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Resumo

As infecgdes respiratorias agudas (IRA) séo as principais causas de infecgdes em
criangas com menos de cinco anos. As IRA sdo causadas por diversos agentes
etiolégicos, sendo os agentes virais os principais causadores deste tipo de
infeccées. O Rinovirus humano (HRV) é um virus de RNA, patégeno causador do
resfriado comum capaz de desenvolver quadros infecciosos mais graves em
criangas. O HRV esta classificado em espécies A, B, e C que abrange 100 sorotipos
diferentes. Este estudo teve por objetivo identificar o virus HRV em populagao
infantil atendida na regido metropolitana de Porto-Velho/ Rondénia. A populagao de
estudo consistiu em criancas de 0 a 6 anos de idade ambos sexos, que
apresentaram sintomas clinicos de IRA. Foram coletadas 660 amostras bioldgicas
de secrecdo nasofaringea por meio de um swab estéril conforme preconizado pelo
Ministério da Saude. Sendo selecionada para o presente estudo 304 amostras para
isolamento viral a PCR qualitativa em tempo real utilizando o sistema Sybr Green.
Do total de 304 amostras analisadas 26,3% (80/304) foram positivas para HRV. A
presenca do virus foi detectada em todas as faixas etarias analisadas. Nas amostras
positivas os sintomas mais freqlentes foram tosse, coriza, secre¢ao pulmonar,
obstrugdo nasal, sibilos, dispneia e febre apresentando frequencias superiores a
60%. O virus HRV foi detectado durante todo o ano. Dentre os casos de
coinfecgdes: 5 foram HRV + Adenovirus, 14 HRV + Streptococcus pneumoniae, 5
Adenovirus + Streptococcus pneumoniae e 1 caso de Adenovirus + Streptococcus
pneumoniae + HRV. O HRV tem sido detectado em diversos estudos voltados para
identificacdo etiolégica em infeccbes respiratorias. Por meio deste trabalho foi
possivel afirmar a presenga do mesmo na regiao norte do Brasil. Os dados obtidos
enfatizam a importancia da identificacdo da HRV, ja que o conhecimento do agente
causador deste tipo de infecgdo pode ajudar o prognéstico, favorecendo a pratica
correta terapéutica, evitando a prescricdo desnecessaria de antibioticos.

Palavras-chaves: Rinovirus humano, infecgao respiratéria aguda, criancas.
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Abstract

Acute respiratory infections (IRA) are the main causes of infections in children under
five years. IRA are caused by other agents, and viral agents the main cause of these
infections. The human rhinovirus (HRV) is a RNA virus, the pathogen causing the
common cold, capable of developing serious infectious conditions in children. The
HRV is ranked species A, B, and C which covers 100 different serotypes. This study
aimed to identify the HRV virus in children seen in the metropolitan region of Porto
Velho / Rondonia. The study population consisted of children 0-6 years of age both
sexes, with clinical symptoms of IRA. We collected 660 biological samples of
nasopharyngeal secretions using a sterile swab as recommended by the Ministry of
Health. Being selected for this study 304 samples for virus isolation qualitative real-
time PCR using SYBR Green system. Of the 660 samples was performed viral
identification showing 304 26.3% (80) of positive HRV. The presence of the virus was
detected in all age groups analyzed. In positive samples the most frequent symptoms
were cough, coryza, pulmonary secretions, nasal obstruction, wheezing, shortness of
breath and fever presenting frequencies above 60%. HRV virus was detected
throughout the year. Among the cases of coinfection: 5 were HRV + Adenovirus, 14
HRV + Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pneumoniae + Adenovirus 5 and
1 case of Adenovirus + Streptococcus pneumoniae + HRV. The HRV has been
detected in several studies focused on etiological identification in respiratory
infections. Through this work it was possible to affirm the presence of the same in
northern Brazil. The data emphasize the importance of identifying HRV, since
knowledge of the causative agent of this type of infection can help prognosis,
favoring a correct therapeutic practice, avoiding the unnecessary use of antibiotics.

Keywords: children, acute respiratory infection, human rhinovirus.
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1 INTRODUGAO

1.1 Infecgdes Respiratérias

O sistema respiratério esta classificado em via aérea superior (ou trato
respiratorio superior) composto pelo nariz, seios paranasais, passagens nasais,
faringe, tonsilas, adendides, laringe e parte superior da traquéia. A via aérea
inferior (ou trato respiratério inferior) compreende os pulmbes que sao
compostos de estruturas brénquicas (brébnquios e bronquiolos) e alveolares
representadas na figura 1 (BARROS, 2011).

A infecgdo respiratéria consiste na entrada de microorganismos
patogénicos no trato respiratério. Sendo definida de acordo com a regiao
anatbmica envolvida, onde as regides do trato superior colonizada ou infectada
com microorganismos patogénicos sdo denominadas infecgdes das vias aéreas
superiores (IVAS). Enquanto que as infecgdes respiratérias agudas (IRA) séo
aquelas caracterizadas pela presenga de microorganismos infecciosos no trato
respiratério inferior (WONG, 2006; TREGONING; SCHWARZE, 2010). As
criangas tém caracteristicas anatdbmicas e fisioldégicas que as predispdem ao
desenvolvimento de insuficiéncia respiratéria quando acometidas de patologias
do sistema respiratério (MATSUNO, 2012).

Figura 1. Anatomia do sistema respiratério infantil.

Anatomia do Sistema Respiratério Infantil

A.Bronguiolo Normal

Misculo lise
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Fonte: Adaptado de Nucleus Medical Media. Nucleus Catalog. January, 2011.
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As IVAS sao ocasionadas principalmente por virus durante a infancia e
manifestam sintomas peculiares a um resfriado comum, como coriza, tosse e
rouquidao. Porém criancas com IVAS podem desenvolver infecgdes no trato
respiratorio inferior evoluindo, para o que chamamos, de infecgdes respiratorias
agudas (IRA) apresentando sintomas como taquipnéia, sibilos, tosse intensa,
falta de ar e desconforto respiratério (TREGONING; SCHWARZE, 2010)

As IRA sao de inicio abrupto e duracao limitada, que pode iniciar de um
resfriado comum evoluindo para otites, sinusites, bronquites e pneumonias
(ALVIM, 2009). Dentre essas morbidades, a pneumonia € principal causa
infecciosa de morte em criangas em todo o mundo, sendo responsavel por 15%
de todas as mortes de criancas menores de 5 anos de idade. No ano de 2013
matou cerca de 935.000 criancas com menos de 5 anos. Os causadores desta
morbidade podem ser virus, bactérias ou fungos, podendo ser prevenida por
vacinagao, nutricdo adequada e por o combate aos fatores ambientais (OMS,
2014).

Os sintomas desencadeados durante a pneumonia viral ndo diferem da
bacteriana. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), os sintomas de
pneumonias virais em criangas sao, de modo geral, tosse, dificuldade para
respirar, sibilos e febre. O diagndstico de pneumonia geralmente é definido de
acordo com a presencga alguns dos seguintes sintomas: respiracado rapida,
parede toracica menor tiragem intercostal, e sibilos, infiltrado pulmonar novo ou
progressivo e persistente, consolidagdo e cavitagdo nos pulmdes,
pneumatocele em criangas <1 ano de idade (ANVISA, 2009). Em casos
severos de pneumonia, além dos sintomas citados, as criangas tendem a ter
dificuldade para se alimentar ou ingerir liquidos, convulsdes e hipotermia
(OMS, 2014).

A cada ano cerca de 1,5 milhdes de criangas sao internadas com casos
graves de IRA (NAIR et al.,, 2013; OMS, 2014). No Estado de Rondénia as
doencas do sistema respiratorio constituem principais causa de internacdes
hospitalares com um total de 28.151 criangas internadas (44%), ou seja, 18
internacdes/ 1.000 habitantes, onde a pneumonia é a principal delas, com
14.218 criangas internadas, 9 internacdes/1.000 habitantes, sendo criancas
menores de cinco anos as mais acometidas por essa morbidade, com 7,2

internacbes por 1.000 habitantes, seguida das doencgas infecciosas e
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parasitarias, com 23.496 internagcdes (36%), o que corresponde a 15
internacdes/ 1.000 habitantes (BARROS, 2011).

Embora as IRA seja um importante problema de saude publica global,
em termos de morbidade e mortalidade, a etiologia dessas infecgdes sdo pouco
elucidadas nos paises desenvolvidos, e permanece em grande parte
desconhecido nos paises em desenvolvimento (RUUSKANEN et al.,, 2011;
NAIR et al., 2013)

Os virus mais classicos, como Virus sincicial respiratério, virus Influenza,
Metapneumovirus humano (hMPV), Parainfluenza virus (PIV) Adenovirus
humano (HAdv) ) e Rinovirus humano (HRV), e atualmente Coronavirus (CoV)
e Bocavirus humanos (HBoV) desempenham papel cada vez mais importante
nas infec¢des respiratorias durante a infancia. Dentre os principais virus o HRV
vem sendo apontado como importante agente causador de IRA (PAULA et al.,
2011; CHAVOSHZADEH et al., 2012; BICER et al., 2013; DA SILVA et al.,
2013).

1.2 Rinovirus humano

O HRV foi isolado pela primeira vez em 1956 pelo Dr. Winston Price na
Universidade Johns Hopkins na cidade de Baltimore, Estados Unidos. Apds
esse periodo, ao longo de quase 48 anos, o HRV tem sido associado como
patdgeno relacionado a doengas respiratérias (PRICE et al., 1956; ANZUETO;
NIERDERMAN, 2003; PITREZ et al., 2005; LAU et al., 2007; RUUSKANEN et
al., 2011; CHAVOSHZADEH et al., 2012). Porém, apenas nos ultimos 16 anos,
com o aprimoramento das técnicas moleculares, como RT-PCR e PCR em
tempo real, tém se permitido a deteccdo rapida da diversidade de sorotipos
virais relacionados as HRV e permitindo a elucidacdo da associagdo desses
virus a essas morbidades em adultos e principalmente em criangas menores de
5 anos (ANZUETO; NIERDERMAN, 2003; CHAVOSHZADEH et al., 2012;
HONG et al., 2014).

De acordo com Comité Internacional de Taxonomia de Virus, o HRV
pertence a familia Picornaviridae, do género Enterovirus, classificado em 100
sorotipos circulantes agrupados em trés espécies diferentes: HRV-A, HRV- B e
HRV-C (ANZUETO; NIEDERMAN, 2003; ICTV, 2014).
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A morfologia do HRV consiste no capsideo icosaédrico de
aproximadamente 30 nm de didmetro, ndo envelopado, estruturado com quatro
proteinas denominadas VP1, VP2, VP3 e VP4 (figura 2). Dentro desse
capsideo encontra-se o genoma viral RNA de fita simples, polaridade positiva
contendo cerca de 7,2 Kb, distribuido em 11 genes que s&o traduzidos
inicialmente numa unica poliproteina subdivididas em trés regides precursoras:
P1 (precursor da poliproteina codificadora das proteinas estruturais do virus),
P2 e P3 (precursor 2 e precursor 3 da regido poliproteina codificadoras das
proteinas nao estruturais) (ROSSAMANN, 1985; CORDEY et al., 2008a;
MCERLEAN et al., 2008; LEWIS-ROGERS; BENDALL; CRANDALL, 2009;
PALMENBERG et al., 2010).

Figura 2. Representagao morfolégica do HRV e proteinas estruturais VP1, VP2,
VP3 e VP4

Fonte: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/97.html.

Os HRV estéo classificados, quanto ao receptor celular, em dois grupos
denominados: grupo maior e grupo menor. O grupo maior & caracterizado pelos
HRV que infectam a célula do hospedeiro via adsorgéo do ligante viral (canyon)
a molécula de adeséo intracelular 1 - (ICAM-1), e 0 grupo menor consiste nos
HRV que interage com a lipoproteina de baixa densidade (LDL) da superficie
da célula do hospedeiro (LEWIS-ROGERS; BENDALL; CRANDALL, 2009).
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1.3 Genoma viral

Os genomas dos membros da familia Picornaviridae estao organizados
em quatro diferentes regides, logo, o genoma do HRV esta distribuido da
seguinte forma: uma longa regido 5 nédo traduzida ( 5-UTR), uma regidao de
leitura aberta (ORF), uma regido curta 3’ UTR e uma cauda poli A, ainda, na
extremidade 3’ como representado na figura 3 (CORDEY et al., 2008a).

A regido 5-UTR contém dois elementos altamente conservados, o
cloverleaf (trevo terminal) 5' e o sitio interno de entrada ribossomal (IRES) que
possibilitam a formacao de uma ribonucleoproteina que implica na interrupcéo
da tradugdo viral para que haja a replicagcdo. A ORF consiste na regidao de
cerca de 6500 nucleotideos, codificando uma poliproteina organizada em trés
subregides P1, P2 e P3. A regido 3’ ndo transcrita encontra-se envolvida na
eficiéncia da replicagao, porém seu papel ainda nao foi bem elucidado. A cauda
poli A é importante na tradugdo, pois se liga a proteina celular PABP - Proteina
de Ligacdo da Poli A (Poly A binding protein) auxiliando na taxa da sintese
protéica (CORDEY et al.,, 2008b; LEWIS-ROGERS; BENDALL; CRANDALL,
20009).

Figura 3. Representagcdo do genoma do HRV.
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Fonte: http://viralzone.expasy.org/all_by species/97.html

1.4 Proteinas virais
A poliproteina subdividida em trés regides precursoras: P1, P2 e P3
codificadoras das proteinas estruturais e nao estruturais do virus séao

responsaveis pelas proteinas essenciais na sintese da nova particula infectante
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(virion). A regidao P1 codifica as quatro proteinas estruturais VP4, VP2, VP3 e
VP1 que compdem o capsideo icosaédrico do virus (CORDEY et al., 2008a;
PALMENBERG; RATHE; LIGGETT, 2010).

As proteinas virais VP1, VP2 e VP3 possuem uma extremidade
chamada C-terminal responsavel pelas interagdes antigénicas. Ja a proteina
VP4 esta localizada de forma mais interna no capsideo interagindo diretamente
com RNA genbémico e auxiliando a entrada do mesmo no citoplasma da célula
hospedeira (CORDEY et al., 2008a; LEWIS-ROGERS; BENDALL; CRANDALL,
20009).

A regido P2 do genoma viral codifica as proteinas virais ndo estruturais
2A, 2B, 2C e a regido P3 codificam as proteinas ndo estruturais 3A, 3B, 3C e
3D (CORDEY et al., 2010).

A protease viral 2A é responsavel pela clivagem que separa a proteina
estrutural VP1 que compde o capsideo (pertencente a regidao P1) do restante
do genoma, dando origem a protease 2Apro. Esta protease desempenha papel
crucial na replicacdo do RNA pela clivagem do fator de iniciagao eucariético
(elF4G) que ira resultar na inativagdo da tradugcdo dependente de cap da
célula do hospedeira durante processo de replicacdo viral. E a proteina 2B atua
como protease na clivagem da poliproteina viral (LEDFORD et al., 2004;
CORDEY et al., 2008a).

A protease 3Cpro € responsavel por quase todos os eventos de
processamento proteolitico do precursor de poliproteina viral, e ainda interage
com a regido 5 UTR facilitando a ligagdo 3Dpol (RNA polimerase RNA
dependente) para a replicagdo. A proteina 3B ou VPg atua como um iniciador
para 3Dpol. A proteina nao estrutural 3C ¢é eficiente na mediacio nos efeitos no
transporte nuclear da célula hospedeira (LEWIS-ROGERS; BENDALL;
CRANDALL, 2009; GHILDYAL et al., 2009).

1.5 Replicagao Viral

A replicacdo viral, de modo geral, consiste nas seguintes etapas:
adsorcao, internalizacdo, desnudamento, sintese viral, maturacao e liberagao
(JACOBS et al., 2013).

Todo processo de replicacdo viral do HRV ocorre no citoplasma da

célula hospedeira como representado na figura 4. A adsor¢do do HRV é
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mediada pela ligagdo especifica da protéina viral (canyon) ao receptor celular
(ICAM-1 ou LDL). A presencga do receptor na superficie celular torna a célula
susceptivel a infeccdo. Havendo interacao especifica do receptor celular com
ligante viral, o virus entra na célula alvo por endocitose, de modo que, o
capsideo libera a proteina VP4, que por sua vez, abre um poro na membrana
endossomal e permite a passagem do genoma RNA viral ao citoplasma da
célula (CORDEY et al, 2008a; LEWIS-ROGERS; BENDALL; CRANDALL,
2009; WAMAN et al., 2014).

Assim que o RNA viral € liberado no citoplasma celular ele passa a ser
reconhecido pela maquinaria da célula hospedeira, isso devido sua capacidade
de se portar como RNA mensageiro. Em seguida ha liberagao da proteina VPg
da extremidade 5 do RNA gendmico iniciando a tradu¢cdo do RNA em uma
poliproteina. Uma vez sintetizadas as proteinas virais necessarias para
replicacao, inicia-se a replicagdo da fita complementar de RNA (-). Este RNA
de fita negativa servira de molde para sintese de novas fitas de RNA (+)
gendmico para montagem dos virions (CORDEY et al., 2008b; JACOBS et al.,
2013).
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Figura 4. Representagdo esquematica das etapas do ciclo de replicagdo do

Citoplasma
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Fonte: Adaptado de (CORDEY et al., 2008a).

1.6 Transmissao

A transmissao por HRV ocorre principalmente pelo contato pessoa a
pessoa e por aerossois contaminados, mas, independentemente da via de
transmissao, o inicio da infec¢cao ocorre quando o virus entra em contato com a
mucosa nasal. Normalmente, a transmissdo do HRV ocorre com aproximagao
entre familiares e a crianga, por contato corpo-a-corpo com secrecoes nasais
contaminadas, geralmente da mae a crianga. A auto-inoculagdo ocorre, em
alguns casos, devido habitos da crianga de friccionar os olhos e o nariz,
simultaneamente, permitindo transmisséo do virus (TAPPAREL et al., 2012).

A entrada do HRV na mucosa nasal ocorre por meio do ducto lacrimal ou
diretamente pelas narinas, sendo transportado até a nasofaringe posterior com
auxilio do préprio mecanismo de defesa do aparelho mucociliar e a penetracao
do virus nas células epiteliais se da, por grande parte dos HRV, através do

receptor celular ICAM-1. Trata-se de um receptor essencial a adesédo de
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células como neutrofilos, permitindo que estas rapidamente sejam recrutadas
ao sitio inflamatério (ANZUETO; NIEDERMAN, 2003; CAMARGO et al., 2012).

1.7 Manifestagoes Clinicas

O HRV ¢é o principal agente do resfriado comum. A o resfriado comum é
considerado um tipo de IVAS que frequentemente sdo acompanhadas por
dores de garganta, coriza obstru¢cado nasal, espirros, tosses, perda de apetite, e
febre de intensidade variavel, podendo ser mais alta em criangas menores de
cinco anos. O perfil de manifestacao clinica pode variar conforme a faixa etaria.
Em lactentes, por exemplo, tendem a ter maior inquietacéo, choro facil, recusa
alimentar, vémitos, alteragdo do sono e dificuldade respiratéria por obstrugcao
nasal, e em criancas maiores pode haver manifestacdes clinicas de cefaléia,
mialgias, calafrios (PITREZ, 2003; KIENINGER et al., 2013).

A taxa de ocorréncia de infecgdo é alta na primeira infancia e diminui
com a idade, provavelmente devida a imunidade induzida pela exposicao
cumulativa a sorotipos diferentes ao longo da vida (TREGONING;
SCHWARZE, 2010).

Ja a IRA tipo de infecgado com quadro clinico de maior gravidade, tendem
a manifestar sintomas como taquipnéia, sibilos, tosse intensa e dispnéia. De
modo geral o surgimento de dispnéia, taquipnéia, sibilos e febre alta indicam
bronquiolite aguda e pneumonia. Em casos de complicagbes bacterianas
durante infecgdes respiratorias virais a febre prolongada por mais de 72 horas,
e ainda recorréncia de hipertermia apds este periodo e prostracdo mais
acentuada sao notaveis em casos de co-infecgoes (GERN; BUSSE, 1999;
MILLER et al., 2007; TREGONING; SCHWARZE, 2010).

A importancia clinica de deteccdo HRV tem sido agora claramente
associada com doenga grave levando a hospitalizagdo em criangas menores
de 5 anos de idade. O HRV também vem sendo identificado em co-infec¢des
importante na doenga invasiva pneumocdcica, influenciando no aumento da
gravidade da doenga. A interagdo do HRV em co-infecg¢des virus a virus ainda
nao esta bem esclarecida, ha poucos estudos que relatem o modo que o HRV
pode influenciar no mecanismo de outros virus respiratérios (MILLER et al.,
2007; TREGONING; SCHWARZE, 2010).

22



1.8 Imunopatogénese

Estudos sugerem que as infecgbes virais sdo importantes estimulos
para a inflamagao das vias aéreas, lesdo e remodelagdo. O trato respiratorio
possui barreiras mecanicas com grande importancia na defesa de infecgdes
virais como a camada de ceélulas ciliadas que recobre o tecido das vias
respiratorias, células secretoras de muco, bem como glandulas sub-epiteliais
secretora de muco. O muco tem a funcao de reter as particulas estranhas que
s&o carreadas com o auxilio do movimento das células ciliadas para a garganta
para serem eliminadas do organismo (FERREIRA et al., 2008; TREGONING,;
SCHWARZE, 2010).

Apds a entrada dos virus nas células epiteliais, ocorre a replicacao
rapidamente e o processo inflamatério gera alteragdes na permeabilidade dos
vasos e estimula as fibras nervosas originando a congestdo nasal e rinorréia
aquosa. O dano epitelial ocasionado pelo virus HRV comparado a outros
agentes virais respiratério € minima, porém, a resposta inflamatéria tende a ser
exacerbada induzindo em alguns casos o processo asmatico (KENNEDY et al.,
2012; JACOBS et al., 2013; KIENINGER et al., 2013).

1.9 Epidemiologia geral

O HRV foi isolado em diversas partes do mundo, incluindo os
continentes Americanos (DO et al., 2010; LANDA-CARDENA et al., 2012;
MARCONE et al., 2012) Europeu (DEFFERNEZ et al., 2004; KLOEPFER et al.,
2014) e Asiatico (LAU et al., 2010; HAI et al., 2012; WAMAN, 2014). Quanto a
epidemiologia molecular os HRV-A e HRV-C sdo os principais agentes
envolvidos em casos de IRA (ARAKAWA et al., 2012). Estudos tém mostrado
evidéncias do envolvimento de HRV-C relacionado com sibilos em bebés e
criangas, enquanto o HRV-A esta envolvido em casos de asma em criangas
mais velhas com menor duragao de sintomas de asma e tosse em criancas
infectadas (LAU et al., 2007; ONYANGO et al., 2012)

No Brasil ainda sao escassos estudos voltados para identificagao de

HRYV, porém, além dos poucos estudos realizados em algumas regiées do pais
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que mostra a presengca do virus e a necessidade de conhecer o perfil
etioldgico, é possivel verificar a presengca do mesmo em casos de IRA.

Em Salvador, nordeste do Brasil, pesquisa realizada detectou em 129
amostras diferentes virus respiratério, sendo 67 (52%) amostras positivas para
Rinovirus humano (SOUZA et al.,, 2003). Outra pesquisa realizada em
Pernambuco verificou a prevaléncia do HRV em 18,9% em populagao infantil
de 407 criangas analisadas (BEZERRA et al., 2011). No Rio grande do Sul,
estudo realizado em amostras de 206 criangcas observou-se positividade para
HRV em 20,8% (DA SILVA et al., 2013).

Em Rondénia assim como no Norte do Brasil, ainda ndo ha relatos de
estudos voltados para identificagdo do patégeno HRV, porém ja houve
identificacdo para outros virus respiratorios pela técnica de imunoflorescéncia
(OLIVEIRA; CARVALHO, 2009).

1.10 Detecgéo Viral

Basicamente a detecgao virus respiratérios por métodos como cultura de
células e técnicas moleculares que possibilitam a deteccio do virus na amostra
(RATY et al., 1999; BARENFANGER et al., 2000; SANALIOS, 2004).

1.10.1  Cultura de células
O HRYV isolado tem sido isolado em cultura de células tipos Helas séo

extraidas de células cancerosas, e ainda células HEP2. Porém a deteccédo do
mesmo por isolamento em cultura de células € um método caro e tende a ser
lenta e, devido as condigdes especificas caracteristicas que acaba limitando o
diagnostico em casos mais urgentes. Esta técnica é atualmente pouco ou nada
utilizada na rotina laboratorial, pois cada vez mais se pretende a obtengao de

resultados em tempo clinicamente util (SPYRIDAKI et al., 2009).

1.10.2 Deteccao Molecular
O desenvolvimento de métodos moleculares como a transcricdo reversa

seguida da reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR) e PCR em tempo real,

tem aumentado a possibilidade da deteccao do HRV e suas variagcdes além da
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identificacdo de novos agentes virais (RUUSKANEN et al, 2011,
CHAVOSHZADEH et al., 2012; KLOEPFER et al., 2014).

A PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction) permite a deteccdo a
partir de amplificagdo de um numero pequeno de copias de material genético.
A PCR foi desenvolvida em 1980 por Kary Mullis, que recebeu o Prémio Nobel
em 1994. E uma técnica rapida e sensivel, permitindo a distincdo entre
espécies e sorotipos dependendo da regido a ser amplificada. Tal amplificacao
nos permite verificar as variagbes genbmicas apos analise de sequéncias
nucleotidicas obtidas em reagdes posteriores de sequenciamento (KIDD et.al.,
1990; RATY et al, 1999; XU et al., 2000; SANALIOS, 2004; KAJON; XU,
ERDMAN, 2005; LU; EDMAN, 2006).

O principio técnico da PCR baseia-se na amplificagdo exponencial
seletiva de uma quantidade reduzida de DNA ou cDNA alvo, correspondendo a
um mecanismo de sintese artificial de DNA num processo em cadeia que imita
a replicagdo do DNA por meio de uma enzima Thermus aquaticus (Taq) DNA
polimerase (SAIKI et al.,1985; OLIVEIRA; CARVALHO, 2009).

1.10.3 PCR em tempo real
PCR em tempo real possui além das vantagens apresentada no ensaio

de PCR convencional, maior sensibilidade, e especificidade, dependendo do
sistema utilizado (sondas marcadas, oligonucleotideos especificos, Sybr
Green), além disso, favorece em tempo util o diagnéstico laboratorial (HOUGH
Neste tipo de reagdo ocorre o monitoramento por meio de um sistema
computacional da amplificagdo do DNA alvo a cada ciclo da reag¢do. Para isso,
sao utilizados compostos fluorescentes para identificar os produtos gerados na
amplificagdo (HOUGHTON; COCKERILL, 2006; LALAM, 2006; CORDEY et al.,
2009). Os formatos de detecgdo quimica, baseado na emisséo de
fluorescéncia, utilizados para detectar os produtos de amplificagdo gerados
pela PCR em tempo real sdo os fluoréforos ou moléculas fluorogénicas
(chamados de repdrters) que emitem sinal fluorescente de forma proporcional a
quantidade de DNA amplificado na reagao (KUBISTA et al., 2006; BUSTIN et
al., 2009).
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Um dos corantes comumente utilizados na pesquisa é o SYBR Green,
gue € um corante de cianina que se liga especificamente ao menor dupla fita
de DNA. Emitindo uma fluorescéncia 1000 vezes maior do que a emitida pelo
corante nao ligado (HOUGHTON; COCKERILL, 2006). O sinal de fluorescéncia
emitida por esses compostos uma vez ligados a fitas de DNA alvo é detectado
por um adaptado a um software que traduz graficamente em tempo real os
dados da emissao de fluorescéncia obtidos durante a amplificacdo do DNA alvo
em um termociclador traduzindo na curva de amplificagdo do DNA-alvo
(MACKAY et al., 2002; KUBISTA et al., 2006).

Cada produto de DNA tem uma temperatura de dissociagao especifica, o
que diferencia o produto-alvo de produtos inespecificos. Sequéncias individuais
tém diferentes temperaturas de fusdo, que sao influenciados pelo comprimento
dos oligonucleotideos e quantidade de guanina/citosina (GC) (HOUGHTON,;
COCKERILL, 2006; KUBISTA et al., 2006; BUSTIN et al., 2009).

E possivel verificar que o ponto CT denominado na literatura como
Cycle Threshold corresponde ao numero de ciclos necessarios para que a
fluorescéncia da reagcdo seja detectavel. O ponto a partir do qual a
fluorescéncia detectada ultrapassa o limiar da fase exponencial € conhecido
como threshold, sendo que este pode ser definido automatica ou
arbitrariamente pelo soffware do equipamento em funcao da baseline
(KUBISTA et al., 2006, ARISMENDY; CASTELLANOS, 2011).

A progressao da reagao de PCR em tempo real passa por duas fases
diferentes, a fase exponencial e a fase de platd (KUBISTA et al., 2006,
ARISMENDY; CASTELLANOS, 2011).

Na fase exponencial existe potencialmente a desnaturacao de cadeias
de DNA de dupla fita, anelamento dos oligonucleotideos com sintese dos
produtos através da acao da polimerase. Com a amplificacdo da quantidade de
produto formado o sinal de fluorescéncia aumenta exponencialmente até que
se atinge a fase platé que corresponde aos ciclos finais da reagao.

A fase platd é atingida quando fatores como gastos dos reagentes na
reagao, inativagdo da polimerase, ou ainda a reducdo da eficiéncia da
desnaturagao fazendo chegar ao fim a amplificacédo exponencial (KUBISTA et
al., 2006; ARISMENDY; CASTELLANOS, 2011).

26



A especificidade definida quando analisando a curva de dissociacao
gerada pelo software do equipamento e havendo amplificacdo especifica do
produto em pesquisa sera possivel a visualizagao de apenas um unico pico. A
curva de dissociacdo é gerada com base na temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos que por sua vez baseia-se na temperatura de fusao dos
primers (Tm, do inglés melting temperature), sendo a T, a temperatura na qual
mais da metade das sequéncia dos oligonucleotideos encontram-se associado
ao DNA-alvo (MACKAY et al.,, 2002; HOUGHTON & COCKERILL, 2006;
RODRIGUES et al., 2006; KUBISTA et al., 2006).

A curva de dissociagao é construida ao final da PCR, onde ocorre um
aumento gradual da temperatura e a fluorescéncia € medida em funcdo da
mesma. Com o aumento da temperatura a dupla fita de DNA se dissocia € o

corante se desliga diminuindo a fluorescéncia (KUBISTA et al., 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

Ha poucos estudos sobre a etiologia da IRA em criangas. O Rinovirus
humano, nos ultimos anos, vem sendo frequentemente isolado em amostras de
individuos com IRA, sendo considerado um dos principais causadores dessas
infeccbes e constantemente associado a quadros graves de bronquiolite,
pneumonia e exacerbacdo de asma. Porém, sdo escassos no Brasil estudos
relacionados a esse virus com a IRA. Em Rondénia ndo ha estudos que
definam a relacdo ou frequéncia do Rinovirus humano relacionado a estas
infeccbes. Logo, o impacto deste virus como causador de IRA em pronto-
atendimento e internacbes de morbidade respiratérias no Brasil e na regido
norte sdo de grande relevancia ja que é pouco definido o perfil dos agentes
virais causadores de IRA. Portanto, ressalta-se a importancia de se determinar
a incidéncia e conhecer o perfil etiolégico para auxiliar na avaliagao,
planejamento e implementacdo de medidas de controle para redugdo da

morbidade.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Identificar molecularmente Rinovirus Humano em populagao infantil na

regiao Metropolitana de Porto-Velho/ Rondénia.

3.2 Objetivos especificos
» Determinar a frequéncia do patégeno Rinovirus humano na populagao
amostral analisada.

» Correlacionar frequéncia dos virus com dado climatologico.

A\

Correlacionar possiveis coinfeccées com outros patdégenos virais.

» Relacionar os resultados com os dados clinicos dos pacientes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos e legais

O presente trabalho foi submetido aos aspectos éticos sendo aprovados
no Comité de Etico em Pesquisa local (CEP/CEPEM) parecer n°
17/11(31/08/2011- Anexo |). Este estudo foi realizado em colaboragao com os
laboratérios de Microbiologia e Virologia Molecular, ambos pertencentes a
Fundagdo Oswaldo Cruz Rondénia - FIOCRUZ/RO e Centro de Pesquisa em

Medicina Tropical de Rondénia — CEPEM/RO.

4.2 Local de Estudo

O estudo foi realizado no hospital infanti Cosme e Damido (HICD),
localizado no municipio de Porto Velho- RO. Esta é a uUnica unidade publica
especializada em atendimento pediatrico da capital, também recebe pacientes
oriundo do interior do estado e até mesmo vindo de estados vizinhos ou
regides de fronteira. O HICD é um o6rgao publico pertencente ao Poder
Executivo Estadual de Rondénia, classificado como médio porte e com
capacidade instalada para 59 leitos de internacido, com atendimento 24 horas,

todos os dias da semana incluindo finais de semana e feriados.

4.3 Populacao de Estudo

A populagao do estudo foram criangas de 0 a 6 anos de idade, de ambos
0os sexos, atendidas no HICD durante o ano de 2013 que apresentavam
caracteristicas clinicas para infeccao respiratoria aguda. Os sintomas foram
relatados pelo pai/mae e/ou responsavel pela crianga, coletados por meio da
Ficha de Investigacdo Epidemioldgica preenchida no momento da entrevista
(Anexo IlI). Os pais e/ou responsaveis que aceitaram participar do estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo IlI),
sendo inicialmente conscientizados de todos os aspectos acerca da pesquisa,

assim como os procedimentos de coleta da amostra.
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4.4 Critérios de elegibilidade
441 Critérios de inclusdo
Foram selecionados os seguintes critérios de inclusao:

¢ Criancas com idade de 0 a 6 anos de ambos os sexo, atendidas
no HICD;

e Com sintomas clinicos sugestivo de infec¢ao respiratoria aguda
como: tosse, febre, coriza, secrecdo pulmonar, sibilo, dispnéia,
prurido ocular e otalgia conforme preenchimento da ficha de
investigacdo epidemiolégica elaborada pelo grupo de estudo
(Anexo II).

442 Critérios de exclusio
Foram excluidos deste estudo:

e Criancas com idade superior a 6 anos;
¢ Indigenas;
o Doencas crbnicas;

e Pais ou responsaveis que nao aceitaram ou ndo assinaram
TCLE.

4.5 Coleta

As coletas das amostras foram realizadas duas vezes por semana, pela
equipe responsavel pelo desenvolvimento deste estudo e em colaboracdo com
o Laboratério de Microbiologia da FIOCRUZ/RO e CEPEM/RO. A coleta foi
realizada nos meses de fevereiro a dezembro de 2013. Durante este periodo
foram coletadas 660 amostras bioldgicas sendo classificadas para analises
molecular do presente estudo 304 amostras. A classificagao foi de acordo com
as caracteristicas clinicas que mais estdo presentes em infecgbes por HRV.
Como por exemplo, sintomas como tosse, febre, coriza, obstrugdo nasal e
sibilos.

O protocolo de coleta foi 0 mesmo preconizado pelo Ministério da Saude
do Brasil (MS, 2010). A coleta consistiu por meio da técnica swab combinado
de nasofaringe (narina direita e esquerda) e orofaringe, onde foram utilizados

exclusivamente swab de rayon.
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O swab de nasofaringe foi introduzido nas narinas e realizado a friccao
dos mesmos para obtencédo das células da mucosa nasal (utilizando um swab
para cada narina — Figura 5). E o swab de orofaringe foi friccionado na éarea
posterior da faringe e tonsilas (Figura 5). Posteriormente os trés swab foram
cortados, ou dobrados, para que coubessem dentro de um tubo cénico de 15
mL contendo 3 mL de solugao salina fisiologica estéril, que em seguida foram
lacrados e identificados (nome do paciente, niumero da amostra e data da
coleta). As amostras foram mantidas em temperatura adequada de refrigeragéo
(4 a 8°C) e encaminhadas ao laboratério de Microbiologia do
FIOCRUZ/RO/CEPEM no mesmo dia para processamento.

Figura 5. Coleta combinada.
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Em A: Demonstragao da coleta nasal utilizando swab. Em B: Demonstragao da
coleta oral utilizando swab.
Fonte: http://lacen.saude.sc.gov.br/arquivos/MCTO1.pdf

4.6 Processamento das amostras

No laboratério de Microbiologia do FIOCRUZ/RO/CEPEM as amostras
foram processadas no maximo trés horas apds a coleta. Primeiramente foi
retirada uma aliquota pura de 500ul do tubo contendo a amostra biolégica e
colocada em tubo de criopreservacdo devidamente identificado e armazenado
em freezer -70 °C. Ao restante da amostra foi acrescentado PBS (Tampéo
Fosfato Salino) 0,01 M e pH 7,2 e realizada uma centrifugagéo a 2.500 rpm por
5 minutos a 4 °C. A amostra contendo PBS apds centrifugacao foi separada em
duas aliquotas: sendo uma aliquota de 1 mL de sobrenadante e 1 aliquota com

o pellet. Posteriormente foram armazenadas a -70 °C.
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4.7 Analises in silico

Foi realizada reviséo literaria para escolha dos oligonucleotideos que
amplificam uma regido conservada 5 UTR. Essa regidao € uma regido
conservada do genoma do HRV que permite a identificacdo do HRV de forma
especifica. O par de oligonucleotideos selecionado para este estudo amplifica
especificamente as espécies de HRV (HAMMITT et al.,, 2011) relatada na
Tabela 1.

As sequéncias de oligonucleotideos foram analisadas por ferramentas
de bioinformatica, utilizando programas como BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) com sequéncias de HRV disponiveis no banco de dados do
NCBI- Nacional Center Bank Bioinformatic. O alinhamento multiplo realizado foi
por meio do programa MEGAG6. Sendo selecionado para o presente estudo o
par de oligonucleotideos proposto no estudo de HAMMITT e colaboradores
(2011).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizado nos ensaios de PCR em tempo Real.

Descricdo | Sense 5°-3’ Antisense 5’- 3’ Fragmento

HRV TGGACAGGGTGTGAAGAGC | CAAAGTAGTCGGTCCCATCC | 144pb

4.8 Controle positivo

A amostra controle do HRV foi previamente identificada, no laboratério
de Virologia Molecular da FIOCRUZ/RO, sendo sequenciada na Plataforma de
Sequenciamento da FIOCRUZ Bahia.

4.9 Extracdao de RNA

Para padronizacdo da extracdo de RNA HRV foi realizado dois
protocolos de extracdo utilizando o controle positivo do HRV: A primeira
metodologia utilizada foi Trizol (Invitrogen) e a segunda foi Kit QlAamp®Viral
RNA Mini kit (QIAGEN® Hilden, Germany).

O protocolo da primeira extragdo consistiu em quatro etapas: a primeira
correspondeu a separagao de fases, a segunda fase de recuperagao, terceira
fase do isolamento RNA, e por final ressuspensao do RNA.
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Na primeira etapa foi adicionado em um tubo de 1,5 mL 40 uL de
proteinase K a 10mM, adicionado 250 pyL da amostra e incubado a 56°C por 10
minutos (min). ApoOs incubagcdo foi acrescentado 750 pL Trizol e
homogeneizado vigorosamente por 15 segundos e incubado a temperatura
ambiente por 5 min. Posteriormente foram adicionados 200 uL de cloroférmio
homogeneizado por 15 segundos (seg) e incubado em temperatura ambiente
por 2 min. Centrifugou-se a 12000 xg a 4°C por 15 minutos. A mistura se
separou em uma fase vermelha de fenol-cloroformio (parte mais inferior do
tubo), uma interfase branca, quase imperceptivel e fase aquosa incolor na
parte superior do tubo. O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa.

Na fase de recuperacdo para a extracdo de RNA foi removido a fase
aquosa da amostra inclinado 45° e utilizando uma micropipeta de 200 uL e,
posteriormente, uma micropipeta de 10 yL para maior precisao, e transferido
para um novo tubo de 1,5 mL. O isolamento de RNA consistiu primeiramente
na precipitagcdo onde foi adicionar 500 pL de isopropanol 100% (alcool
isopropilico) na fase aquosa. E foi incubado em temperatura ambiente por 10
minutos e centrifugado a 12.000 xg a 4 °C por 10 min. Apds centrifugagao foi
realizado a lavagem removendo e descartando o sobrenadante utilizando
micropipeta de 200 pyL e 10 pyL. E lavado com 1mL de etanol a 75%
homogeneizar e centrifugar a 7.500 xg a 4 °C por 5 min. Apés centrifugacao foi
descartado o lavado por inversdo deixado em repouso para secagem do
sedimento de RNA por 10 min.

E por ultimo, o RNA foi ressuspendindo em 50 pyL de agua RNase free
e incubado a 55 °C por 10 min e por final o RNA foi armazenado a -20°C.

A segunda extragao do RNA HRYV foi realizada com o Kit QlAamp®Viral
RNA Mini kit (QIAGEN® Hilden, Germany), onde foram adicionado @ amostra
560 pL do tampao AVL em tubo 1,5 mL, juntamente com uma aliquota de
280uL do sobrenadante, o qual foi homogeneizado em vortex por 15 seg e
incubado a temperatura ambiente por 10 min para lise da membrana. Apds
incubacao foi centrifugado por 1 min a 12.000 rpm. Depois de centrifugado,
foram acrescentados 560uL de etanol e homogeneizado por 15 seg. Em
seguida foi transferido o conteudo em colunas silicas acoplados a coletores,

para filtragem, e centrifugado por 1 min a 12.000 rpm.
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Posteriormente, o filtrado foi descartado e adicionado a coluna 500 uL
do tampao de lavagem AW1 e centrifugado por 1 min a 12000 rpm (na
sequéncia foi descartado o filtrado). Em seguida, adicionado a QlAamp Mini
coluna 500 uL do tampao AW2 e centrifugado a 12.000 rpm por 3 min, em
seguida foi desprezado o filtrado. Foi realizado uma nova centrifugagao por 1
min a 12.000 rpm. E transferido as colunas para outro tubo de 1,5 mL. Foi
acrescentado na coluna 20uL do tampao de eluigdo e incubado por 1 min a
temperatura ambiente. Finalizando com centrifugagéo por 1 min a 12.000 rpm.

E armazenado a temperatura de -20°C ou -70°C.

4.10 Transcrigao reversa

Para a sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizado o teste com
duas enzimas transcriptase reversa para avaliacdo da maior sensibilidade do
teste de PCR em tempo real.

Em primeira reagéo foi preparado um primeiro mix com um volume final
de 24 uL, contendo 1uL random primer 1 uL dntp e 10uL de RNA viral onde foi
incubado a 65°C por 5 min e 1 min no gelo. Logo apés, foi adicionado um
segundo mix com um volume de 6 pl, contendo o tampao 1X, 0,1 M DTT, 40
unidades de Inibidor de Rnase, 200U de Super Script™ Il (Invitrogen™ Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) resultando em um volume final de 30yl e
incubado a 25 °C a4 5 min, 50 °C 4 60 min e 70 °C por 15 min.

O segundo teste foi utilizando a enzima Reverse Transcriptase Moloney
murine leukemia virus (M-MLV) (Sigma Aldrich®, Saint Louis, USA). O RNA foi
desnaturado a 95°C por 5 min, com o objetivo de desfazer as estruturas
secundarias, e convertido em cDNA a partir de 15 yL de RNA da extracdo com
200 unidades da enzima M-MLV, 1 uyL do Tampdo 10X M-MLV Reverse
Transcriptase, 1 uyL de oligonucleotideos randémico e 1 yL de dNTP MIX a
10mM. As condi¢gdes de termociclagem para sintese do cDNA foram: 37°C por
50 min e 94°C por 10 min.

411 PCR em tempo real
Para padronizacdo da PCR em tempo real com oligonucleotideos
especificos (HAMMITT et al., 2011) foi realizado reagdo em um gradiente de

concentragao dos oligonucleotideos (sense e antisense) de 50 nM a 900 nM.
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A amplificacdo do HRV foi realizada na plataforma ABI 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) com volume total de 30ul contendo
SYBR®Green (Applied Biosystems - Foster city, Califérnia,USA) a 1x, 50 nM

dos oligonucleotideos sense e antisense e 5ul de cDNA HRV.

4.12 Dados Climatolégicos

Os dados climatoldgicos utilizados para comparagao da distribuicao de
positividade do HRV foram retirados da estagdo de monitoramento
meteorolégico da Usina Santo Anténio — RO. Dados estes disponivel no
endereco eletrdnico da Secretaria de Estado do Desenvolvimento Ambiental

(SEDAM) http://www.sedam.ro.gov.br/index.php/simego

4.13 Dados Epidemiolégicos e Clinicos
Os resultados epidemiolégicos e clinicos foram armazenados no banco
de dados (Software Microsoft EXCEL® 2007) onde foram tabulados para

analise dos resultados.

414 Analises estatisticas

Todos os resultados tabulados foram submetidos as analises estatisticas
utilizando testes paramétricos por meio do programa GraphPad Prism v.s 5.,
realizando o teste exato de Fischer e o Odds Ratio. A significancia estatistica

foi definida como p< 0,05.

4.15 Dados para avaliagao de multiplas infecgoes

Para avaliacdo de possiveis multiplas infeccbes foram cedidas
gentilmente os resultados da bactéria Streptococcus pneumoniae e Adenovirus
dos trabalhos de Dissertacdo desenvolvidos no laboratério de Microbiologia e

Virologia molecular, respectivamente.
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5 RESULTADOS

5.1 Anadlises dos oligonucleotideos

As sequéncias dos oligonucleotideos selecionados para a PCR em

tempo real qualitativa mostraram-se conservados para as espécies do HRV

quando realizado as analises in silico utilizando os programas MEGAG6 (figura

8) e o alinhamento local pelo BLAST (Figura 6 e 7).

Figura 6. Alinhamento realizado no BLAST com oligonucleotideo sense HRV,

mostrando uma maxima identidade entre as cepas utilizadas no alinhamento.
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Figura 7. Alinhamento realizado no BLAST com oligonucleotideo antisense

HRYV, mostrando uma maxima identidade

alinhamento.
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Figura 8. Alinhamento multiplo, utilizando o programa MEGAG, das sequéncias
do HRV retiradas do GenBank, sequéncias estas, correspondem as trés
diferentes espécies do HRV.
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5.2 Resultado PCR em tempo real

Do total das 304 amostras selecionadas segundo o perfil clinico que
mais caracterizava uma infec¢ao por HRV 26,3% (80/304) apresentaram
positividade. Resultados estes obtidos por meio do ensaio de PCR em tempo
real qualitativa in vitro demonstrada na figura 9 a curva de amplificagédo da PCR
em tempo real qualitativa utilizando o sistema SYBR Green utilizando os
oligonucleotideos HRV (Tabela 1).
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Figura 9. Curva de amplificagdo do HRV de amostras positivas no ensaio de
PCR em tempo real utilizando o SYBR Green.
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5.3 Descrigao Populacional das amostras positivas para HRV

Das 80 amostras positivas para HRV 56% (45/80) pertenciam ao sexo
masculino e 44% (35/80) ao sexo feminino. Neste estudo foi avaliada a
quantidade pessoas que residiam dentro da mesma residéncia. Foi observado
que percentual de 37,5% (30/80) estava associado a criangas que moravam
com até 2 pessoas, 35% (28/80) de 3 a 4 pessoas, 24% (19/80) >5 pessoas e
4% (3/80) nao informaram. A renda familiar dos responsaveis foi de um salario
minimo em 50% (40/80) das amostras das criangas positivas, 30% (24/80)
tinham entre 2 a 3 salarios, 9% (7/80) tinham acima de 4 salarios mininos e
11% (9/80) nao informaram (Tabela 2). Foram realizados os testes estatisticos
dos dados clinicos e epidemiologias referentes a populacado de estudo, porém

ndo houve significancia estatistica entre os dados analisados.
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Tabela 2. Dados epidemiologicos dos casos positivos para HRV.
HRV

Género Positivos Negativos
Mas 45 116

Fem 35 108

Total 80 224

Ntimero de Moradores 1-2 30 68
34 28 88

>5 19 62

NI 3 6

Total 80 224

Renda Familiar 1 40 118
2-3 24 79

>4 7 10

NI 9 17

Total 80 224

A presenca do virus foi detectada em todas as faixas etarias analisadas.

Sendo que quando avaliado os meses abaixo de 1 ano de idade e somando

essa positividade a faixa etaria entre 1 e 2 anos, o numero de positividade

aumenta comparado a faixa de 3 a 4 anos (Figura 10).

Figura 10. Distribuicdo do HRV por faixa etaria.
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5.4 Sintomatologia da populacdo amostral dos HRV positivos

Do total das 304 amostras analisadas foi comparado, quanto aos
sintomas, o numero de positivos (80/304) com as amostras negativas para
HRV. Observou-se que nas 80 amostras positivas os sintomas como tosse,
coriza, secrecdo pulmonar, obstrucdo nasal, sibilos, dispneia e febre
apresentaram frequencias superior a 60% (Figura 11). Também foram
observados sintomas como pruridos oculares e otalgia. Nado foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre os sintomas das criangas
positivas para HRV quando comparadas com as negativas.

Figura 11. Sintomas relatados pelos pais ou responsaveis.
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5.5 Sazonalidade climatica da populagao amostral dos HRV
positivos

O virus foi detectado durante todo o ano. No periodo de chuva
(novembro a abril) os meses de fevereiro a abril a frequencia do HRV foi
constante, diminuindo a positividade a partir do més de margo até o més de
junho. No periodo de seca (maio a outubro) observa-se oscilagdo da frequencia
do HRV com picos em julho e outubro, voltando ascender a positividade do
mesmo, em novembro e dezembro. A positividade do HRV ficou distribuida
com maior frequencia nos meses dezembro (38%), fevereiro (37,5%), marco
(37,5%), julho (31,8%) e novembro (31,2%), respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Distribuicdo de deteccdo HRV durante o ano de 2013.
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5.6 Multiplas infecgoes

Das 304 amostras testadas tanto para HRV quanto para Streptococcus
pneumoniae, apenas 268 foram analisadas para pesquisa do Adenovirus.
Sendo 80 amostras positivas para HRV, 28 para Adenovirus e 36 para
Streptococcus pneumoniae. Observou-se 5 casos de dupla infeccdo entre HRV
+ Adenovirus, 14 casos de duplas infeccdes entre HRV + Streptococcus
pneumoniae € 5 casos de dupla infecgao entre Adenovirus + Streptococcus
pneumoniae. O Unico caso de multipla infeccdo entre Adenovirus +

Streptococcus pneumoniae + HRV (Figura 13).

Figura 13.Casos de dupla e multipla infecgao entre patdégenos respiratorios.
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6 DISCUSSAO

Estudos em populacbdes que apresentam morbidades respiratérias tém
relatado que o numero de moradores e o numero de criangas menores de cinco
anos no domicilio evidenciam clara associacdo com as doencgas respiratérias
(PRIETSCH et al., 2002). Estudo buscou verificar os fatores associados as
doencas respiratérias e verificaram que aglomeragdo apareceu como um
importante fator de risco para infec¢des respiratérias (PRIETSCH et al., 2008).
Estudo realizado verificou que alto indice de pessoas por coOmodo na residéncia
e alto indice de pessoas por quarto, estiveram associados com doeng¢a aguda
das vias aéreas inferiores na analise bruta. O indice pessoa por quarto mostrou
reducdo do efeito quando ajustado pelos fatores socioecondémicos, idade
materna e demais variaveis ambientais, mas permaneceu significativamente
associado (SOUSA, 2012). Tais resultados indicam que a aglomeragao tem
muito de seu efeito confundido por aqueles fatores, no entanto exerce algum
efeito independente, como fator de risco para doengas respiratérias agudas,
em especial quanto ao numero de pessoas que compartiiham o quarto de
dormir com as criangas.

Estudos demonstram que o ensaio de PCR em tempo real tem sido a
principal meio de detecgdo molecular para investigagdo etiolégica de IRA
(HAMMITT et al., 2011; FRANCO et al; 2012).

A diversidade de sorotipos do HRV, ainda, tem sido a principal
dificuldade para padronizacido de ensaios de PCR em tempo real. Pois, a
variedade de sorotipos do HRV dificulta a escolha de oligonucleotideos e sonda
que anelem com eficiéncia e que permitam a deteccdo de todos os sorotipos
virais. Porém, ao longo do desenvolvimento das técnicas moleculares tem-se
permitido a identificacdo do HRV por meio de PCR em tempo real utilizando
sistemas e oligonucleotideos que possibilitam a identificacdo e caracterizacao
das espécies do HRV (DAGHER et al., 2004). Estudo realizado para verificar a
predominancia e diversidade genética do HRV em criangas no Panama utilizou
a técnica de PCR em tempo real que permitiu a identificacao viral e
caracterizagdo por meio do sequenciamento (FRANCO et al., 2012). No
presente estudo foram analisados e selecionados os oligonucleotideos com

capacidade de detectar as espécies do HRV (Figura 6, 7 € 8).
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Estudo realizado no Japao demonstrou positividade para o virus HRV de
18,4% do total de 501 amostras analisadas (ARAKWA et al.,, 2012). Dois
estudos realizados em Milao, Italia, demonstraram a presencga significativa do
HRV como segundo principal agente infeccioso. No primeiro estudo, do total de
592 amostras, 435 foram positivos para diferentes virus respiratorios, dentre
estes positivos 144 (24,3%) foram HRV (ESPOSITO et al., 2012). O segundo
estudo foi realizado em uma populacéo infantil de 643 criangas, e observou-se
deteccao viral para diferentes virus respiratérios em 469 (72,9%) amostras, do
total de positivos 198 (42,2%) foram HRV (DALENO et al., 2013). Em pesquisa
realizada em Fortaleza, Brasil, o HRV foi detectado em 18,9% (77/407) da
populacado (BEZERRA et al., 2011). Estudo descritivo desenvolvido em Vitdria,
Sudeste do Brasil, com 162 amostras bioldgicas obtidas ao longo de dois anos
o HRV foi segundo agente viral mais prevalente com 8,6% (14), sendo mais de
50% das amostras de HRV positivos identificados em criangas menores de dois
anos de idade (JUNIOR et al., 2014). A presenca do HRV neste estudo foi de
26,3% (80/304). Esta taxa de deteccdo é concordante com estudos anteriores
em paises desenvolvidos e no Brasil.

O HRV tem sido identificado em varios estudos voltados para
identificagcdes etioldgicas em infeccbes respiratérias superiores, fato que o
caracteriza como um frequente patégeno dessa morbidade em populagcado
infantil e costumam ser recorrentes em lactentes e criangcas até 5 anos de
(KIENINGER et al., 2012). Em pesquisa realizada na Europa com criancas da
faixa etaria de 1 més a 14 anos que manifestavam algum sinal e/ou sintomas
de infeccdo do trato respiratério inferior detectou o HRV com maior frequencia
em criangas com idade menor que 1 ano (31,1%) (DALENO et al., 2013). No
presente estudo o perfil de maior frequencia do virus foi durante os dois
primeiros anos de idade, ndo divergindo da literatura.

Apesar da presenca dos sintomas tanto no grupo positivo quanto no
grupo negativo, estudos mostram os sintomas mais importantes no caso de
infecgdes por HRV sdo: tosse, coriza, secrecdo pulmonar, obstrucido nasal,
sibilos (chiados no peito), dispneia e febre Os sintomas observados com
positividade para HRV evidenciaram frequencia acima de 60%.

Estudo realizado por Miller e colaboradores (2014) relata que o HRV

causa a doenga clinica mais significativa em criangas mais velhas com alto
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risco de atopia com histdrico prévio de sibilancia. No presente estudo 75% das
criangas apresentaram episoédio de sibilancia fato que pode criar condigdes
para possiveis casos de atopia. No sudeste do Brasil estudo realizado
observou que o grupo sintomatico positivo para HRV manifestaram sintomas
como coriza (100%), tosse (77,8%) e febre (22%) (CAMARGO et al., 2012). Os
dados da literatura corroboram com o observado no presente estudo, ja que
guando analisado a presenca do virus relacionado aos sintomas apresentados
verificou frequencia de sintomas semelhantes ao de outros estudos. No
entanto, quando realizado testes estatisticos (dados ndo mostrados) para
comparagao do grupo positivo com o grupo negativo para HRV, no que se
refere a manifestacdo dos sintomas, ndo se constatou diferengca estatistica
entre os sintomas apresentados pelas criancas infectadas e nao infectados
com HRV. Porém, otalgia (dor de ouvido) foi mais frequente nos individuos
positivos para HRV, isso pode esta relacionado a resposta imunolégica do
organismo frente a infeccdo por HRV que possibilitam a colonizagdo de
bactérias patogénicas (SAVOLAINEN-KOPRA et al., 2009; MAROM; NOKSO-
KOIVISTO; CHONMAITREE, 2013). No entanto, € importante considerar que
os sintomas presentes, tantos nos individuos infectados quanto nao infectado,
sao inespecificos em quadro de infecgbes respiratérias, ndo permitindo afirmar
qual patégeno esta presente apenas relacionando a clinica.

Sabe-se que o tempo e o clima e os fatores ambientais podem
influenciar no perfil e na ocorréncia de doencas do aparelho respiratério,
aumentando tanto a demanda de consultas ambulatoriais quanto as
internagbes nos meses de chuva, principalmente em criangas (BOTELHO et
al., 2003).

Estudo realizado em Istambul, Turquia, a detecgdo de HRV surgiu de
forma endémica em todo o ano, diminuindo nos meses entre dezembro e maio,
marcado por um clima umido subtropical (BICER et al., 2013). Pesquisa
realizada em Milao, Italia, durante cinco anos consecutivos a deteccao ocorreu
no periodo do inverno e primavera (DALENO et al., 2013). Na Africa, pesquisa
desenvolvida revelou a detec¢cdo do HRV ao longo dos dois anos de estudo
sem variabilidade sazonal (PRETORIUS et al., 2012).

Em Sao José do Rio Preto (BONFIM et al., 2011) observou-se que, no

verao, o numero de infecgdes respiratérias diminuiu corroborando com outro

46



estudo realizado no estado de Sao Paulo que foram detectados principalmente
durante os meses mais frios (VIEIRA et al.,, 2001). Os dados da literatura
reforcam a presenga do HRYV distribuido de forma sazonal durante o periodo de
365 dias em diferentes partes do mundo, podendo apresentar picos ou nao,
dependendo das condi¢bes climaticas, ou ainda predisposicdo da populacdo
mais atingida. No presente estudo o HRV ficou distribuido com maior
frequencia nos meses dezembro, fevereiro, margo, julho e novembro,
respectivamente. Sendo mais frequentes no periodo da chuva.

Pesquisa realizada em Rondénia no HICD relatou que as doengas do
aparelho respiratério nos anos 2007, 2008 e 2010, aparecem com maior
freqUéncia especialmente no periodo de seca, periodo em que a estiagem das
chuvas torna-se evidente e se inicia o processo de queimadas na regidao. Em
funcdo da grande area de contato entre a superficie do sistema respiratorio e o
meio ambiente, a qualidade do ar influencia diretamente na saude respiratoria.
Além disso, uma quantidade significante dos poluentes inalados,
principalmente em periodos de seca, atinge a circulacio sistémica através dos
pulmbes e pode causar efeitos deletérios em diversos 6rgdos e sistemas
(BARROS, 2011; ARBEX et al., 2012).

No ano de 2009, se observou o aumento do numero de internagdes no
periodo de chuva quando comparados aos periodos de seca. Nota-se ainda, o
aumento das taxas de internac&o por pneumonia no periodo seco em todos os
anos estudados no HICD. A frequéncia mensal dos focos de calor para o
municipio de Porto Velho, os anos de 2007 e 2010 foram os anos com maior
numero de queimadas quando comparados aos quatro anos estudados
(BARROS, 2011).

Embora a pneumonia seja a causa mais importante de morte na infancia,
as otites médias agudas também causam um grande encargo para saude
global. De modo geral, 80% das criangas de até 3 anos de idade ja sofreram
pelo menos um episédio de otite média aguda. O conhecimento e
entendimento sobre a interagao viral-bacteriana na otite média tém implicacdes
clinicas sobre gestado desse tipo infecgdo. De modo geral pacientes com leve a
moderada otite média aguda recuperam espontaneamente sem antibiético
(BOSCH et al., 2013).
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Kloepfer e colaboradores (2014) analisaram se a detecgéo viral
aumentou a probabilidade de deteccdo de bactérias, ou vice-versa e
observaram que o HRV aumentou as condicdes para colonizagcdo bacteriana
na mesma amostra (OR, [95% CI, 1,4-2,7] 2,0; P <0,0001) e para a detecgao
de bactérias na semana seguinte. Em contraste, a deteccdo de bactérias ndo
aumentou a chance de detecgao viral a seguinte semana. A infecgdo por HRV
foi associada com uma maior probabilidade de deteccao de bactérias nas
amostras nasais e também um aumento da colonizagdo das bactérias
Streptotococcus pneumoniae e Moraxella catarrhalis. No presente estudo
houve 14 casos de duplas infec¢des entre HRV + Streptococcus pneumoniae,
porém nao foi observada significancia estatistica.

Algumas co-infecgbes foram observadas no presente estudo.
Considerando-se que poucos estudos analisaram co-infeccbes de virus
respiratorios € nenhum estudo relatou suas associagdes in vitro ou in vivo,
portanto o perfil de co-infecgbes entre virus ainda permanece incerto
(BRUNSTEIN et al., 2008; GREER et al., 2009; KAIDA et al., 2014). Kaida e
colaboradores observaram duas duplas infecgcoes entre Adenovirus e HRV em

estudo realizado com criangas menores de 6 anos de idade.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados podemos concluir que:

O Rinovirus humano foi encontrado em consideravel frequencia na
populagdo amostral analisada, reforgando sua importancia como agente
etioldgico nas IRA.

O virus apresentou frequencia climatolégica durante todo ano, apesar
das analises estatisticas nédo apresentarem diferengas significantes a
positividade do HRV esteve mais frequentes nos meses de chuva.

Apesar de nao podermos afirmar a gravidade da doenga quando
correlacionado a presenga do HRYV foi possivel verificar que os sintomas como
tosse, coriza, secregcao pulmonar, obstrugcao nasal, sibilos, dispneia e febre
tiveram maior frequencia nos casos positivos do que nos casos negativos para
HRV.

A bactéria Streptococcus pneumoniae, entre os patdégenos co-infectados

com HRYV foi mais frequente.
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ANEXOS

Anexo |

COoOVILEN ot -
RONDONIA
O ESTADO DA COOPERACAO

CENTRO DE PESQUISA EM MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 39/CEP/CEPEM Porto Velho, 22 de Agosto de 2011.

Sra. Pesquisadora
Dra. Deusilene Souza Vieira

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM

Assunto: “Encaminhamento de Parecer”

Encaminhamos em anexo, o parecer do Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Pesquisa em Medicina Tropical, referente ao protocolo de pesquisa: “Perfil
Epidemiolégico e Molecular das infec¢des agudas respiratérias em populagio
infantil na regido metropolitana de Porto Velho-RO”, Folha de Rosto SISNEP n°
418748, Certificado de Apresentagio para Apreciagio FEtica (CAAE) n°
0007.0.046.000-11.

Colocamo-nos a disposi¢do para qualquer esclarecimento.

Atenciosamente, Q_\D ‘:S “\

d 7 2

Dra. Carla Freire Celedoni’o Fernandes
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical -CEPEM

EM
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos- CEP f““,’ ‘Q%

Aprovado pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP & e
Av. Guaporé, 215 - Lagoa Telefone: 3219-6012 / 3216-5442 WE @
Porto Velho — RO % v

Oy nvs3®
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Centro de Pesquisa em Medicina Tropical
Comité de Etica em Pesquisa

REF.: Parecer 17/11 CEP/CEPEM Porto Velho, 31 de Agosto de 2011.
CAAE: 0007.0.046.000-11

limo. Dra. Deusilene Souza Vieira
Instituicdo: CEPEM/IPEPATRO

Sra. Pesquisadora, em sua Sexta reunido realizada no dia 18 de Agosto de 2011, a
Comissdo de Etica do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM, atendendo sua
solicitagéo, analisou o projeto sob sua responsabilidade intitulado: “Perfil epidemiologico e
molecular das infeccoes agudas respiratérias em populagado infantil na regiao
metropolitana de Porto Velho-RO”. Informo que, apds andlise e discussdo a Comissdo de
Etica considerou APROVADO, o citado projeto.

De acordo com o item VI1.13.d, da resolugdo CNS n° 196/96, V.S2. deve encaminhar a

nossa secretaria relatorios parcial e final do referido projeto enquanto durar a pesquisa.

Atenciosamente,

Dra. Carla gre%e %eledonio Fernandes

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — CEP/CEPEM

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical -CEPEM
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP

Aprovado pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP T LEFE g
Av Guaporé, 215 - Lagoa Telefone: 3219-6012 / 32165442 % v - £
0y nys

Porto Velho — RO
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Anexo Il

DATA do preenchimento deste questionario: rl | ' \ ‘

1]

Cadigo do Paciente
e e, Y

FICHA DE INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA

Ve

OBJETIVO: f it s
Estudo etioldégico e epidemiolégico de infecgdes respiratérias e
diarreicas em populagdo infantil no municipio de Porto Velho -
Ronddnia.
sl DADOS DA CRIANGA ‘ i
Nome completo da crianga : Data de nascimento: Idade (anos): Sexo: 1-M; 2-F

[ g ]
1

Etnia: [ ] 1-branca, 2-parda, 3-negra, 4-indio, 5-amarela, 6-outros
Naturalidade da(cidade): Nacionalidade (pais). Telefone residencial:
UF
Tempo de residéncia em RO (anos): | Tempo de residéncia no municipio (anos). | Ultima procedéncia: cidade UF  (meses)
Endereco da crianga (Rua/Av, nimero, bairro, cidade, UF).
Onde a crianga passa a maior parte do tempo ? () Prépria Casa ( )Cheche ( )Escola
Na ttima semana que antecedeu ao IRA onde a crianga passou a maior parte do tempo ?

)Propria Casa () Cheche ( )Escola { ) Oufra casa com oulras criangas () viagem

| Quantas pessoas moram com a crianga ( EM NiMeros)? { ) cianas () Adulios
Shedolm. TR DADOS DA MAE OU RESPONSAVEL
Nome completo da mae ou responsavel:

RG da mée ou responsavel: [ ]SSP [ | Telefone celular:
Instrugio (1, 2%, 3*grau):[ ] | Renda familiar [R$] i [ Ocupagio priqci_pal: )
: e T __DADOS DA MORADIA TR .
PAREDES { lalvenaria [ ]bamo [ ] madeira [ Jlona []
CHAO [ ]ceramica [ ]madeira [ ]cimento [ [tera
FORRO [ ]sim [ ]néo
CASA COMODOS  Quantidade:
TELA [ ]sim 1 ]ndo
BANHEIRO [ ]fora [ ] dentro | Jmato [ ]rio/igarapé
FOSSA | ]fossaséptica [ ]fossa negra
A casa possui Quantas
Quantos. G premces ventilagdo janelas ?
compartimentes tem dormen em casa rormal ? | ]Sim
acasa? com a crianga ? i E ] Néo
Qual tipo de aparelho  utilizado para ventilar o dormitério 7 [ Ventilador [ 1Ar condicionado [ ] Nao utiliza
. [ ]pogo [ rio/ igarapé [ ]mina [ Jchwa [ ] mineral / comprada
AGUA para [ |fitada [ Jcloraca [ ]fenvida [ |9/ batamento
consumo
Armazenada em:
; [ ]pogo [ ]rio/ igarapé [ ]mina [ ]Jchwa [ ] mineral / comprada
ARRpnbY i |  clorada | |fenida [ |9 ratamento
ANIMAIS [ ]cko [ ]gato [ |galinha [ Ipato [ Iparco [ ]gdo
[ Jcameiro [ ]macaco [ Jouto (especificar):
Outras informagdes pertinentes:
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A [ ]1s Aciengafei [ |tem
bg teve [RA no ficau [ ]14m 9 2k
uimomés 7 [z menada? [ ] 2eso e i}

Tosse ] 1-5im  Zondo Dordeownde | | 14im 2ndn
: : ey
Seanianpatﬁ'n"ﬂm Conza 11 1sm 2nda Chisdono Peitn | | -st.mlirﬁn
quais foram os Pusia cheo [l 1em Zndo Falta da ar [ ] 15im Zndo
principais sintomas 7 Fetee [l fsim Jndo Respiracdo dificd | | 1-sim Zndo
Obstrucan nasal ¥i 1sm Zinda Proidocedar | ] 1-sim 2ndo
hsma| |  Rinite i
famiiares [ ] Tubsrculoss | | Fumopassio [ | 1sm 2a8
Tosse [ 1gim 2l Doddzowide [ | 1sim 2do
Principals sinlomas :: [] 1sim ;m ::amnam [] tsim zm
L] " 1 "
atums chetn [ 'Hfm -l 8 da ar I -s.:n Xt
Febve [l tsim a8 Respiraclo dfcl | | 1sm 2n30
Obstrugdo nasal [ 1$m 2l Purdoocular [ | laim Zndo
A quanto tempo iniciou
o3 sintomas 7
A crianga tOMOU em H’;ﬂ;
casa algum Ol
medicamento 7
Acrianga @std Hmo
tomando siqui Ol
medicamento 7 = it
Acrianga foi [Ttam
amamentada 7 | ] 2rda
A crianca mama Litem
no
peito 7 [ |28
Se jafoi desmamada,
Idade de desmame 7 — S _ano
bakki Normal [ | f.sim 230
wmﬁm"c;”d Cesariana[ | 1sm Zndo
Exame
Pesa Kg
antropomeétrico
dinls Mwa_ . Cm
Qutras informagbes pernentes;
Climaahai?  )Chwvoso ( )Ensolarado () Nublado | ) Seco
Este questionirio fol respondido pelo(a] [Tl T-participante 2-mie 3-outra responsivel
Mome ¢ assinatura da entrevistador Vigto da Supervisdo
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Anexo Il

r--v - § Y | 9

WEFEDE

CENTRO DE PESQUISAS
EM MEDICINA TROPICAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

VOCE ESTA SENDO CONVIDADO (A) COMO VOLUNTARIO (A) A PARTICIPAR
DA PESQUISA:

PERFIL EPIDEMIOLOGICO DAS INFECCOES AGUDAS RESPIRATORIAS EM
POPULAGCAO INFANTIL NA REGIAO METROPOLITANA DE PORTO VELHO — RO
A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS:

Este projeto visa determinar a prevaléncia e conhecer o perfil etiolégico das infecgdes
agudas respiratdrias, sendo o isolamento do patégeno envolvido o fator crucial
relacionados as decisGes terapéuticas e profilaticas. Este estudo sera util para a
estruturagdo dos diferentes niveis de atendimento de satide para os periodos de pico
destas infecgdes. Os métodos utilizados neste estudo para identificagdo desses patdgeno,
seja viral efou bacteriano poderd contribuir para redug¢fio do ntimero e do periodo de
hospitalizagdes, na racionalizag@o do uso de antibidticos e, finalmente, na indicacdo de
uma terapia antiviral para casos especificos. Temos como objetivo determinar através
do estudo transversal a prevaléncia das doengas respiratérias Infantis na regido de Porto
Velho-RO e caracterizar os agentes etioldgicos virais e/ou bacterianas responsaveis por
estas infecgdes. Os procedimentos de coleta de material e dados serdo da seguinte
forma: Quando o responsavel pelo voluntario sadio aceitar a participar da pesquisa, este
recebera o TCLE, e as explicagBes sobre a pesquisa. A seguir sera coletado cerca de
S0ulL de secrecdo nasofaringea (SNF) pelo médico responsavel pela consulta por swab.
DESCONFORTOS, RICOS E BENEFICIOS:

Existe um leve desconforto, no momento da coleta da secre¢do nasal justificado para

que se possa realizar o procedimento de isolamento viral.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E
GARANTIA DE SIGILO:

Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé € livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacéo a
qualguer momento. A sua participacio € voluntdria e a recusa em participar ndo ira

acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.
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