite e bromjue de infeccbes de vias aéreas

inferiores (bronquiolite e pneumonia). O diagnastite bronquiolite foi definido pela
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presenca de sibilancia e de alteracdo ao Raio ¥rde& (hiperinsuflacdo pulmonar). As
avaliacdes do Raio X foram realizados por um Unlzservador.

3.1 Coleta do aspirado de nasofaringe

Aspirados de secrecdo de nasofaringe foram colketadaforme descrito por
CALEGARI et al. (2005) utilizando-se um cateteréeist(sonda uretral de alivio nUmero
06) acoplado a camara gotejadora do equipo densacoogotas (0 extensor do equipo foi
cortado para se obter 10 cm da camara gotejadarapextado a um sistema da rede de
vacuo. A aspiracdo da secrecdo de nasofaringedtizada apos instilacdo de 0,5 ml de
soro fisioldgico (0,9%) em cada narina. A secreggfurada retida na camara de gotejadora
foi posteriormente transferida, com auxilio de amprimido, para o frasco estéril com
soro fisioldgico (solucdo tampéo). As amostrasnfocondicionadas em caixa térmica
com gelo e transportadas para o Laboratério deldgia, onde foram processadas no
periodo maximo de até 4 horas (QUEIROZ et al., 2002

3.2 Espécime Clinico

Resumidamente, a amostra clinica foi dividida e¥s #liquotas: i) para a reacao de
imunofluorescéncia indireta (IFI); ii) inoculacamecultura de células (CC); e iii) “in
natura’para extracdo de acidos nucléicos (DNA e RNA), sawlduas Ultimas estocadas
em freezer -80°C e em tanque de nitrogénio liquido.

Apbs o processamento foi entdo realizado o testemdeofluorescéncia indireta
(IFD), no qual foi utilizado uma mistura de antigos-monoclonais (MAb’s) anti-virus
respiratorios (virus respiratério sincicial, infheavirus A e B, parainfluenzavirus 1, 2 e 3
e adenovirus) ddRespiratory Panel | Viral Screning and Identifigati by Indirect
Immunofluorescence Assay (IFA) Ki€hemicon. Millipore Bedford, MA), conforme
instrucdes do fabricante. A andlise dos resultadbfidos seguiu 0s parametros
estabelecidos por QUEIROZ et al (2002).
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3.2.1 Extracao de &cido nucléico do tipo RNA dos pisados de nasofaringe

Os espécimes clinicos de aspirados nasofaringe YANFam testados pela
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeipg@eherase (RT-PCR) para a presenca
de RNA. Os ANF foram submetidos a extracdo de RN mmétodo Trizol® (Invitrogen
Corp, Carlsbad, CA), de acordo com instru¢ces dodante.

Resumidamente, em um tubo tipppendorfcontendo 375uL de trizol adicionou-se
125uL da amostra clinica, sendo esta mistura vigonente agitada. Em seguida, adicionou-
se 200uL de cloroférmio, a mistura foi novamentéaa@ e incubada por dois minutos a
temperatura ambiente, e entdo foi realizada umégifteyacdo a 12000xg em 4°C por 15
minutos. A fase aquosa, a qual continha o acidoléimac do tipo RNA, foi entdo
cuidadosamente transferida para outro teppendorfao qual foram adicionados 300uL de
isopropanol, sendo a mistura homogeneizada porsawge incubada por 10 minutos em
temperatura ambiente, e centrifugada a 12000xg, pthC10 minutos. Posteriormente, o
sedimento foi lavado duas vezes com 500uL de el e ao final da segunda lavagem o
etanol foi desprezado e o sedimento foi entdo spesis0 em 20uL de agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) e 0,5uL de inibidor ddAses (Roche). Sempre que possivel, o
RNA foi imediatamente transcrito em DNA complementeDNA), quando nao, este foi

armazenado a -80°C.

3.3 ANALISE ESTATISITICA

A andlise estatistica descritiva foi utilizada parearacterizacdo da amostra. Para a

variavel idade, que apresentou distribuicdo nowaalados foram expressos como média e

desvio padrdo. As demais variaveis foram expresza® frequéncias.
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4 RESULTADOS

Foram obtidos aspirados de nasofaringe de 43 asa(®3,5% do género masculino
e 46,5% género feminino) com idade entre de do& aneses (média = 18,3 meses;
mediana = 15 meses; DP = +16) atendidas na Unidasiea de Salude da Familia (UBSF)
Bairro Granada | (17/39, 5%), na Unidade de Atemdita Integrado (UAI) — Pampulha
(11/ 25,5%) e na Clinica Infantil Dom Bosco (15/39%abela 1).

O diagnéstico clinico a admisséo foi de: resfrisdmum em 23 criancgas (53,4%);
laringotragueobronquite em quatro (9,3%); pneumeniadoze (28%) e bronquiolite em
quatro (9,3%) (Tabela 1). Das criangas atendidaBB&F e na UAI-Pampulha, apenas
uma (idade = 15 meses) com diagnostico de pneunmmetassitou de hospitalizacao.
Nenhuma crianca foi internada em Unidade de Terapénsiva e ndo houve ocorréncia
de 6bito (Tabela 1).

Detectou-se pelo menos um virus respiratorio entb221%) amostras, sendo que
26 virus foram detectados. Dez (38,4%) foram p@stipara o VRS; dez (38,4%) para o
HRV; trés (11,5%) para PIV; duas (7,7%) para Advhea (3,8%), para o FLU A (Tabela
2)

A presenca de co-infeccdo ocorreu em trés amostrdadRV e o VRS foram
detectados em aspirado de nasofaringe de uma @nEnggés anos e cinco meses de idade
com diagnaostico de resfriado comum; o HRV e o Avam detectados em amostra de
uma crianga com um ano e nove meses de idade @yndditico de pneumonia e o HRV,
VRS e o ADV em outra amostra de uma crianga deanés e seis meses de idade com
diagnéstico de resfriado comum.

Por meio da IFl e da RT-PCR foi possivel identificemve (21%) e dezenove
(44,1%) virus respiratorios, respectivamente, goirados de nasofaringe (Tabela 3)

Os virus detectados pela IFI foram o VRS em cinoosiras, o PIV, em trés e o
FLU, em uma.

Pela RT-PCR foi possivel detectar o0 VRS em seisstia®m Destas, duas eram
também positivas pela IFI e cinco, negativas.

A maioria das criangas positivas para o VRS tinlaae inferior a 24 meses (n=8§;
80%). O VRS foi mais frequentemente detectado nasstias de nasofaringe de criangas

com diagnastico clinico de resfriado comum (n=34%@ pneumonia (n=3, 30%) e foi 0
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virus detectado na amostra da Unica crian¢a, estratendidas na UBSF e na UAI-
Pampulha, que necessitou hospitalizacdo. (TabdlNEXO C)

Foi possivel identificar pela RT-PCR o rinovirus ez amostras, a maioria de
criancas com idade acima de 24 meses (n=5; 62%el@al) e com infeccbes de vias
aéreas superiores: resfriado comum (n=6) e tragaerqbite (2). O HRV foi detectado em
uma crianca 21 meses idade com pneumonia e emaarnraguatro meses de idade com
bronquiolite (Tabela 5).

Todas as amostras positivas para o PIV e o FLUIpélmram negativas pela RT-
PCR. O PIV foi identificado em uma criangca com que¢ meses de idade com resfriado
comum e em duas criangas, sendo uma com dois rees@sa com 24 meses de idade
ambas com pneumonia. O FLU foi detectado em unaagai de quatro meses de idade
com diagnastico de resfriado comum.

Na UBSF-Granadal, foram coletadas amostras deidicas e detectados 5 HRV,
5 VRS, e 1 AdV, na UAI- Pampulha, foram detecta?ld$RV, 3VRS, 1 FLU, 1 PIV em
amostras de 11 criancas e na Clinica Infantil DascB, 3 HRV, 2VRS, 2PIV e 01 AdV.

Os adenovirus foram identificados pela RT-PCR ernfax¢cdes com o HRV em
duas amostras: uma crianga de um ano e nove mesdadE com pneumonia e outra de
trés anos e seis meses com resfriado comum.

O influenzavirus foi detectado em apenas uma amd#f) de crianca com
resfriado comum com idade de quatro meses.

Em 2008 foram coletadas nove amostras, nos mesésvdesiro, marco, abril,
maio e dezembro, e tiveram oito virus respiratodesectados. Nos meses fevereiro,
marco, abril, maio, junho, julho, agosto e novemded2009, 24 amostras foram coletas e
quatorze virus detectados e dez amostras forartadakeem 2010 nos meses de janeiro,
fevereiro e maio, e quatro virus foram detectadabéla 6).

No acumulado dos trés anos, o rinovirus esteveeptesem todas as esta¢gbes do

ano, e o virus respiratoério sincicial no verdo ®oa (Figura 1)
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinieasidncas atendidas na atencao primaria
e secundaria a saude no periodo de 2008-2010, endbtia, MG

Granada Pampulha D. Bosco Total

Local de coleta (n/%) (17/39,5%) (11/25,5%) (15/35%) (43/100%)
Idade média em meses (DP) 19,6(16,8) 22(15,1) 14(15,8) 18,3(16)
Género masculino (%) 10(58,8) 5(45,4) 8(53,3) 23(53,4)
Sinais e Sintomag%)
Febre 10(59) 10(90,9)  14(93,3) 34(80)
Coriza 16(94,1) 9(82) 4(26,6) 29(67,4)
Tosse 16(94,1) 11(100) 15(100) 42(97,6)
Dispnéia - 4(36,3) 15(100) 19(44,1)
Sibilos - 3(27,2) 15(100) 18(42)
Alteracdo Rx (%)
Hiper-insuflacao - - 10(66,6) 10(23,2)
Infiltrado intersticial - - 12(80) 12(28)
Infiltrado alveolar - 2(18,1) 3(20) 5(11,6)
IVAS — n (%) 27(62,7)
Resfriado comum 17(100) 6(54,5) - 23(53,4)
Traqueobronquite - 3(27,2) 1(6,6) 4(9,3)
IVAI — n (%) 16(37,2)
Bronquiolite - - 4(26,6) 4(9,3)
Pneumonia - 2(18,1) 10(66,6) 12(28)
Hospitalizacdo — n(%) - 1(9) 15(100) 16(37,2)

IVAS: infec¢éo das vias aéreas superiores; IVAE@gao das vias aéreas inferiores

Tabela 2. Virus respiratorios identificados naarggas atendidas na UBSF-Granada,
UAI-Pampulha e Clinica Infantil Dom Bosco no pedate 2008 -2010 em
Uberlandia, MG

Local
n (%)
Granada Pampulha Dom Bosco Total

Virus 11 7 8 26
VRS 5 3 2 10
HRV 5 2 3 10
PIV - 1 2 3
FLU - 1 - 1
AdV 1 - 1 2

VRS: virus respiratorio sincicial; HRV: rinoviruB|V: parainfluenzavirus, FLU:
influenzavirus; AdV: adenovirus
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Tabela 3. Desempenho dos métodos diagndésticosteecde de virus respiratdrios nas
amostras de aspirado de nasofaringe de criangadidde na atengdo primaria e secundaria

a saude no periodo de 2008-2010, em Uberlandia, MG

Virus IFI RT-PCR
VRS 5 72
HRV - 10

PIV 3 -
FLU 1 -
Adv - 2
Total 9(21%) 19(44,1%)

a8RT-PCR detectou cinco VRS néo detectados pela ¢Bhérmou o VRS detectado pela IFI em duas

amostras

Tabela 4. Distribuicdo de virus respiratérios selgua faixa etaria de criangas atendidas na
atencdo primaria e secundaria a saude no periogd0B2010, em Uberlandia, MG

Faixa Etaria (meses)

Virus <3 4 a24 >24 Total
VRS 1 7 2 10
HRV 5 5 10
PIV 1 1 1 3
FLU - 1 - 1
AdV - 2 - 2
Total 2 16 8 26

VRS: virus respiratorio sincicial; HRV: rinoviruB|V: parainfluenzavirus, FLU:

influenzavirus; AdV: adenovirus
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Tabela 5. Distribuicdo de virus respiratorios iderados segundo o diagndstico clinico de
criancas atendidas na atencao primaria e securalgdaéde no periodo de 2008-2010, em
Uberlandia, MG

Diagnastico clinico (n)

Virus Resfriado Traqueobronquite Pneumonia  Bronquiolite  Total
Comum

VRS 5 1 3 1 10
HRV 6 2 1 1 10

PIV 1 - 2 - 3

FLU 1 - - - 1

AdV - - 2 - 2

Total 13 3 8 2 26

VRS: virus respiratorio sincicial; HRV: rinoviruB|V: parainfluenzavirus, FLU:
influenzavirus; ADV: adenovirus

Tabela 6. Distribuicdo de virus respiratorios detgas nas amostras de nasofaringe de
criangas atendidas na atencéo primaria e securadaaade no periodo de 2008-2010,
em Uberlandia, MG

Virus 2008 2009 2010
(n) (n) (n)
VRS 3 5 2
HRV 4 5 1
PIV 1 1 1
FLU - 1 -
Adv - 2 -

(oe]

Total 14 4
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Figura 6. Distribuicdo sazonal dos virus detectados aspirados de nasofaringe de
criancas atendidas na atencao primaria e securalgdaéde no periodo de 2008-2010, em
Uberlandia, MG
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5 DISCUSSAO

A investigacado epidemiolégica de virus presumiddameréio colonizadores em
criancas menores de cinco anos de idade atendmasnglades de atencdo primaria e
secundéria com DRA permitiu a deteccdo, por megtédeanicas de imunofluorescéncia
indireta (IFI) e da transcricdo reversa seguidaed@®ao em cadeia da polimerase (RT-
PCR), de pelo menos um virus em 51,1% dos espédenaspirado de nasofaringe, sendo
o HRV (10/38,5%) e 0 VRS (10/38,5%) 0s mais prevaie

Uma relacdo causal € habitualmente assumida entderdgificacdo de agente
infeccioso no aspirado de nasofaringe e a infecigitrato respiratério. No entanto, tal
inferéncia deve ser vista com cautela, pois essgspposto apresenta limitacbes. Métodos
invasivos como broncoscopia e puncdo pulmonar Aéoegequliveis especialmente em
criangas sem sinais de gravidade dos sintomaga&sps. Aléem disso, recentes estudos
indicam que virus respiratérios, em especial o H§8, identificados em torno de 40% em
criancas assintomaticas (VAN BENTEN et al., 20@hbora os métodos moleculares tém
aumentado a deteccédo de patdgenos virais, ndodgegstabelecer inequivoca inferéncia
causal com as doencgas respiratorias.

Em geral, os estudos que tratam da investigacadeadficacdo de agentes virais
nas doencas respiratérias sdo conduzidos em csiamga necessitam hospitalizagao,
portanto com manifestacdes clinicas mais gréx89OEN et al., 2006). Nestes, é possivel
a identificacdo de pelo menos um virus respiratémoaté 80% das amostras de aspirado
de nasofaringe quando se utiliza a IFl e/ou a RRRZIRON etal., 2010). Nas infec¢des
do trato respiratorio superior (em especial noriadd comum) e inferior o HRV e 0 VRS
sdo 0s agentes virais mais frequentemente obsexvadepectivamentéVAN DER
ZALM et al 2009b; CHUNG et al., 2007; YOSHIDA et,&010) Entretanto, a frequéncia
de virus respiratorios nestes estudos varia delacmm a idade, a gravidade dos sintomas
respiratorios, a sazonalidade, o sitio de infedg@ms aéreas superiores ou vias aéreas
inferiores), local de atendimento (creches, uniddmiesicas de saude, pronto atendimento,
enfermarias ou unidades de terapia intensiva) écnida de deteccdo viral (cultura,
imunofluorescéncia, ELISA e PCR) (SOUZA et al., 206HEIKKINEN; JARVINEN,
2003.

Em Uberlandia estudos de investigacao viral foraalizados anteriormente, no

entanto as amostras foram de criancas atendidasyital de Clinicas da Universidade
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Federal de Uberlandia, hospital publico de reféeépara média e alta complexidade nos
municipios do Triangulo Mineiro e Alto Paranaib@£TA et al (2006) estudaram 379
amostras de aspirados de nasofaringe avaliadadfleeaRT-PCR e identificaram pelo
menos um agente viral em 75% dos espécimes. O ndspgratorio sincicial e o rinovirus
foram os agentes virais mais detectados (26,4%5/®9espectivamente. CALEGARI et
al (2005) estudaram 436 aspirados de nasofaringeridacas com bronquiolite e
verificaram que 27,3 % eram positivas para o VR&e@ado por IFI). Neste estudo, a
presenca de VRS ocorreu principalmente em criamga®res de um ano de idade, com
maior nimero de internacdes e com necessidade #ag&o mecéanica. Portanto, os
estudos acerca da prevaléncia da etiologia viraldeencas respiratorias agudas em
criancas na cidade de Uberlandia, MG, indicam qué¢RS e o HRV sdo os mais
prevalentes tanto nos servicos de atencao prire&@@gundaria quanto na terciaria.

Héa poucos relatos na literatura acerca da prevaléhe virus respiratérios em
criangas com sintomatologia leve ou moderada qugezal sdo atendidas em unidades de
atendimento primario e secundario (RODRIGUES ebfl4; SOUZA et al., 2003).

VAN DER ZALM et al (2009b) estudaram a prevaléndea varios patdgenos
detectados por método molecular (PCR) numa coetlaatentes do nascimento até um
ano de idade acompanhados quanto a presenca denantespiratorios por meio de
guestionarios diarios respondidos pelos pais. Peloos um patdgeno foi identificado em
85% de 668 aspirados de nasofaringe de 305 criaseado que o HRV (73%), o VRS
(11%) e o coronavirus (8%) foram os virus respirasomais frequientes. As infeccdes
causadas pelo VRS foram correlacionadas com a rg@sde sibilancia, febre e
necessidade de atendimento médico. No entantta @ralvaléncia (treze vezes maior) e a
duracdo mais prolongada das infec¢cdes causadasipdlo quando comparadas ao VRS
neste estudo, sublinham a importancia cada vez enaente do HRV na transcendéncia
das doencas respiratdrias agudas em lactentessjoven

Em outro estudo, o HRV foi 0 patbgeno mais prevalem 230 espécimes clinicos
de lactentes menores de 12 meses de idade com6%3828%) e sem (14/65; 22%)
sintomas respiratorios, seguido do coronavirus €890, respectivamente) (VAN DER
ZALM et al., 2009a).

ALPER et al (2008) detectaram por meio da PCR prgsde pelo menos um virus
respiratorios em 270 (64%) e 145 (27%) aspiradosad®faringe de 170 criancas com
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idade entre um e oito anos com e sem sintomagagsos, respectivamente. O HRV foi
identificado em 64,3% das amostras PCR positva¥RS, em e 7%.

NIANG et al (2010) verificaram que, entre junho ezembro de 2007, numa
comunidade rural do Senegal, em 88 episodios egriéiicas menores de cinco anos de
idade com febre e sintomas respiratorios (sobretiel@wias aéreas superiores), 0S virus
mais prevalentes foram o FLU (30,5%), o VRS (15,980HRV (9,7%) e 0 coronavirus
(7,3%), identificados por meio de cultura viral owltiplex RT-PCR. Os achados deste
estudo ressaltam, mais uma vez, a importancia dg ElRoronavirus como causadores
doencas respiratorias das vias aéreas superiores.

Apenas um estudo brasileiro tratou da prevalén@avilus respiratérios em
criancas nao hospitalizadas. SOUZA et al (2003gmfasam, numa creche na cidade de
Salvador-BA, a presenca de sintomas respiratomosiaks aéreas superiores e inferiores
(associados ou ndo com febre) em uma coorte degagacom idade entre dois e 24 meses.
A identificacdo de pelo menos um virus respiratpoo cultura viral e imunofluorescéncia
foi verificada em 116 (43%) dos 271 aspirados deofssinge analisados. Destas, 67
(52%) foram positivas para o0 HRV e 19 (15%), pas emterovirus. O VRS foi
identificado em apenas cinco (4%) espécimes cknico

Portanto, os nossos achados e os dos estudos apmsentados sublinham a
importancia do HRV como principal agente etioldgiemm criancas com sintomas
respiratorios leves ou moderados e que ndo neseskispitalizacdo. Vale ressaltar que a
utilizacdo de métodos moleculares possibilitou, @atro lado, verificar a relevancia do
coronavirus nestas situagoes.

Oito das dez amostras HRV positivas do presentedlestram de criangas com
infeccdes de vias aéreas superiores e em duagasi@om diagnostico de infecgbes de
vias aéreas inferiores. Com o desenvolvimento ci@das moleculares para a amplificacdo
de acidos nucléicos, a importancia do HRV como tegetiolégico das IVAI tem sido
freqiientemente demonstrada (FREYMUTH et al., 2@80I et al., 2006; MILLER et
al., 2007; BANERJI et al., 2009; GERNA et al., 20DQUIE et al., 2009;, TAPPAREL et
al., 2009), bem como sua associacdo com o desemad® e desenvolvimento de
sibilancia recorrente e asma (CHUNG et al., 2007).

PAPADOPOULOS et al (2002) demonstraram a replicagdoHRV no trato

respiratorio inferior e outros estudos verificarampresenca do HRV em criangas menores
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de cinco anos de idade com sintomas respiratérieiincia (SOUZA et al., 2003;
CHUNG et al., 2007).

O HRYV foi o virus respiratorio mais prevalente @8) em todas as faixas etarias,
seguido do VR$13,8%) e hBoV (13,8%), em 308 espécimes clinioesaspirados de
nasofaringe em 231 criangas (idade entre um mésmam @nos) hospitalizadas por
sibilancia aguda (125 com bronquiolite e 106, camacerbacdo de asma) em Seul (Coréia)
(CHUNG et al., 2007). Este estudo reforca a evidéne que utilizacdo da RT-PCR
permitiu considerar o HRV como o agente viral preti@nte detectado nos episédios de
sibilancia aguda especialmente em criancas acindaideanos de idade.

Treze patdgenos virais foram investigados, por nadeionultiplex PCR, em 958
criancas viethamitas hospitalizadas por com infeaggpiratéria aguda de vias aéreas
superiores e inferiores (YOSHIDA et al., 2010). @gudéstico de bronquiolite e de
pneumonia (com confirmacdo radiolégica) foi realzaem 195 e 268 criancgas,
respectivamente. O rinovirus (28%), o VRS (23%) mfluenza (15%) foram os mais
prevalentes nas 659 (69%) amostras de nasofarmggie foi possivel a deteccéo de pelo
menos um virus respiratério. As infec¢cdes pelowuiins ocorreram principalmente em
criangas com idade entre doze e 24 meses.

Entre 2003 e 2004, ARDEN et al (2006) identificargmar meio de RT-PCR, o
HRV em 140 (44,4%) de 315 amostras de aspiradomsiefaringe de individuos (78,9%
criancas menores de cinco anos) com suspeita eéecid de vias aéreas inferiores
admitidas em hospitais metropolitanos e regionai&stado de Queensland (Australia). O
HRV, e em especial o HRV-A1l, foi detectado comonégeinico em um terco das
amostras HRV positivas.

Estudo realizado no Estado do Rio de Janeiro ififlgmii por meio de PCR
convencional geal-timg pelo menos um virus em 63 (30,7%) das 205 ansodgswab
nasalde criancas e adolescentes com idade entre une oi@isze anos hospitalizadas por
infeccbes de vias aéreas superiores e inferioreBlRY foi detectado em 33 (16%).
(ALBUQUERQUE et al., 2009)

Estudo retrospectivo conduzido na Tailandia anal®6 aspirados de nasofaringe
por meio de RT-PCR de 84 criangas com doenca adodaato respiratorio inferior e
observou a prevaléncia de HRV e do VRS em 30% e, i€8pectivamente. O HRV-C foi
identificado em 55% dos episodios em que se ideotif unicamente o HRV
(LINSUWANON et al., 2009).
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CALVO et al (2008) detectaram o HRWn(ltiplex PCR) em 25% (85/382) de
criancas menores de dois anos de idade hospitaizaok doenca respiratéria aguda. As
infeccdes pelo HRV ocorreram em criancas com idaédia de 7,59 (6,3 meses), a
maioria (67,1%) era do sexo masculino. A co-infeccdm outros virus respiratorios (em
especial o Adv e o VRS) foi observada em 34 (4086) chsos e os diagndsticos clinicos
finais foram: sibilancia recorrente (48,2%), broiodite (36,5%) e IRTS (8,2%) e
pneumonia (3,5%). Quando comparados com 0s pasi&fS positivos, 0s rinovirus
positivos ocorreram mais frequentemente em padatiesexo masculino e apresentaram
menor necessidade de suporte de oxigénio; o diigndéde bronquiolite foi mais
frequiente nos pacientes VRS. GARCIA-GARCIA et @1(@) verificaram que criancas
com episédios de sibilancia aguda grave HRV pastitinham maior média de idade,
maior tempo de hospitalizacdo e apresentaram nimuiréncia de febre e hipoxemia que
0s VRS positivos.

A presenca de co-infeccdo ocorreu em trés amostrgzesente estudo, sempre
com a presenca do HRV: HRV/VRS (resfriado comumRWAdV (pneumonia) e
HRV/VRS/AdV (resfriado comum). A utilizacdo de méts moleculares para a deteccao
viral tem contribuido na identificacdo de casoxaénfeccdo (em geral em torno de 30%
das IVAI) entre os HRV e outros virus respiratofi@BERLE et al., 2005, JACQUES et
al., 2006, CALVO et al., 2008), em especial o VEERRPADOPOULOQOS et al., 2002,
MILLER et al., 2007, PARANHOS-BACCALA et al.,, 2008J/ARGUET et al., 2009),
hMPV, PIV, os FLU, hBoV, AdV e enterovirus (ABERL# al., 2005, CALVO et al.,
2007, MANOHA et al., 2007, CILLA et al., 2008, BARHI et al., 2009). Em criangas
abaixo de 24 meses com IVAI, o agente viral Uniasnfreqiente da bronquiolite é o
VRS e as co-infec¢des sdo associadas principalncenteo hBoV e o HRV (MIRON et
al., 2010). Permanece incerta a relacdo entregagemaultipla viral e doenca respiratoria
aguda mais grave, que necessita maior tempo deitddzsLdo e que acomete
principalmente lactentes (PAPADOPOULOS et al., 2@RLVO et al., 2007, VAN DER
ZALM et al., 2009).

A utilizacdo da RT-PCR, quando comparada com adHbresente estudo, dobrou
a capacidade de deteccdo viral em criancas comcaeserespiratdrias agudas. Esses
achados sdo semelhantes aos referidos em outrodogstiue compararam métodos
moleculares (PCR convencional e RT-PCR) com odcimmiis (imunofluorescéncia e

cultura viral) em criancas hospitalizadas por dasngspiratorias (FREYMUTH et al.,
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2006; KUYPERS et al., 2006). A utilizacdo da PCRwamcional permitiu dobrar a taxa

de identificacdo de seis virus respiratorios erancgas hospitalizadas por infecgdes virais
agudas (WEINBERG et al., 2004) e aumentar a preeaée seis virus respiratorios de
26,9%, detectados por IFI, para 33,8% (SYRMIS e28104).

Com a técnica de PCR foi possivel aumentar a diadette VRS em 316 aspirados
de nasofaringe de criangas menores de dois anaade com doencgas agudas do trato
respiratorio de 6,3% (cultura viral) e 7,9% (IFBra 11,4% (REIS et al., 2008)ma
amostra foi positiva apenas pela IFI e onze (31 d8énhas pela RT-PCR.

Durante um ano, 1138 aspirados de nasofaringe @acas com doencas
respiratérias agudas foram testadas quanto a gees®s seguintes virus: virus sincicial
respiratorio (VSR), virus influenza do tipo A (FA), virus parainfluenza 1, 2 e 3 (PIV1,
PIV2 e PIV3), metapneumovirus humano (MPV) e adeneyAdV), por meio da IFl e da
PCR em tempo real (KUYPERS, 2006). Pelo menos umsVioi detectado em 436
(38,3%) e em 608 (53,4%) dos espécimes clinicoslpae PCR, respectivamente. A
qualidade das amostras foi considerada inadequada Ip em 52 (4,6%) amostras e
destas, 13 (25%) eram PCR positivas. Por outrg genas 18 (1,6%) espécimes clinicos
nao puderam ser analisados por PCR e destes, soumrdra IF positivo.

Estudo realizado na india entre abril de 2005 ecmate 2007 identificou a
presenca de agente viral em 130 e 79 de 301 aspida nasofaringe pelas técnicas de
multiplex PCR e cultura viral/lFl, respectivamente, de @& que procuraram
ambulatérios (137) ou que foram hospitalizadas X p86 infeccdes respiratorias. Por meio
dos métodos tradicionais ndo foi possivel deteafaccdo por mais de um agente viral
(BHARAJ et al., 2009). A percentagem de deteccéa pior multiplexPCR foi maior nos
pacientes admitidos nos ambulatorios (33,7%) do gaqueles que necessitaram
hospitalizacdo (22,8%). Os autores recomendam liaagio domultiplex PCR para o
diagnostico de doencas respiratorias agudas, feisce uma resposta rapida, é sensivel e
é satisfatoria a relagdo custo/beneficio.

Estudo que tratou do desempenho comparativo entagragmultiplex PCR e
métodos tradicionais (IFI e isolamento viral) ndededo de virus respiratorios em 263
criancas internadas por doenca respiratoria agosenoou que onultiplex PCR foi capaz
de identificar 124 virus em amostras IFl/cultunahvhegativas (FREYMUTH et al., 2006).

A prevaléncia de espécimes clinicos positivos faianquando utilizada oultiplex PCR
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(92% versus 72,3%). Os autores ressaltaram queltiplex PCR além de mais sensivel,
possibilita a deteccao viral mais rapida e o casteenor que os métodos tradicionais.

O presente estudo apresenta limitacdes metodogitacipalmente quanto ao
namero (pequeno) dos espécimes clinicos. A opcBorpa amostragem de conveniéncia
limita a generalizacdo de resultados encontradigsn Alisso, os aspirados de nasofaringe
ndo foram obtidos de maneira uniforme entre asrsige épocas do ano, o que
impossibilitou o estudo da distribuicdo sazonal divas respiratorios identificados. No
entanto, a utilizacdo de técnica molecular (RT-PE€&ttribuiu para o conhecimento da
etiologia viral das doencas respiratorias de v@asas superiores e inferiores em criancas
com sintomatologia leve ou moderada.

Estudos com recrutamento de maior nimero de csarma doencas respiratorias
das vias aéreas superiores e inferiores em uniddeesaiude de atencdo primaria e
secundéria, pareadas com criangcas sem sintomagraté@sps, e a utilizacdo de
metodologias moleculares para a identificacdo d@sisvrespiratorios emergentes

permitirdo conhecer melhor os aspectos epidemicddgiestas doencas.
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6 CONCLUSOES

Vinte e seis virus respiratorios foram detectadaosi8 aspirados de nasofaringe de
criancas com DRA com idade abaixo de cinco anoslatas em servi¢os publicos

de atencao primaria e secundaria na cidade deasiogal MG.

Pelo menos um virus respiratorio foi detectado @n52,1%) amostras. Os virus
mais prevalentes foram o VRS (10/38,4%) e o HRV/38@%). O PIV foi
identificado em trés (11,5%) espécimes clinico&dy em dois (7,7%) e FLUA

em um (3,8%).

Co-infeccdo ocorreu em trés amostras (HRV+VRS; HRDY¥ e

HRV+VRS+ADV).

A IFl e a RT-PCR detectaram nove (21%) e dezend4el §o) virus respiratorios,

respectivamente.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Virus respiratérios em criancas atendidas enservicos publicos de atencéo primaria e
secundaria a saude de Uberlandia, MG

Srs. Pais/Responsaveis,

O seu filho esta sendo convidado para participgoedguisa de virus respiratorios em espécimes
clinicos obtidos de criancas de 0-5 anos de idaoim cloenca respiratdria aguda, sob
responsabilidade dos professores pesquisadore®Dmaa A. O. Queirdz e Dr. Hélio L. Silveira e
colaboracdo de Thelma F.M.S. Oliveira, LourencoCesta, Nayhanne T. de Paula, Tatiany
Calegari, Paulo Guilherme G. Ribeiro e Poliana (Béhati e Cecilia F. Quirino.

Os virus respiratérios sdo 0s principais agentesathores de doenca respiratdria aguda em
criancas. Sendo assim, a detec¢do do agente qaeeptadt causando a infec¢cdo em seu filho, além
de auxiliar o médico a trata-lo, ira fornecer imacdes para trabalhos sobre mecanismos de
infeccdo e sobre a circulacdo dos principais viespiratorios em nossa regido. Para isso,
precisamos colher aproximadamente 1mL de secrez@agsbfaringe, através da instilacéo de soro
fisioldégico na narina da crianca.

A coleta sera realizada ap6s o0 consentimento es@rdses pais ou responsaveis, através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esuldw, constituido de duas coOpias, uma

pertencente ao pai ou responsavel pelo sujeito edmusa e outra que sera arquivada no
Laboratério de Virologia. Essas amostras serdotamds pelas enfermeiras Tatiany ou Poliana,
utilizando equipamento estéril para ndo haver ripata a crianca, e serdo processadas no
Laboratério de Virologia da Universidade FederalUterlandia, para o diagnéstico viral, a ser

realizado pela equipe acima referida.

O preenchimento da ficha clinica sera realizado peldiatra mediante informacdes obtidas dos
pais ou responsaveis pela crianga e da avaliagdioecl Todos os dados serdo confidenciais e 0os
resultados da pesquisa serdo publicados sem #icheréio do paciente. A participacdo na pesquisa
€ voluntaria, sem qualquer 6nus ou beneficio patdaamca, podendo ser encerrada a qualquer
momento.

Para a crianca, sujeito da pesquisa, ndo h& previsdguee ocorra qualquer tipo de risco,
complicacdo e/ou intercorréncia ao longo do dedeimento do presente estudo. Os beneficios
serdo relativos a descoberta do agente causadtmetiga, que auxiliara o médico no tratamento e
também para a obteng&o conhecimento cientifico.

Em caso de duvida a respeito da pesquisa, entreoatato com qualquer um dos membros da
equipe do Laboratério de Virologia acima referidos.

Instituto de Ciéncias Biomédicas — Laboratorio de Vologia

Endereco: Av. Amazonas, Bloco 4C, andar superidgn@iarama; Uberlandia, MG

Fone: (034) 3218-2664

Uberlandia: [

Nome do pai/mae ou responsavel Assinat

Enfermeira responsavel pela coleta Profa. Dindn® A.O. Queir6z

Comité de Etica em Pesquisa da UFU - (34) 3239-4531
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UJI.Tmersldade Federal de Uberldndia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jodo Maves de Awila, n®. 2180 - Bloco J - Campus Santa Mdnica - Ubertindia MG —
CEP 38400-050 - FOMEFAX (34} 3230-4531/4173; e-mail: cep@oropo.ufubr;
A comissoes, progo ufiy br

ANALISE FIMAL N°. D26/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO
CEPMUFU 380/08

Projeto Pesquisa: Circulacdo de virus respiratorios em criangas atendidas em servigo de salde
publica de Uberlandia - MG

Pesquisador Responsavel: Divina Aparecida de Oliveira Queiroz.

De acordo com as atribuigies definidas na Resolugio CNS 186/86, o CEP manifesta-se pela
aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de &fica nas condutas de pesquisa com seres humanos,
nos limites da redagso e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugio 196/98, o pesquisador devera arquivar por § anos o relatorio da
pesquisa & os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeiio de
pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoria, visitar o pesguisador para conferéncia do relatoric e
documentagdo perfinente ao projeto.

¢ a aprovagdo do profocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decoméncia do atendimento
a Resolugio 198/96/CMS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data para enfrega do relatério final: Dezembro de 2000,

EITI..IN,‘..SD: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEPWUFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E HFRD".I'M;.ﬁD DA
MESMA.

Uberlindia, 17 de favereiro de 09. B
] = Irf’)
i o -

q_ =

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado

Coordenadora do CEP/UFU
Orisntagies 2o pesquisador
=0 s a pesqulsa tem a llberdade de recusar-se a rou de reflrar seu consentiments em gualguer fase da
pesq s&m penallzagao alguma & 5&m prejulzo 30 58U (ReE. CNS 196/96 - Hem IV_1.1) & deve receber uma

dummﬁeﬂmsmﬂmnmmee EBdaaddn,nal‘lega pnre#easslnadu tltem .2.d).
o asuds ap s

deve d mmh
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P@mﬂ]&_ﬂ? I.lImﬂ

= rik uohmaﬂnum:nﬁm:rﬂnmmwlhmnmnnmﬂﬂnm{ﬁm CH3 Hem

'Uli- papsl do o pesquisador madides mnediatss adequadas fremts 2 events adv coarido {mesmms tsnha
}me;nm}om mm-amnmhvmm:fmﬁqmﬁum

» Evuntnais modificagfes ow smendes ao protocolo devem ser apresemtadas ao CEP de Sorme clem & secinta, identificando a parte do

pmﬂn-wmﬂﬁmﬂaommﬁumuhmtpmb&mImﬂmﬂm aieriormenie 4 ANVISA o
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grama do prejato, ¢
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Prontuario:

Local atendimento:

60

Data nascimento: / /

ANEXO B
FICHA CLINICA
Data: / /
Idade: GénerooM F

Duracgéo da gestacéo:

semanas (definirepmé®tou termo) Cor:

Aleitamento materno: ndo  sim (durag&o: )

Pais fumantes: ndo sim

Pais atopicos: ndo  sim

Doenca de base presente (descrever qual patolog@esenta)

Cardiopatia: ndo sim

Displasia broncopulmonar: nao sim

Imunodeficiéncia: ndo sim

Outras (definir): ndo sim

Descricao do quadro clinico

= |nicio dos sintomas: dias = Dorde garganta: nao
= Febre: dias = Dor no corpo: nao
= Coriza: ____dias = Mal estar: nao
= Tosse: ___dias = Secrecado ocular: ndo
= Espirros:  dias = Hiperemia ocular: ndo
= Qutros:

FreqUéncia respiratéria:

Murmdrio vesicular:

irpm
sa(sibilos): nao

Retra¢Bes tor4cicas (tiragens): ndo  sim

Apnéia ao atendimento (maior 20 seg com cianod®anicardia): ndo sim

Medicacdo em uso:

sim
sim
sim

sim

sim

sim

Rx de térax: Hiperinsuflacao
Consolidacdo
Atelectasia
Gasometria arterial:  pH=
HCO,=

DIAGNOSTICO NOSOLOGICO :

Admissao: / /

~

Ventilacao artificial: né&o

ndo sim
nao sim
ndo sim
PagoO PaQ=
SatQ= BE=
Local:
sim(____ dias



ANEXO C

Idade | Génerp  Local Diagndstico IR RT-PCR fepre cdripase| dispneip sibilanga Alt Rx hospit. cole

meses Hiperins| Infiltra.int| Infilt.alveq més/an
16 M UAI Traqueobronquitg - HRV X X 02-08
59 F UAI Resfriado com - HRV X X X 02-08
14 F UAI Resfriado com | PIV - X X X 02-08
41 F UBSF Resfriado com - HRV e VRS X X X 03-08
12 M UBSF Resfriado com | VRS VRS X X X 04-08
12 M UAI Pneumonia VRS VRS X X X X X 04-08
29 M UBSF Resfriado com - - X 05-08
24 F UBSF Resfriado com - HRV X X X 06-08
9 M UBSF Resfriado com - - X 12-08
9 M UBSF Resfriado com - HRV X X X 02-09
16 M UBSF Resfriado com - - 03-09
15 F UAI Tragueobronquitg - - X 03-09
22 F UAI Tragueobronquitg - VRS X X X X X X 04-09
20 M UAI Resfriado com - - X X X 04-09
28 M UAI Resfriado com - - X X X 04-09
38 M UBSF Resfriado com - - 04-09
4 M UAI Resfriado com | FLU - X X X 04-09
38 F UAI Resfriado com - - 05-09
2 M UBSF Resfriado com | VRS - X 05-09
5 F UBSF Resfriado com | VRS - X X 05-09

M UBSF Resfriado com - |HRVe VRS e AdV| x X X

42 05-09
15 F UAI Pneumonia VRS - X X X X X X X 05-09
2 M UBSF Resfriado com - - X 06-09
58 F UBSF Resfriado com - - X 06-09
3 F UBSF Resfriado com - - 06-09
20 M UBSF Resfriado com - HRV X X 07-09
3 F UBSF Resfriado com - - 07-09
21 F UBSF Resfriado com - - 08-09
36 F D. Bosco Pneumonia - - X X X X X X 11-09
4 F D. Bosco Bronquiolite - HRV X X X X X X X 11-09
24 F D. Bosco Pneumonia PIV - X X X X X X X 11-09
8 M D. Bosco Pneumonia - - X X X X X X 11-0
21 M D. Bosco Pneumonia - HRV e AdV X X X X X X 11-09
2 F D. Bosco Pneumonia | PIV - X X X X X X X X X 01-10
5 M D. Bosco Bronquiolite - - X X X X X X X 01-10
6 M D. Bosco Pnemonia - VRS X X X X X X 01-10
6 F D. Bosco Bronquiolite - - X X X X X X X 01-10
7 F D. Bosco Pneumonia - - X X X X X X 01-1
20 M D. Bosco Pneumonia - VRS X X X X X X X X X 02-10
5 M D. Bosco Pneumonia - - X X X X X 05-1
59 M D. Bosco | Traqueobronquitp - HRV X X X X 05-10
3 F D. Bosco Pneumonia - - X X X X X 05-10
5 M D. Bosco Bronquiolite - - X X X X X X 05-10
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