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Saber viver

Ndo sei... Se a vida é curta
Ou longa demais pra nés,
Mas sei que nada do que vivemos

Tem sentido, se ndo tocamos o coracdo das pessoas.

Muitas vezes basta ser:
Colo que acolhe,
Brago que envolve,
Palavra que conforta,
Siléncio que respeita,
Alegria que contagia,
Ldgrima que corre,
Olhar que acaricia,
Desejo que sacia,

Amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo,
% o0 que dd sentido a vida.
% o0 que faz com que ela
ANdo seja nem curta,
Nem longa demais,
Mas que seja intensa,

Verdadeira, pura... Enquanto durar

Cora Coralina

\ . /[
As minkhas Familias...

Caccia, Caccia Leal, Leal e a da Virologia
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RESUMO

Resumo

O Bocavirus Humano (HBoV) € um parvovirus recentemente descoberto em
isolados de secregdes respiratérias humanas. Pesquisado em todo o mundo, sua
deteccao é muito variavel de 1,3% a 19%. Ha poucos estudos no Hemisfério Sul,
particularmente no Brasil, sendo que a maioria relata maior incidéncia em criangas.
Assim, investigamos criancas e adultos com infeccao respiratoria aguda e diferentes
grupos de risco para doencgas respiratdérias em amostras de swabs, lavados e aspirados
nasofaringeos coletados de pacientes com sintomas de infeccdo aguda do trato
respiratorio. Quinhentos e trinta e quatro amostras provenientes de sete diferentes
grupos de risco, entre 2001 e 2008 foram investigadas para presenca de DNA HBoV
através da amostra de PCR de acordo com o protocolo de Allander, et al. 2005. Em
geral, 3% das criangcas (8/264) e 0,4% dos adultos (1/270) foram positivos: 2,4%
(3/127) das criancas da creche 4,8% (5/103) das criancas com cardiopatia congénita,
0,9% adultos transplantados de medula 6ssea (1/112), mas nenhum dos profissionais
de saude (83), adultos transplantados renais (31) e pacientes do pronto atendimento
(44 adultos e 34 criangas). Trés criangas da cardiopatia congénita apresentaram
infeccao leve, e 4 dos 7 pacientes co-infectados com Rinovirus apresentaram dispnéia
e chiado. Os sintomas mais comumente observados foram coriza, tosse, febre que
foram observados geralmente em mais de 50% dos casos positivos para HBoV. Estes
dados sugerem que a infec¢do por HBoV em adultos mesmo em imunodeprimidos nao
€ relevante e a elevada taxa de co-infeccdo observada em criancas aponta a
necessidade de melhor avaliagdo do papel do HBoV na patogénese entre pacientes
co-infectados.
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ABSTRACT

Abstract

The Human Bocavirus (HBoV) is a recently discovered parvovirus isolate from
human respiratory secretions. Published reports pointed to detection rates from 1.3% to
19%. Limited data is available from Southern hemisphere circulation and, particularly in
Brazil, there are some reports with a high incidence in children. We investigated
samples from children and adults and other risk groups for respiratory diseases with
acute respiratory infection. Five hundred thirty four samples collected from seven
different risk groups between 2001 and 2008 were investigated for DNA HBoV by in
house PCR adapted from Allander (2005). In general, 3% of children (8/264) and 0.4%
of adults (1/270) were HBOV positive: 2.4% (3/127) of children from day care, 4.8%
(5/108) of children with congenital heart disease, 0.9% of adult bone marrow transplant
(1/112), but none of the health care workers (83), adult renal transplantation patients
(31) and community patients in the emergency department (44 adults and 34 children).
Commonly observed symptoms were runny nose, cough and fever which were usually
observed in more than 50% of cases positive for HBoV. The three children with heart
disease had mild infection but four co-infected patients with Rhinovirus had dyspnea
and wheezing. These data suggest that HBoV infection among adults, including
immunocompromised patients is not relevant. Children co-infection is highly observed
and this fact highlights the need for better assessment of the HBoV role in the
pathogenesis of symptomatic patients.
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INTRODUCAO

1. Introducao

As infeccbes do trato respiratério superior (ITRS) de etiologia viral estao entre as
infeccbes mais comuns em criancas e adultos, ocorrendo cerca de 3—8 vezes por ano
em lactentes e criancas. Estudos realizados nos Estados Unidos relatam ocorréncia de
2-4 episodios de infeccao respiratéria em cada adulto ao ano. De acordo com o Centro
de Controle e Prevencao de Doencas (CDC), dentre as 4 milhdes de criancas nascidas
nos Estados Unidos em 2003 estima-se que ocorreram de 12-13 milhdes de episodios
de ITRS entre criancas de 1 e 2 anos. "

Os quadros de ITRS geralmente cursam como doencga auto-limitada, mas podem
resultar em complicagdes, como otite média aguda, bronquite pds-viral e pneumonia,
ou até exacerbar condi¢des pré-existentes, com a exacerbacédo da asma e da doencga
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC).® Essas complicagdes ocorrem principalmente
nas pessoas consideradas como grupos de risco: individuos menores de 5 anos e
maiores de 60 anos, gestantes, pacientes cardiopatas e com doencas pulmonares
cronicas, portadores de insuficiéncia renal, disturbios metabdlicos e hemoglobinopatias
sdo mais susceptiveis, além do transplantado que pode perder o enxerto e/ou
morrer.®4

Além do impacto clinico, ja relatado, ha importante perda econémica associada
as doengas respiratérias virais. Em criangas, associam-se os custos dos exames
radiolégicos e laboratoriais em um servigo publico de saude, ou também sua auséncia
na escola, que prejudica o seu desenvolvimento educacional, e o absenteismo no

trabalho dos pais para cuidar da mesma.® Durante a pandemia de Influenza HIN1 em
12



2009 um estudo realizado pelo CDC (2010) demonstrou taxa de absenteismo entre
escolares do Havai em torno de 10% antes da confirmacédo do primeiro caso e se
elevou para 35% durante as duas semanas apds a notificacdo da doenca."

Os sintomas clinicos da maioria das viroses respiratérias sdo muito
semelhantes, tornando dificil sua investigacao etiologica sem um método laboratorial
eficiente. Atualmente, a investigagéo laboratorial de infec¢des respiratérias agudas com
deteccéo viral identifica um agente etiolégico em torno de 60% dos casos.®?

Essa parcela de pacientes sintomaticos sem etiologia definida € o fator
determinante para uma continua procura por novos patéogenos. Nesse sentido,
pesquisadores da Suécia, através de técnicas modernas de biologia molecular,
descreveram 7 (3,1%) casos de criancas hospitalizadas sem etiologia conhecida
previamente com sequéncias de DNA semelhantes ao virus que néao infectavam a
espécie humana e o denominaram Bocavirus Humano.'”

O Bocavirus humano (HBoV) é um virus da familia Parvoviridae, subfamilia
Parvovirinae e género Bocavirus.""” A familia Parvoviridae é composta por duas sub-
familias: a Densovirinae que possui virus que infectam invertebrados e a Parvovirinae
que infecta vertebrados. Esta ultima sub-familia é dividida em 5 géneros, denominados
Parvovirus, Eritrovirus, Dependovirus, Amdovirus e Bocavirus.!""

O género Bocavirus é formado por virus com genomas de aproximadamente 5
Kilobases (Kb), que possuem uma terceira regiao promotora em seu genoma. Esse
género € composto por apenas trés espécies, o virus do Minuto Canino (CnMV), o
Parvovirus Bovino (BPV) e o Bocavirus humano (HBoV), alvo desse estudo. O HBoV
tem seu nome originario dos outros dois constituintes do mesmo género, o Parvovirus

bovino (BPV) e o virus do minuto canino (CnMV).""  Este dltimo foi relatado pela

primeira vez em 1967 em amostras de fezes de caes e inicialmente pensava-se nao
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causar infeccdo, conforme descrito por Binn' em 1970, citado por Harrison, 1992.('2 O
CnMV e o BPV provocam doencgas no trato gastrointestinal e respiratério, além de
serem responsaveis por problemas reprodutivos; afetam principalmente animais muito
jovens, de 1 a 5 semanas de vida.''”® Os sinais mais comuns sdo diarréia grave,
vomitos, dispnéia, problemas embrionarios no feto e aborto.'? Posteriormente, estudos
revelaram que estes sintomas muitas vezes eram associados a co-infeccdo com outros
virus.!"” O Dependovirus, que é associado ao Adenovirus (HAdV) ndo é patogénico e
por isso, pouco estudado e o Erythrovirus causa doenga em humanos e tem suas
caracteristicas conhecidas. Recentemente descoberto, o Parvovirus humano 4, possui
poucos estudos sobre ele. ('?

O HBoV é um virus composto de fita simples de DNA, nao envelopado,
icosaédrico, podendo ser de polaridade negativa ou positiva. O genoma completo tem
aproximadamente 5Kb, com seqliéncias palindromicas e apresenta em suas
extremidades estruturas que formam “hairpins”, relevantes para a replicagao viral, pois
possibilita a extremidade 3’-OH livre, necessaria para a ligagdo da DNA polimerase
celular, o inicio da replicagdo.® Nesse momento o “hairpin” formado na extremidade
direita é clivado por uma endonuclease viral, muito provavelmente NS1, o que fornece
um novo sitio 3-OH livre na fita filha para se iniciar uma nova fita, ocorrendo neste
momento a reformacédo das estruturas em “hairpin” nessa extremidade do genoma.
Com o avango da DNA polimerase, a fita original se abre e se alonga, servindo
novamente como molde para outra fita filha até que a enzima alcance a estrutura em
“hairpin” da regido 3’; Os produtos dessa clivagem serdo o molde para reinicio da

replicacdo ou sdo encapsidados para a formagdo de novos virus."'¥ Seu genoma

" Binn LN, Lazar EC, Eddy GA, et al.: 1970, Recovery and characterization of a minute virus of canines.
Infect Immunity 1:503-508. apud Lenn R. Harrison, Eloise L. Styer, Alfred R. Pursell, Leland E.

14



possuem duas ORFs que codificam proteinas nao-estruturais (NS1 e NP1), e uma ORF
intermediaria que codifica duas proteinas do capsideo (VP1 e VP2), conforme
visualizado na figura 1, ele funciona como iniciador da replicagéo viral.""?.

A regidao do genoma que possui maior similaridade entre os Bocavirus é a NP1,
sugerindo ser uma regidao bem conservada, apesar do desconhecimento da sua fungao.
19 Até o momento, dois gendtipos foram descritos dentro da espécie Bocavirus
Humano: Stockholm 1 (ST1) e Stockholm 2 (ST2)"%'") apesar de ainda ndo ser
classificado com novas espécies pelo Comité Internacional de Taxonomia e

Classificagao dos Virus.

Figura 1. Mapa gendmico do HBoV.("%

A
HBoV ST1: 5217 bp
NS1 i VP1VP2
[ = [ =
I 1 1 1 1 1
1} 1 2 3 4 5 kb
B

Até o momento nao ha conhecimento de como as proteinas estruturais formam o
capsideo viral e a estrutura do HBoV. Apenas sabe-se que o capsideo é composto por
proteinas estruturais (VP1 e VP2) que formam um capsideo icosahédrico com 18 a
26nm de diametro. A proteina VP1 possui peso molecular de 80.000 a 86.000Da,
enquanto que VP2 possuem peso molecular de 60.000 a 75.000Da. Além das
proteinas do capsideo, o genoma de HBoV codifica duas proteinas ndo estruturais a
NS1 e NP1 de 75.000 e 28.000Da, respectivamente, mas sem funcdes conhecidas

para HBoV."? Mas acredita-se que a NS1 seja importante para a replicacdo do virus,

Carmichael, Jerome C. Nietfeld. Fatal disease in nursing puppies associated with minute virus of canine.
J Vet Diagn Invest.1992;.4: 19-22
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pois em outros Parvovirus ele esta envolvido na ligacado e hidrolise de nucleotideo

(" & a NP1 acredita-se que sua funcido seja na

trifosfato e com atividade de helicase
replicacdo viral e na montagem dos virions.""” O ciclo replicativo do HBoV ainda é
desconhecido, por isso faz-se uma comparagao com outros virus da mesma familia: os
Parvovirus se ligam a um ou mais receptores presentes na membrana da célula
hospedeira e esta ligagdo pode ocorrer por diferentes receptores (dependendo do
virus) .19
Todos os Parvovirus precisam alcancar o nucleo e esperar que a célula
hospedeira entre em fase S do ciclo celular para duplicar seu DNA. ® Por isso, os
membros dessa familia se replicam mais eficientemente em células que possuam um
alto “turnover’ replicativo, como células dos epitélios digestivo e respiratério e células
precursoras na medula éssea. Muitas proteinas envolvidas na replicacdo do DNA
celular também participam na replicagdo do genoma viral. '® Quando o virus chega ao
nticleo, o genoma viral, constituido de DNA de fita simples é liberado. '>'®

Em todo o mundo, os estudos realizados apontam para taxas de detecgdo do
HBoV bem variaveis, como mostra figura 2, como extremos temos o trabalho de Miron
et al., que detectou 0,6% de HBoV e a maior positividade foi descrita por Allander
et.al., que descreveu esse virus em 19% sendo ambos estudos realizados em criangas

17,18

com infeccdo respiratéria aguda.'”'® Os sintomas relacionados sdo os de uma gripe

comum, podendo evoluir para pneumonia e até ébito. %20

A maioria dos estudos que investigaram esse virus em imunossuprimidos

21,22

pesquisou em pacientes hospitalizados.®'?? Um estudo com criangas com leucemia

apresentando febre e chiado detectou durante seis meses episédios recorrentes de

febre associados & presenca do HBoV, sugerindo reativacéo do virus.®®
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As criancas hospitalizadas com infec¢ao no trato respiratério inferior sdo as que

).17:2428) Por outro

apresentam as maiores taxas de deteccao do HBoV (acima de 14%
lado, estudo com criangas da comunidade, revelou menor freqiéncia quando
comparada com criancas hospitalizadas.®®

Os poucos estudos que investigam o virus na populacdo adulta tém
demonstrado frequiéncia baixa, com excecao dos adultos que apresentam alguma co-
morbidade ou sdo hospitalizados e essa freqliéncia pode variar de 0,7% ©¥ a 1,4%.4"

Um estudo realizado no Canada, Logtin et al., detectou uma grande diferenca de
positividade comparando criangcas hospitalizadas e adultos com bronquiolite ou
pneumonia, nesse estudo as coletas foram realizadas no periodo de inverno, obtendo
uma positividade de 13,8% e 0,8% respectivamente.®?

Figura 2. Representacdo geografica de alguns estudos epidemiologicos em

criancas e adultos no mundo, associado a representacao grafica da deteccao do HBoV.
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Como visualizado na figura 2, na América do Norte existem estudos com
criangas com uma freqiéncia de 1%.%% a 13%.%? de deteccdo do HBoV e em adultos
sua freqiiéncia é menor de 1%.%" Na América do Sul a freqiiéncia do HBoV também
variou de 0.7%¥ a 13%®% entre estudos realizados com criancas e quando incluido
adultos a deteccéo foi de 1%.% Na Europa, onde se realizam a maioria dos estudos, a
frequéncia do HBoV variou de 1%.'® a 19%. ©® Nos paises asiaticos existem muitos
estudos com criancas, apresentando uma positividade de 2%°” até 13%.%® No
Continente Africano, um dos poucos estudos relatam a presenca do virus em 5% das
criangas com chiado.®®  Na Australia, um estudo coordenado por Sloots et al.

detectaram 5% do HBoV em criangas hospitalizadas. “°
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Figura 3. Representagdo geografica dos estudos epidemiolégicos em criangas e

adultos no Brasil, associado a representacdo grafica da deteccdo do HBoV.
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No Brasil alguns estudos realizados estao distribuidos no mapa da figura 3 e
detalhados na tabela 1. Albuquerque et al. descreveu dois estudos de deteccao de
HBoV: um trata dos sintomas de infecgdo associado ao HBoV em virus respiratérios
causando principalmente febre, coriza, tosse, chiado e pneumonia com positividade de
9,2%.“" No outro estudo pesquisaram 705 amostras fecais de criangcas com
gastroenterite, onde o HBoV-DNA era presente em 2%, dentre eles haviam pacientes
com co-infecgdo por Rotavius, Adenovirus e Norovirus.“? Dois estudos realizados em
Belém do Para, pesquisou o virus em criangas, Souza et al. pesquisaram em criangas
hospitalizadas e detectaram 6% do virus e descreveu 2 casos de co-infec¢do tendo

como principais sintomas: obstrucdo nasal, coriza, tosse, febre e dispnéia “® e em
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estudo recente Silva et al. detectou 0.7% do patégeno em criangcas menores de dois
anos.®® Em Ribeirdo Preto, interior de Sd0 Paulo, um estudo com criangas menores de
5 anos de idade e hospitalizadas, obteve 10,5% de positividade através da técnica de

PCR e, dentre elas, 81% apresentaram co-infecgdo.®”

e em outro estudo,Modena et
al. procuraram o patégeno em 1338 amostras, sendo em sua maioria criangas menores
de 5 anos, encontraram 4,8% do virus e 1% em pacientes maiores de 5 anos foram
positivos para HBoV.®® Em recente trabalho brasileiro relatando Bocavirus, Pilger et al.

encontraram 13,2% do virus, através da técnica de PCR em Tempo Real, em criangas

menores de dois anos e sua maior prevaléncia ocorreu em julho.®*
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Tabelal1. Detalhamento dos estudos em trato respiratorio, conduzidos no Brasil, da figura 2.

Autor/ano Local Populacao Técnica | HBoV coinfeccao¢ Sintomas Sazonalidade
Silva/2010 Belém Criangas PCR ‘“in | 0.76% | RSV Tosse, coriza, Tempo com
house” tosse, menos chuvas
obstrucao nasal
Souza/2009 Salvador Criangas PCR ‘“in | 6,1% RSV e Obstrugao Inverno
Hospitalizadas house” enterovirus, nasal, coriza,
HRV tosse, febre e
dispnéia
Albuquerque/2009 | Rio de Criangas PCR ‘in | 9,2% RSV, HMPV, Febre, coriza, -
Janeiro house” HCoV-HRUT, tosse, nariz
HCoV-NL63, tapado, chiado,
HCoV-0OC43; bronquiolite e
HAdV, FluA, pneumonia
HRV
Gagliardi/ 2009 Ribeirao Criangas PCR “in | 10% RSV, HMPV, Chiado, asma, QOutono
Preto Hospitalizadas house” HCoV, HAdV, | bronquiolite e
HPIV, HRV pneumonia
Modena/2009 Ribeirao Criangas e PCR 4,8% RSV, HAdV, Tosse, febre Exceto
Preto adultos tempo HRYV, dispnéia, coriza | dezembro e
Real HMPV, HPIV, | chiado, janeiro
HCoV, Flu, obstrucao
Enterovirus nasal, diarréia,
espirro, asma,
pneumonia,
bronquiolite.
Pilger/2009 Porto Criangas PCR 13,2% | hMPV, FluA, Chiado Inverno
Alegre tempo FluB PIV,
Real RSV, HRV,

Rinovirus(HRV), adenovirus(HAdV), Virus Sincial Respiratério (RSV), Virus Influenza A (FluA), Virus

Influenza B (FluB), Virus Parainfluenza(P1V), Metapneumovirus(hMPV), Coronavirus(HCoV).

1.1. Espectro Clinico
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Apbs a descricao do HBoV como agente causador de doencga respiratéria e
devido a similaridade com o virus BPV que causa diarréia em bezerros, comegou-se a
procura por este agente em criangas com diarréia aguda. Varios estudos relatam a

presenca do HBoV em criangas com infecgéo no trato intestinal, além dos sintomas de

infeccdo respiratéria, causando comumente vomitos, dor abdominal e diarréia. 434449

Outros estudos detectaram a presenca do HBoV em pacientes com inflamagédo das

41,50,51

adenéides e tonsilas.' ) Um estudo pesquisou o virus em saliva de criangas com

até 11 anos de idade sintomaticos e assintomaticos.®? Por Ultimo estudos relataram a

(83)

presenca do virus também em meio ambiente, em agua de rio e em amostra de

esgoto selecionadas de 12 cidades dos Estados Unidos.®¥

Estudos de deteccdo de HBoV em pacientes previamente saudaveis tem sido

(19,55)

descrito que os sintomas duram de 1 a 2 semanas , com excrecao viral de até trés

semanas apds a sua detecgao inicial.®® Contudo varios estudos envolvendo pacientes

imunossuprimidos descreveram deteccao de HBoV por periodos superiores a 2

22,24,57

meses. ) A implicacdo da excrecdo prolongada desse virus reside na maior

possibilidade de transmissdo hospitalar, uma vez que esses pacientes passam por
longos periodos de internacdo. A transmissao nosocomial pelo HBoV ja foi descrita, os

dois casos de infecgdo por virus ocorreu em unidade de terapia intensiva neonatal.®®

1.2 Infeccoes respiratdrias

A maioria dos estudos realizados com HBoV relatam infecgdes no trato

(58,59)

respiratério superior e eventualmente em trato respiratério inferior.'#¢9%3) Qg

sintomas relacionados a infecgdo em trato respiratério superior ocasionados pelo HBoV

18,36,42 59,64,65)

sdo principalmente coriza, tosse ) e febre | com menor freqiéncia a dor de

66) 67,68)

garganta, cefaléia ©® e otites.! Em infeccdo no trato respiratério inferior sao
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28,69 18,70,71)

comumente relatados episédios de dispnéia, asma, cianose 3% pronquiolite ,

(72,39 19,39)

pneumonia ">*9 e chiado.'

1.3 Co-infeccoes

O desenvolvimento de infecgdes respiratorias principalmente em trato
respiratorio inferior predispde o paciente a infecgdes secundarias e a outros
patégenos.”® Muitos estudos relatam, altas taxas de co-infeccdes, com RSV, PIV,
hMPV, HCoV, variando de 18% a 90% de freqiiéncia.?""® As criancas sdo as que,
dentre os estudos apresentam as maiores taxas de co-infec¢oes com o HBoV, acima
de 660/0.(29'30’59’74)

Na Coréia, foram registrados os dois maiores indices de co-infeccdo com outros
patdégenos, onde 83% dessas co-infecgoes eram pacientes com pneumonia e 90% em

69 apresentando associagao do

pacientes com sintomas no trato respiratorio superior
HBoV com Virus Sincial Respiratério e Parainfluenza Virus. Além disso, muitos estudos
alertam que, dentre as co-infec¢des virais relatadas, o HBoV é um dos patégenos mais

freqlientes. (>7®

1.4. Diagnéstico Laboratorial

Desde que o HBoV foi descrito inicialmente por métodos de deteccao de genes,
a grande maioria dos estudos utilizam a mesma técnica para diagnosticar o HBoV em
seus pacientes. A técnica amplamente empregada para tal finalidade envolve a
amplificacdo especifica de genes virais pela reagdo em cadeia da polimerase. Os
genes NP1 e NS1 do HBoV sdo os principais alvos dessa amplificacao, utilizados
principalmente devido a serem consideradas regides genéticas mais conservadas entre

os HBoV.
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Dentre as variagbes técnicas possiveis tem se empregado a PCR convencional

77,28) 72,78)

como reagdo in house ! e, mais recentemente, a PCR em tempo real. ¢

Para investigacao de quadro de Infeccdo no trato respiratério, as amostras coletadas

42,65) 35,80)

em pacientes envolvem swab“?®) lavado® e/ou aspirado nasofaringeo.'

Variagbes no tipo de amostras também s&o encontradas em alguns estudos como:

saliva ©®"), fezes, sangue "9, amostras de tecidos, tonsillas e adendides. %40

Menos frequentemente, alguns estudos utilizaram outras metodologias

diagnosticas para deteccdo de anticorpos em estudos soro-epidemiolégico para

(81)

identificar infec¢do aguda causada pelo virus , ou para verificar antecedente

epidemiolégico em determinada populagao. ©
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JUSTIFICATIVA

2. Justificativa

Estudos epidemiolégicos sao muito importantes, sejam eles globais ou regionais.
Recentemente os virus de sindromes gripais demonstraram sua relevancia com a
descoberta do novo virus Influenza HIN1 que acometeu um grande numero de
pessoas. As informagdes obtidas por meio das investigacées sdo Uteis para a saude
publica, na profilaxia e no desenvolvimento de vacinas. Pouco se sabe sobre a biologia
do HBoV, incluindo sua variabilidade, vias de transmissdo, sitios replicativos e
mecanismos de patogenicidade, pois é um virus recentemente descrito e por isso toda
e qualquer informacdo sobre ele é muito relevante para seu entendimento e
diagnostico. Além disso, a pesquisa em diferentes grupos para se detectar o HBoV é
um avango para esclarecer a etiologia do virus em diferentes pacientes, cada um com
diferentes perfis de imunodepressdo ou presenca de co-morbidades, sao dados
inéditos na literatura.

Este estudo permitiu também contribuir para a elucidagcdo de um padrdo de
ocorréncia deste virus na cidade de Sao Paulo, até entdo inexistente na maioria das
populacdes avaliadas, além de demonstrar quais as caracteristicas clinicas sdo mais
freqUientes observadas nos pacientes com testes positivos. A ocorréncia de HBoV entre
adultos e criangas na populacédo brasileira tem sido pouco investigada. No Brasil,
apenas cinco estudos descreveram ocorréncia de HBoV investigando casos de
gastroenterites e sintomas respiratérios em criangas. #’:33-354043)

Em adultos além da ocorréncia do virus aparentemente ser menor, as

populacdes de pacientes imunossuprimidos tem sido pouco estudado. A inclusédo de
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mais de uma populacdo de transplantados (medula éssea e rim), possibilita um
aprofundamento do entendimento do papel desse virus em pacientes com
comprometimento imunolégico.

A expansdo no diagnéstico das sindromes respiratorias no Laboratério de
Virologia da Universidade Federal de Sao Paulo esta inserida em linhas de pesquisa
em virus, na investigacao de aspectos epidemioldgicos, clinicos e de diagnésticos da
infeccdo por estes agentes em diferentes populagdes, incluindo imunocompetentes e

imunodeprimidos, viabilizando a assisténcia médica destes pacientes.
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OBJETIVOS

3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi investigar a ocorréncia do Bocavirus humano em
amostras de pacientes com infecgédo respiratoria aguda de diferentes grupos de risco

no periodo de 2001-2008.

3.2. Objetivos Especificos

o Investigar a frequéncia em diferentes faixas etarias em pacientes
ambulatoriais e internados;

o Determinar a frequiéncia do HBoV em adultos de diferentes grupos de risco e
imunodeprimidos;

o Avaliar a freqiiéncia do virus em criangas de creche, do Pronto Atendimento
e em Cardiopatas;

o Avaliar a freqUiéncia e aspectos sazonais de HBoV em pacientes durante os

anos de 2001 a 2008 no Hospital Sao Paulo.
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CASUISTICA E METODOS

4. Casuistica e Métodos

Figura 4. Delineamento do estudo

2001-2003
1 1
44 pacientes 23 Profissionais A pacientes
adultos do e Transplantados
Pronto Atendimento Sande Renais
r ™y
0og
L A
[ 39 criangas )
da Cardiopatia
L Congénita )
2007-2008

: 112 adultos
127 criangas da 34 criangas do Ei;;gir;ﬁiiia Transplantados
Creche-escola Pronto Atendimento Con é'r)'lita de medula
9 d558a
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4.1.1. Locais de realizacao do estudo

Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Virologia da Disciplina de
Infectologia da Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Medicina. Os
outros locais envolvidos no estudo foram: Hospital S&o Paulo, Nicleo de Assisténcia ao
Funcionario (NASF) e Ambulatério de Transplante Renal (unidade associada ao
Hospital do Rim e Hipertens&o). Criancas da creche-escola, filhos dos funcionarios do

HSP.

4.2. Critério de Inclusao
O paciente com infecgcao respiratoria aguda de provavel etiologia viral, definida

como até 7 dias entre o inicio dos sintomas e o momento da coleta.

4.3. Selecao das amostras clinicas coletadas

Para o presente estudo foram incluidas 534 amostras clinicas de 7 diferentes
grupos de risco, como demonstra na figura 4, avaliados entre 2001 e 2008, coletadas
de 264 criancas e 270 adultos, com idade variando de 22 dias a 83 anos (mediana de
21 anos) de idade. Apds coletadas, as amostras foram enviadas imediatamente ao
Laboratério de Virologia Clinica da Universidade Federal de Sao Paulo para rotina de

investigacao de virus respiratoério.

As amostras foram provenientes de 7 grupos distintos:
o Pronto Atendimento
Neste grupo foram incluidos pacientes de todas as idades atendidos na triagem

do Pronto-Atendimento do Hospital Sdo Paulo. A coleta foi realizada durante 3 dias por
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semana e se concentrou nos meses de Junho a Setembro (meses mais frios) de 2001
a 2003 adultos e de Junho a Novembro 2008 criancgas.
J Creche e escola

Neste grupo foram incluidos criangas, filhos de funcionérios do Hospital S&o
Paulo. A coleta foi realizada durante 3 dias por semana no periodo de fevereiro de
2008 a dezembro 2008.

o Ambulatério de Cardiopatia Congénita

Neste grupo foram incluidos pacientes do ambulatério de Cardiopatia Congénita
da Disciplina da Cardiologia que possui atendimento de urgéncia e de rotina aos
pacientes. As amostras foram coletadas em dois periodos distintos, fevereiro a
setembro de 2005 e fevereiro a dezembro 2008.

o Transplantados Renais — (Tx Renal)

Neste grupo foram incluidos pacientes do ambulatério de Transplante Renal,
que possui atendimento de urgéncia e de rotina aos pacientes, as amostras foram
coletadas nos periodos de julho a setembro de 2002 e maio a setembro de 2003.

o Profissionais de Saude — (NASF)

Neste grupo foram incluidos os funcionarios do complexo UNIFESP — Hospital
Sao Paulo diretamente envolvido na assisténcia aos pacientes, além de pessoas
envolvidas nos setores administrativos, da manutencao, pesquisadores e docentes. As
amostras foram coletadas a partir de junho de 2001, no Nucleo de Assisténcia a Saude
do Funcionério.

o Transplantados de Medula Ossea — (TMO)
Neste grupo foram incluidos pacientes do servico de transplante de medula

o0ssea do Departamento de Hematologia do Hospital Sdo Paulo que possui
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atendimento de urgéncia e de rotina aos pacientes. As amostras foram coletadas no

periodo de marco a dezembro de 2008.

O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UNIFESP
de acordo com o Processo UNIFESP-HSP 0471/08 e os pacientes assinaram termo de
livre consentimento e esclarecimento (anexo 8.2 a 8.4), apds receberem informagdoes
sobre o estudo.

No momento da coleta foi aplicado um questionario para obtencédo de dados
epidemiolégicos e clinicos considerados relevantes para o estudo (anexo 8.5 a 8.9).
Em relacdo ao quadro clinico, foram investigados: o tempo de inicio do quadro
respiratorio; a presenca de febre, sintomas respiratérios e gerais, diarréia e a presenca
de co-morbidades como cardiopatias, pneumopatias, hipertensao arterial e diabetes.
Também foi investigada a imunizacdo prévia para o virus Influenza, presenca de
exames radiologicos e terapia medicamentosa, numero de irmaos e ocupagdes dos
pais.

Quanto aos possiveis fatores de risco para a infecgdo, foram investigados o
contato com criangas menores de 5 anos nas 7 populagdes e, na populacdo de
profissionais da saude, também foi avaliado o contato com pacientes, definido como
qualquer procedimento direto que possibilitasse a transmissdo de infeccbes
respiratorias.

No momento do questionario, alguns participantes, ou responsaveis pelos
participantes mencionavam espontaneamente co-morbidades que n&o estavam

incluidas nas perguntas do questionario aplicado (anexo 9).

4.4. Deteccao de outros virus respiratorios
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Para cada paciente incluido no estudo foi coletada uma amostra de swab,
lavado ou aspirado nasal e enviada imediatamente ao Laboratério de Virologia Clinica
da UNIFESP.

Todas as amostras foram incluidas retrospectivamente para a detecgdo de
Influenza A e B (Flu A e B), parainfluenza tipos 1-3 (PIV1-3), adenovirus (HAdV) e
Virus Sincicial Respiratério (RSV) pela técnica de imunofluorescéncia direta, conforme
descrito previamente.®®

Das amostras coletadas de adultos recrutados do periodo de 2001-2003 foram
selecionadas somente aquelas com resultado negativo para Flu A e B, PIV1-3, HAdV,
RSV, Metapneumovirus (hMPV), Rinovirus (HRV), Enterovirus, 229E e OC43 e,
detectados conforme descrito anteriormente.®?

A partir de 2005, todas as amostras foram testadas para HBoV, inclusive as
previamente positivas para Flu A e B, PIV 1-3, HAdV e RSV. Posteriormente, todas as
amostras positivas para HBoV (2001-2008) foram também avaliadas quanto a co-
infecgcdo com Rinovirus humano e Metapneumovirus, segundo metodologias descritas

anteriormente.®

4.5. Extracao de acido nucléico das amostras

O DNA foi extraido diretamente de uma aliquota de cada amostra separada
anteriormente para a PCR utilizando o “Kit QIAmp DNA Blood Mini Kit” (Quiagen®,
E.U.A.) seguindo as recomendagbes do fabricante e, ap0s a extragdo, o material foi

estocado em freezer -80°C.
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4.6. Padronizacao da reacao de PCR

A reacao de amplificacdo dos genes de HBoV foi realizada utilizando os primers
188F (5- GAG CTC TGT AAG TAC TAT TAC -3’) e 542R (5- CTC TGT GTT GAC
TGA ATA CAG -3') de acordo com o protocolo do autor.'? Para sua otimizacéo foram
realizadas sucessivas etapas de deteccdo a partir de diluicdes seriadas do cDNA
clonado em plasmideo pCRI-TOPOXL (Invitrogen®, EUA), gentilmente cedido pelo
Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

As amostras foram submetidas a amplificagdo da regido conservada no gene
que codifica a nucleoproteina 1 (NP1, nucleotideos 2281-2634). Para a reacao de PCR
foram utilizados os primers: 542R e 188F, em volume final de 50uL, contendo 5uL de
tampao 10X para o PCR, utilizando o Kit “Gotaq Green Master Mix” (Promega®, EUA),
seguindo as recomendacdes do fabricante. As condi¢cbes de ciclagem para essa reacao
foram: 5 min. a 94°C, seguido de 40 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30 seg. a 54°C e 1 min. a
72°C, com extensdo final de 72°C por 5 min. Em todas as reagdes foi utilizado um
controle negativo composto de agua Milli-Q auto-clavada substituindo o acido nucléico

e um controle positivo HBoV ja descrito.

4.6.1 Gradiente de temperatura

Foi realizado um ensaio de gradiente de temperatura com o objetivo de
encontrar a melhor temperatura de anelamento dos primers. Esse ensaio foi realizado
no aparelho de termociclador “Mastercycler” (Eppendorf®, Alemanha) de PCR
gradiente, variando a temperatura entre 53 °C e 59,4 °C, e encontrou-se a temperatura

ideal de 54°C para anelamento dos primers.
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4.6.2. Gradiente de Concentracao de Cloreto de Magnésio
Foi realizado um ensaio para determinar a concentragéo 6tima de Cloreto de
Magnésio, as concentracdes variaram de 2,0mM até 4,5mM. A melhor concentracao

desse reagente foi 3,5mM.

4.7. Visualizacao dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificagdes foi monitorada pela eletroforese de reagcado em gel
de agarose 1,5% (Sigma Aldrich®, EUA) preparada em tamp&do 1x TBE (Tampao Tris-
Borato-EDTA) e corado com Brometo de Etidio (Invitrogen®, EUA). O tamanho
esperado dos produtos amplificados para as amostras positivas de 354 pb foi
comparado com padrdo de 100 pares de bases (Invitrogen®, EUA) e posteriormente
fotografados sob transluminador ultra-violeta.

Todos os procedimentos que envolveram a amplificacdo de DNA foram
submetidos a rigidos procedimentos para evitar contaminagao, incluindo a realizagéo
de controles negativos redundantes e adicao de DNA em salas diferentes da utilizada
para a preparagdo das misturas das reagbes, em trés ambientes separados

fisicamente.

4.8. Sequienciamento de nucleotideo

Todas as amostras positivas tiveram seu produto de PCR purificados apés
corrida eletroforética através do kit “Charge Switch PCR Clean-up Kit” (GE Healthcare®,
Reino Unido). A seguir, as amostras foram submetidas a reagcdo de sequienciamento
utilizando o mesmo par de primers das reacdes de deteccdo e o kit “BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems®, EUA). As reagdes de

sequenciamento foram realizadas conforme determinacao do fabricante, utilizando os
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“primers” (188F ou 542R), com temperatura de anelamento de 50°C (maiores detalhes
contidos no item 3.6). A separacao eletroforética e a obtencado dos eletroferogramas
foram realizadas através de um sequenciador automatico de DNA (ABI Prism 3130XL
DNA, Applied Biosystems ®, EUA).

As sequéncias obtidas das amostras foram analisadas pelo programa BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e submetidas para publicagédo no Genbank.

4.9. Analise dos resultados

A freqiiéncia de ocorréncia do HBoV em diferentes grupos de risco, bem como
as demais variaveis relacionadas a cada grupo foram avaliadas em software Excel
versao 2007 do pacote de software Microsoft Office.

A andlise realizada por método de Fisher (Fisher's exact test) entre as criangas
do Pronto Atendimento e criangas da Cardiopatia Congénita ndo apresentou resultado
significativo P= 0.4721. Entretanto, o grupo dos adultos e criangas, o resultado foi
significativo com P = 0.0375.
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RESULTADOS

5. Resultados

5.1. Caracteristicas gerais dos pacientes analisados.

A tabela 2 apresenta as caracteristicas gerais dos pacientes estudados. Durante
o periodo de estudo, 534 amostras de swabs, lavado ou aspirado nasofaringeo com
Infecgéo no trato respiratério foram investigadas quanto a presenca de HBoV.

De todas as amostras coletadas, 260 foram provenientes do género masculino e
274 do género feminino. A idade dos pacientes variou de 22 dias a 83 anos com media
de idade de 21 anos e mediana de 13 anos, destes eram 21% transplantados de
medula, 19% cardiopatas, 15% profissionais de saude, 8% adultos do pronto
atendimento e os grupos das criancas do Pronto Atendimento e dos adultos
transplantados renais, ambos com 6% de participantes cada.

O tempo de inicio do quadro clinico no momento da coleta foi de 1 a 5 dias,
porém a maioria das amostras (76%) foram coletadas com até 5 dias de sintomas e
mediana de 3 dias. Oito pacientes apresentaram um periodo mais prolongado, de 10 a
60 dias de sintomas e em 26 (4,8%) dos questionarios esta informacado nao foi

registrada.
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Tabela 2. Caracteristicas gerais dos 534 pacientes estudados.

Caracteristicas Pacientes (%) média Mediana
Género

g 260 (48,6) - -
Q 274 (51,3) - -
asoma 534 - -
Idade (anos) 22diasa 83 anos 21,7 13
Populagbes - -
Criancas Pronto Atendimento 34 (6,3) - -
Criangas Creche 124 (23,7) - -
Cardiopatas 103 (19,2) - -
Adultos Pronto Atendimento 44 (8,2) - -
Transplantados renais 31 (5,8) - -
NASF 83 (15,5) - -
Transplantados de medula 6ssea 112 (20,9) - -
Tempo de sintomas (dias) 0a9o0 4,69 3
Menos de 5 dias * 389 (76,5) - -
Sintomas N(%)

Febre 259(48,5) - -
Tosse 424(79,4) - -
Coriza 360 (67,4) - -
Dor de garganta 112(41,4) - -
Cefaléia 159(42,6) - -
Mialgia 141(37,8) - -
Calafrio 79 (29,2) - -
Chiado 118(44,6) - -
Dispnéia 130(34,5) - -
Cianose 21(7,9) - -
Risco N(%)

Prematuridade 23(8,71) - -
Tabagismo 35(22,1) - -
Contato com crianga < 5anos 87(32,2) - -
Contato com sintomaticos 164(43,6) - -
Contato com pacientes 32(38,5) - -
Vacina 120(22,4) - -

Os sintomas de febre, tosse e coriza foram avaliados em todas as populagdes e

obteve-se 48%, 79% e 67%, respectivamente.
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Os sintomas de dor de garganta e calafrio foram avaliados nos grupos: adultos
do pronto atendimento e transplantados renais, os profissionais de salude e nos
transplantados de medula éssea, totalizando 270 questionarios cada.

O sintoma de cefaléia foi avaliado nos seguintes grupos: criangas da cardiopatia
congénita, adultos do pronto atendimento e transplantados renais, os trabalhadores de
saude e nos transplantados de medula éssea, totalizando 373 questionarios.

O sintoma de Mialgia foi avaliado nos seguintes grupos: criangas da cardiopatia
congénita, adultos do pronto atendimento e transplantados renais, os trabalhadores de
saude e nos transplantados de medula éssea, totalizando 373 questionarios.

Os sintomas de chiado e cianose foram avaliados nos grupos das criancas do
pronto atendimento, da creche e da cardiopatia congénita, totalizando 264
questionarios.

O sintoma de dispnéia foi avaliado nos grupos das criancas do pronto
atendimento, da creche, da cardiopatia congénita e dos transplantados de medula
0ssea, totalizando 376 questionarios.

O dado de tabagismo foi incluido na populagéo dos adultos dos transplantados
renais, do pronto atendimento e dos trabalhadores da saude, onde 35(22%) dos
participantes fumavam.

A informacao de prematuridade foi avaliada nos grupos das criangas do pronto
atendimento, da creche e da cardiopatia congénita, totalizando 264 questionarios,

obtendo a informacao que 23(8%) das criangas nasceram prematuras.

Dentre as amostras coletadas foram totalizadas 7 grupos de riscos de origens

diferentes e cada um com suas particularidades, conforme demonstradas na tabela 3.
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Tabela 3. Todas as populacdes.

B Criancas Criancas Criancas Adultos Adultos Tx Trabalhador
Populacdes ) Tx medula
PA Creche cardiopatas PA renais de saude

Ne pacientes 34 127 103 44 31 83 112
Tempo de Variacdo 0-20 1ai2 0a30 1ai14 1a60 1a14 0a90
sintomas Media 4,69 2,93 6,09 3,59 10,32 3,35 5,3
(dias)o Mediana 4 3 5 3 6 3 3
Até 5 dias 21 (72,4) 113 (92,6) 57 (60,4) 36 (81,8) 14(45,2) 75 (90,4) 73 (70)
TOTAL 29(100) 122(100) 96 (100) 44(100)  31(100) 83(100) 103(100)
Prematuridade 9(26,4) 8(6,2) 6(5,8) - - - -
Tabagismo - - - 9(20,4) 4(12,9) 22(26,5) -
Contato com
sintomaticos 13(38,2) 56(44,0) 60(58,2) - - - 35(31,25)
Contato com crianca < 5 - - -
anos 16(36,3) 11(35,4) 32(38,5) 28(25)
Contato com pacientess - - - - - 32(38,5)
vacina§
Ano 29(100) 43(100) 0 2(66,6) 3(5) 15(62,5) 28(100)

Legenda

- Pergunta ndo incluida no questionario

0 Resposta negativa incluida no questionario

§ Vacinados contra Virus Influenza.

Tabela 4. Sintomas de todas as populagoes.

B Criancas Criancas Criancas Adultos Adultos Tx Trabalhador
Populacdes . Tx medula
PA Creche cardiopatas PA renais de saude

Clinica:
Febre 13(38,2) 65(51,18) 34 (33) 34(77,2) 9 (29,0) 52(62,6) 52(46,4)
Tosse 28(82,3) 116(91,3) 91(88,3) 34(77,2) 24 (77,4) 61(73,4) 70(62,5)
Coriza 24(70,5) 114(89,7) 31(30,09) 31(70,4) 26 (83,8) 71(85,5) 63(56,2)
Garg - - 28(63,6) 12 (38,7) 56(67,4) 16(14,2)
Cefaléia - 30 (29,12) 33 (75) 17 (54,8) 63(75,9) 16(14,2)
Mialgia - - 15 (14,56) 30(68,1) 15 (48,3) 68(81,9) 13(11,6)
Calafrio - - 23(52,2) 8(25,0) 43(51,8) 5(4,4)
Chiado 29(85,2) 58(45,6) 31(30,0) - - -
Dispnéia 29(85,2) 43(33,8) 30 (29,1) - - 28(2)
Cianose 3(8,8) 3(2,3) 15 (14,5) - - -
Diarréia 7(20,5)  11(8,6)  7(6,7) - - 2(1,7)

Legenda

- Pergunta ndo incluida no questionario
0 Resposta negativa incluida no questionario
§ Vacinados contra Virus Influenza.
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5.2. Avaliacao da sensibilidade da PCR para deteccao de HBoV

Apo6s a padronizacao da PCR foi determinada sua sensibilidade pela capacidade
de deteccao de diluigdes do controle positivo, variando de 10* a 107 (Figura 5), onde
€ possivel observar um limite de deteccdo de até 10”". Essa diluicdo do controle

clonado corresponde ao limite de deteccao de 400 copias do plasmideo/reacao.

Figura.5: Deteccao das diluicbes do cDNA clonado de HBoV em gel de agarose

PM 10*10°10%10710%10%10"10™"

PM = marcador molecular 100pb DNA

5.3. Deteccao de HBoV na populacao estudada

Das 534 amostras de trato respiratério, nove foram positivas na deteccao de
DNA de HBoV (1,7%) no gel de agarose (Tabela 3). No geral, 3% das criangas (8/264)
e 0,4% dos adultos (1/270) tinham infeccédo pelo HBoV: 2,4% (3/127) das criangas da
Creche, 4,8% (5/103) das criancas da Cardiopatia Congénita e 0,9% dos pacientes
adultos Transplantados de Medula Ossea (1/112). Nenhum caso positivo de HBoV foi
encontrado entre os pacientes do Pronto Atendimento (44 adultos e 34 criancas),

Profissionais de Saude (83) ou pacientes adultos Transplantados Renais (31).

5.3.1. Ocorréncia de amostras positivas de 2001 - 2008
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Dos 9 pacientes positivos, 5(55%) eram do sexo masculino e 4(44%) sexo
feminino, a idade variou de 7 meses a 22 anos. As amostras colhidas variaram de 1 dia
a 7 dias de sintomas iniciais (mediana de 3 dias), onde todos os pacientes positivos
(100%) tiveram amostras colhidas no prazo de 5 dias dos sintomas iniciais . Com 1 dia
de sintomas foi colhida a amostras de apenas 1(11%) participante, a maioria, 3(33%)
deles estavam no segundo dia de sintomas quando participou da coleta, no terceiro dia
2(22%) foram positivos, com quatro dias de sintomas 1(11%) foi participante e com 5
dias de sintomas 2(22%) foram coletados.

Devido ao pequeno numero de casos positivos e a ocorréncia esporadica, nao
foi possivel avaliar a concentracdo da frequiéncia em determinado més ou ano desse
virus.

O paciente do transplante de medula 6ssea infectado por HBoV apresentou
somente tosse e coriza. Dentre as criangas da cardiopatia congénita, febre e tosse
foram referidas em trés casos (60%), sendo uma com dispnéia (20%) e outro caso com
relato de cianose (20%).

Dentre as criancas da creche, todos tinham tosse e coriza, 2 (66%) tiveram
febre, 2 (66%) chiado e uma delas também apresentou dispnéia. Dois pacientes que
foram infectados HBoV estavam juntos na mesma sala do bergério.

Nenhum dos pacientes infectados com HBoV necessitou de internacdo ou

terapia de suporte.
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Tabela 5: Dados demograficos e clinicos de pacientes infectados HBoV

Grupo Idade Género Coleta Tempo®* HRV hMPV  Sintomas

Cardiopatas 4 meses masculino 17/03/05 4 sim nao Febre, coriza, tosse e
dispnéia

Cardiopatas 1 ano masculino  14/04/05 1 nao nao Febre, coriza, tosse e
cianose

Cardiopatas 1 ano Feminino  19/07/05 5 sim néo Coriza, tosse

Cardiopatas 2 anos Feminino 29/0408 2 sim nao Febre, coriza

Cardiopatas 4 anos masculino  06/05/08 2 sim nao Coriza

Creche 3 anos masculino  03/06/08 3 sim néo Febre coriza, tosse,

dispnéia e chiado

*Creche 10 meses Feminino  10/06/08 3 sim nao Coriza, tosse, chiado
*Creche 7 meses  Feminino 13/0608 5 sim nao Febre, coriza, tosse
TMO 22 anos masculino  01/10/08 2 nao sim Coriza, tosse
Abreviaturas

Cardiopatas: Criangas da cardiopatia congénita;

Creche: criangas da creche-escola;

TMO: adultos hospitalizados transplantados de medula-dssea;
4Tempo de inicio dos sintomas, em dias.

5.3.1.1. Co-infeccao

Dos nove pacientes positivos, sete criangcas apresentaram co-infeccdo com o
Rinovirus, sendo quatro cardiopatas e trés criancas da creche-escola e um paciente
adulto TMO apresentou co-infecgcdo com Metapneumovirus.
Os dados clinicos dos pacientes infectados com HBoV e co-infec¢gdes com outros virus

respiratérios estdo apresentados na Tabela 5.

5.3.1.2. Seqlienciamento de nucleotideos
Das nove amostras positivas, foi possivel determinar a sequéncia nucleotidica

de oito amostras. As sequéncias obtidas das amostras do estudo demonstraram 99.7%
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de homologia com as sequéncias disponiveis no “GenBank” avaliadas pelo “Blast”
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e algumas ja foram depositadas: GQ244405.1;

GQ244406.1; GQ244407.1; GQ244408.1.
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DISCUSSAO

6. Discussao

Nosso estudo objetivou a avaliacdo de Infecgcdes por Bocavirus humano em
pacientes de diferentes grupos, de faixas etarias e condicées de risco, para analisar a
freqUéncia e as caracteristicas clinicas da infec¢ao, dado que a literatura descreve uma
ampla taxa de positividade 1.4% até 19%.6%'®

Para a identificagdo da infec¢cdo por Bocavirus humano, as amostras foram
submetidas a reagdo da PCR para a amplificacdo da regido conservada do gene que
codifica a nucleoproteina 1 viral (NP-1, nucleotideos 2281-2634). Os iniciadores
moleculares utilizados neste estudo correspondem aos descritos por Allander (2005)
quando da descricao inicial da primeira deteccao do Bocavirus causando infeccao
respiratéria em humanos.'” A escolha desta regido viral para a amplificacdo gendémica
deve-se ao fato do gene NP-1 ser amplamente aplicado nos diversos estudos
envolvendo o HBoV e este gene ndo é encontrado nos outros representantes da familia
Parvoviridae, sendo exclusivo do género Bocavirus.'%

Todas as amostras coletadas foram avaliadas inicialmente através da técnica de
imunofluorescéncia direta para a deteccao de antigenos de sete virus respiratorios:
virus Influenza A e B, Parainfluenza tipos 1-3, Adenovirus e Virus Sincicial Respiratério
e todas as amostras positivas para Bocavirus humanas também avaliadas por técnicas
moleculares para a detecgdo do genoma do Rinovirus e Metapneumovirus.

Realizamos os primeiros testes de PCR para detec¢cdo de HBoV nas amostras

coletadas de adultos entre 2001 e 2003 que foram negativas para os demais virus

investigados por imunofluorescéncia, considerando que co-infec¢des dificultariam as
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associagdes clinico-etioldgicas.®®. Como era suposto, ndo obtivemos amostras
positivas para HBoV e investigamos, entédo, a presenca de HBoV em todas as amostras
coletadas de adultos e criangas a partir de 2005, inclusive naquelas previamente
positivas para outros virus respiratorios. Eventualmente a ocorréncia de Bocavirus
poderia ser um agente facilitador da infecgdo por outro virus respiratorio ou vice-
versa.®

A deciséo de inclusdo das amostras de criangas de creche em nosso estudo, foi
devido a coleta desses pacientes, abranger o ano de 2008 inteiro, com coleta de dados
completa e seguimento pés-infeccdo e nos grupos das criancas e dos adultos do
Pronto Atendimento sdo importantes a investigacdo do HBoV, pois refletem quais os
virus que estao circulando na comunidade.

Esse estudo detectou DNA de HBoV em nove pacientes (1,7%): 3 detectadas
em 2005 e 6 detectadas em 2008, sendo s6 uma amostra com infecgdo por HBoV
isolada. Esta freqléncia esta dentro da taxa de detecgdo encontrada na
literatura. 25287
Assim como para outras viroses, alguns estudos relatam a maior prevaléncia do

(17,88)

HBoV no periodo de inverno , mas resultados muito variaveis séo relatados a

889 Quanto a variagdo de freqiiéncia

respeito de sazonalidade da infecgéo por HBoV.'
a cada ano, pesquisado por sete anos estudo realizado por Maggi et al., notaram que a
frequéncia do HBoV permaneceu a mesma (4,5%) exceto no periodo de 2000-2002,
que ndo identificou o patdégeno.® Em estudo brasileiro, Modena et al., detectaram
10% em 2005, 3% em 2006 e 2% em 2007 e dentre esses anos houve uma distribuicao
bem variavel do HBoV, apenas em 2005 no més de abril, sua deteccdo foi maior,

simultaneamente com o Virus Sincial Respiratério e em todos os anos, nos meses de

dezembro e janeiro o virus néo foi detectado.®® Desta forma é de supor que ndo haja
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sazonalidade regular. Nesse sentido, ndo foi possivel identificar um periodo sazonal em
nossos resultados, mesmo com investigacao sistematica por um ano (2008). Apesar de
nao ter avaliado dois anos consecutivos, nosso estudo abrangeu anos anteriores
(2001-2003 e 2005) em diferentes populagbes, portanto, se houvesse uma
sazonalidade provavelmente nos detectariamos.

Analisando esses resultados por grupo estudado, obtivemos 3% das criangas
(8/264) e 0,4% dos adultos (1/270) infectados pelo HBoV: 2,4% (3/127) das criancas da
creche-escola, 4,8% (5/103) das criangas com cardiopatia congénita e 0,9% dos
pacientes adultos transplantados de medula éssea (1/112). Nenhum caso positivo de
HBoV foi encontrado entre os pacientes do pronto-atendimento (44 adultos e 34
criancas), profissionais de saude (83) ou pacientes adultos transplantados renais (31).

No estudo de Longtin et al., 2008 a detecgdo entre criancas e adultos foi bem
diferente (13,8% e 0,8%) a semelhanca de nosso estudo (3% e 0,4%), embora o autor
tenha obtido uma freqiéncia mais consideravel dentre as criangas do que taxa que
encontramos.“" Porém, dentre as criancas com cardiopatia congénita, essa diferenca
foi maior (4,8%) principalmente se comparada com os adultos de grupos de maior
risco, os adultos transplantados renais e de medula éssea (0 e 0,9%), respectivamente.

Em nosso estudo foram consideradas criangas os pacientes até 12 anos de
idade, dentre elas a maioria eram menores de 5 anos (75%). Assim como em muitos
dos estudos, as criangas foram as que apresentaram a maior deteccdo do
HBoV.'%%38) Na avaliagdo na creche-escola a freqiiéncia de 2,4% de HBoV dentre as
positivas concentrou-se em menores de 1 ano de idade sugerindo que a aquisicao do
virus aconteca precocemente. Um estudo sorolégico (anticorpos classe IgM contra

HBoV) apresentou evidéncias desse contato com o virus nas fases iniciais da vida com
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soropositividade para anticorpos contra o HBoV atingindo 98% de positividade na idade
pré escolar.®

Modena et al., concluiram que o HBoV diminui constantemente em relacédo a
idade: 24% das criangas menores de 2 anos, 14% dos 2-4 anos, 5% dos 5-9 anos e 0%
de pessoas com 10 anos. No Brasil, estudo recente, avaliou as diferengcas de
positividades de acordo com a idade da crianga e também confirmou que a positividade
do virus € inversamente proporcional a idade das criangas: 4,6% de positividade geral
e 5,1% em menores de 7 meses, 4,8% menores de 5 anos e 1,1% maiores de 5 anos
de idade.®

Estudos internacionais relatam que as maiores positividades na deteccdo do
HBoV ocorrem em criancas que apresentam comorbidades ou sdo hospitalizadas.®"

869 yum estudo

Dois estudos franceses apresentaram essa maior freqiiéncia do HBoV., !
encontrou 12,5% de HBoV em criancas hospitalizadas com bronquiolite e 0 segundo
estudo descreveu 13% de infecgbes por este patdgeno em criangcas asmaticas
hospitalizadas.

Estudo realizado no Brasil no mesmo periodo, utilizando a PCR, detectou 6% do
DNA-HBoV em criangas menores de dois meses de idade e hospitalizadas e, dentre as
positivas, a maioria apresentou sintomas de obstrugdo nasal, febre, tosse e dispnéia;
apenas uma apresentou infiltrado pulmonar.®®

Os nossos resultados corroboram os dados da literatura, pois as criangas com
cardiopatia congénita, com idade variando de 4 meses a 4 anos, embora nao
hospitalizadas, também apresentaram uma maior taxa de positividade (4,8% ou
5/103),®® quando comparadas com as criangas dos outros grupos: pronto atendimento

e creche-escola. Apesar de ser 0 grupo que apresentou a maior taxa de deteccao pelo

HBoV os sintomas foram semelhantes aos das criangas da creche-escola, pois ambos
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0S grupos apresentavam sintomas de tosse, coriza, febre, dispnéia e cianose ou
chiado. Embora esses sintomas possam ser indicativos de possivel infeccdo no trato
respiratério inferior, nenhuma necessitou de hospitalizacao.

Considerando as vias de transmissdo dos virus respiratérios e o perfil de
exposicdo dos profissionais de saude, estudos demonstram que eles sdo um
importante veiculo de transmissdo de agentes infecciosos, principalmente em

8494) Dessa forma,

ambientes hospitalares onde h& o contato direto ao paciente.'
pesquisamos o virus também no grupo de profissionais de saude do Hospital Séao
Paulo, apesar de ndo encontrarmos nenhum destes infectado por HBoV. Contudo, a
literatura j& demonstrou exemplo de transmissdo nosocomial por este virus,®?
documentando dois casos de transmissdo na unidade de terapia intensiva neonatal.
Em nosso estudo também foi possivel documentar a transmissao entre duas criancas
de uma mesma sala de aula da creche-escola que adquiriram o virus com a diferenca
de um dia de inicio dos sintomas.

Apesar do grande numero de estudos recentemente publicados, ha falta de
informagdo sobre o papel desse patdégeno na etiologia das infec¢des respiratérias
agudas em adultos de diferentes grupos de risco. Em estudo italiano, a detecgéo do
HBoV foi de 1,4%.%% Um estudo brasileiro detectou apenas dois pacientes adultos
infectados pelo HBoV (1,1%), sendo um paciente com 17 anos e outro com 62 anos de
idade e apenas sintomas leves quando comparado com as criangas do mesmo
estudo.®® Em nosso trabalho encontramos resultados semelhantes, detectando
apenas um adulto positivo para HBoV. Todos estes dados parecem fortalecer a

hipétese de que o HBoV nado cause infeccido respiratéria importante em pacientes

adultos, mesmo que em nosso estudo tenham sido incluidos pacientes com diversas
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co-morbidades, como hipertensao, diabetes, cardiopatia, além dos grupos de paciente
imunossuprimidos, como os transplantados de medula.

No grupo dos transplantados de medula éssea, um paciente foi positivo: adulto
de 23 anos, com sintomas de tosse e coriza. O paciente era portador de Linfoma de
Hodgkin tipo esclerose-nodular, com asma e recorrentes infec¢des respiratérias. No
momento da coleta do lavado nasofaringeo o paciente ndo estava internado, mas ainda
tinha doenca ativa e estava realizando acompanhamento no ambulatério de
transplante. O paciente ndo tinha contato com criangas menores de 5 anos, mas tinha
parentes com sintomas respiratérios no momento da coleta.

Em estudo italiano, Costa et al., avaliaram pacientes com diferentes tipos de
transplante descreveram poucos casos de infecgdo: um transplantado de pulmao, um
transplantado de figado, nenhum transplantado de rim e coracéo, e dois casos em
transplantados de medula 6ssea, contudo resultando freqiiéncia de 16% de deteccao
do HBoV.®® Até o momento, ndo ha estudos brasileiros publicados incluindo todos
estes grupos de risco.

Quanto aos transplantados renais, o presente estudo ndo observou nenhum
caso positivo. Um estudo analisou 153 lavados broncoalveolares e ndo obteve
nenhuma positividade para o HBoV, mesmo tendo descrito maior deteccdo de
patbgenos virais e bacterianos em pacientes transplantados de pulmdo quando
comparados com o grupo de nio transplantados.®*%)

Existem estudos que associam a infec¢cao por HBoV em imunossuprimidos a um
maior comprometimento no trato respiratério inferior e prolongamento dos sintomas.
Em estudo com 51 criangas com leucemia apresentando febre e chiado o HBoV foi
detectado em 5,6% dos casos € a recorréncia desses episodios de febre associado a

presenca do HBoV por periodos de até 6 meses, sugerindo reativacéo viral.?* Ainda,
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estudo com transplantado de medula 6ssea relata que o HBoV nao ficou restrito
somente ao trato respiratério, mas causou também diarréia apds 21 dias de inicio dos
sintomas, mesmo ja cessado os sintomas respiratorios.®”

Em geral, um dos critérios de inclusdo para participar da maioria dos estudos de

infeccdo de via respiratéria é a apresentacdo de sintomas em até 7 dias

mas,
quando analisamos sobre o item “tempo de sintomas”, estudos demonstram que a
possibilidade de se ultrapassar esses 7 dias é grande, principalmente tratando-se de
pacientes muitos jovens (menores de 5 anos de idade) e idosos ou pacientes que
apresentam alguma co-morbidade.

Alguns estudos relatam pacientes que excretaram o virus por até trés semanas

56)

apdés a sua detecgdo inicial ®® e em pacientes imunossuprimidos esses sintomas

podem durar muitos meses, como ja descrito anteriormente. #+%?

Em nosso estudo também utilizamos o critério de até 7 dias de sintomas, pois
poderiamos estar diante de infecgbes secundarias e eventualmente ndo detectar o
virus ou realizar associagdes clinicas imprecisas. A maioria das amostras (76%) foram
coletadas antes de 5 dias de sintomas, com mediana de 3 dias. Apenas oito pacientes
apresentaram um periodo mais prolongado, de 10 a 60 dias de sintomas.

A apresentagéo clinica da infeccdo do HBoV em criangas, foi similar aos encontrados
em outros estudos, incluindo o Brasil. No estudo realizado com criangas muito jovens
(até 2 meses de idade) e hospitalizadas, os autores descreveram sintomas
semelhantes aos pacientes do presente estudo, com febre, coriza, tosse, dispnéia e
chiado.® Autores sugerem que a infeccdo por HBoV seja um importante patégeno
respiratérios no pais, resultando em importantes infec¢coes sintomaticas com febre,

tosse, coriza e chiado entre as criangas menores de cinco anos.*?
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O Unico paciente adulto infectado por HBoV em nosso estudo foi o transplantado
de medula 6ssea, que apresentou tosse e coriza, além dos sintomas crdnicos ja
descritos. Nas criancas com cardiopatia congénita foi comum o achado de coriza, os
sintomas de febre e tosse foram encontrados em trés criangas, sendo que uma
apresentou dispnéia e outra crianga cianose. Todas as criangas da creche-escola
tiveram como sintomas tosse e coriza, duas delas com febre, duas com chiado e uma
crianga com dispnéia.

Analises sobre a importancia do HBoV sao frequentes, principalmente quando o
virus é encontrado em associacao a outros patdgenos. Outras viroses sdo comumente
associadas a amostras respiratorias infectadas com HBoV. Em estudo coreano, Fry et
al. registraram os dois maiores indices de co-infeccao do HBoV com outros patégenos
(83%) em pacientes com pneumonia e (90%) em pacientes com outros sintomas. ©?

Estudo de Arnold et al. detectaram que as co-infeccoes mais comuns com o
HBoV descritas envolvem o Rinovirus ¥ e o Metapneumovirus ©®®. Apesar do pequeno
numero de amostras positivas para HBoV e as altas taxas de co-infeccdo com outros
virus respiratérios e HBoV, ainda é insuficiente para dizer que este virus seja
responsavel por um grande impacto clinico deste agente.

Estudo realizado por Fry et al. detectaram HBoV em apenas 2% das criangas
assintomaticas (grupo controle), enquanto que em criangcas com pneumonia a
freqiéncia desse virus foi de 12%%. ©¥ Resultados semelhantes foram observados em
estudo que relatou deteccao de HBoV em 22 das 425 criangas com sintomas de IRA e
nenhuma das 96 criancas assintomaticas.® Estudos relatam a importancia do virus
quando se analisa os sintomaticos e assintomaticos sem co-infecgao.®® ou quando néo

19,8991

se detecta o virus em pacientes assintomaticos.' ) Por outro lado, ha trabalhos que

mostram a importadncia do HBoV quando associados a outros virus, Midulla et al.,
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demonstraram que criancas com HBoV e co-infectadas com Virus Sincial Respiratorio
tiveram sintomas de maior gravidade e mais tempo de hospitalizagcdo, quando
comparadas com os mesmos virus isoladamente.®® Em trabalho publicado, das quatro
criangas infectadas com HBoV, o Unico que apresentou sintomas mais graves
(dispnéia) ndo apresentou co-infec¢ao, suspeitando que o HBoV seja responsavel pela
gravidade do sintoma.®” QOutra avaliagdo relevante sdo os estudos que apresentam a
carga viral do HBoV maior em pacientes sintomaticos. ® 190

A analise de sequéncias de todas as amostras positivas confirmou que uma
Unica estirpe do HBoV circulou durante os periodos estudados, sendo semelhante aos

resultados descritos em varios estudos. ©%%)

Nao ha diferenga das linhagens
circulantes entre criancas e adultos, incluindo as duas criangas positivas para HBoV

infectadas na mesma sala da creche.
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CONCLUSAO

7. Conclusao

Os dados do presente estudo sugerem a relevancia do HBoV como um
patégeno do trato respiratério de criancas sendo mais freqlente entre as criancas
menores, co-infectadas com outras viroses e freqlentadoras de creche-escola onde a
sua transmissao precoce pode ser documentada.

O HBoV né&o parece ser um agente etioldgico importante entre adultos
imunocompetentes com infecgdes respiratdrias agudas.

Os profissionais de saude apesar da exposicdo nosocomial e/ ou contato com
criangas nao apresentaram freqtiéncia diferente da populacao do pronto atendimento.
Em nosso estudo nao foi possivel detectar um padrdo de sazonalidade, para a infeccao
pelo HBoV, pois distribuida durante todo o0 ano sendo confirmado pelo seqlienciamento
que todos os casos eram da mesma linhagem.

Clinicamente, a deteccdo entre os adultos com diferentes tipos de
imunodepressao e criangas com cardiopatia ndo se correlacionou com maior impacto
ou doenga grave.

Assim, diante destes dados iniciais € necessario que outros trabalhos avaliem o
impacto da infeccao pelo Bocavirus, particularmente em pacientes com comorbidades
e naqueles co-infectados para melhor entendimento do seu papel na patogenia das

doengas respiratorias.
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Parainfluenza 1 e 2 Adenovirus, Metapneumovirus e Coronavirus) . As 160 amostras restantes serdo investigadas
quanto a presenga de Bocavirus Humano..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Até o presente momento ndo ha dados brasileiros publicados referentes a
epidemiologia da infecgdo respiratoria causada por HBoV, bem como a possivel correlagio clinica deste agente a
sindromes respiratorias em diferentes faixas etarias e grupos de risco de nossa populacao..

MATERIAL E METODO: ADEQUADAMENTE DESCRITOS.

TCLE: NAO SE APLICA.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: PROJETO FINANCIADO POR FAPESP.

CRONOGRAMA: 24 MESES.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Universidade Federal de S&o Pauio Comité ce Etica em Pesquiss
Escola Paulista de Medicina Hospital S5o Pauio

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 18/4/2009 e 18/4/2010.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital Sio Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e termo de consentimento livie e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apos
analise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3 Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para

possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

Atenciosamente,

e \
Z (P
Prof. Dr. José Osmar Medina na

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sdo Paulo CEP 0471/08

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Séo Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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8.2.Termo de consentimento livre e esclarecido

ESTUDO DE INFECCAAO POR VIRUS RESPIRATORIOS EM PACIENTES PEDIATRICOS COM
CARDIOPATIA CONGENITA E PACIENTES SEM FATORES DE RISCO PARA INFECCAO POR
VIRUS RESPIRATORIOS

O presente estudo tem como objetivo estudar a ocorréncia de infec¢do respiratéria causada por virus respiratrios em
criancas com cardiopatia congénita atendidas no Hospital Sdo Paulo (HSP-UNIFESP) e criancas sem fatores de risco para
infeccdo por virus respiratérios (NASF-HSP-UNIFESP).

Para a realizagdo deste estudo € necessdria a utilizagdo de secrec¢do nasal das pessoas atendidas nos servicos de satide para
cardiopatas congénitos e criangas sem fatores de risco para infecg¢@o por virus respiratorios. A coleta desse material € feita através
de aspiragdo da secre¢do nasofaringea com sonda ou swab nasal por enfermeiro, médico ou profissional da saude devidamente
treinado para tal procedimento.

Este estudo € considerado de risco minimo para o paciente e a coleta é rdpida, indolor e como descrito, realizada por
profissional apto e ndo requer nenhum procedimento invasivo.

Todos os dados obtidos sobre os voluntarios nesse estudo serdo confidenciais e serdo utilizados com fins estritamente
cientificos.

A participag@o nessa pesquisa € totalmente voluntdria e a sua recusa ndo acarretard em qualquer prejuizo ou vantagem
profissional nessa instituicdo, podendo o participante desligar-se do estudo em qualquer momento. As conclusdes obtidas nesse
estudo ndo serdo utilizadas em outro trabalho sem o seu consentimento.

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros individuos, ndo sendo divulgada a identificagdo de
nenhum dos participantes. Se tiver interesse, poderd manter-se atualizado dos resultados obtidos junto aos pesquisadores.

Permitindo a realizacdo de exames em suas amostras coletadas, vocé ndo serd favorecido diretamente, pois trata-se de um
estudo experimental, mas estard contribuindo para que outras pessoas possam futuramente ser beneficiadas.

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais ddvidas. O principal investigador é a Dra. Janete Kamikawa, que pode ser encontrada no endereco: Rua Pedro de
Toledo, 781, 15° andar, frente, ou pelo telefone (11) 5081-5391. Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572, 1° andar, cj. 14, tel. 5571-1062, Fax
5539-7162, ou por meio do e-mail: cepunifesp@epm.br .

E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer
prejuizo e continuidade de seu tratamento na institui¢do.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito dos dados que li ou que foram lidos para mim, descrevendo a
presente investigacdo: “ESTUDO DE INFECCAO POR VIRUS RESPIRATORIOS EM PACIENTES PEDIATRICOS COM
CARDIOPATIA CONGENITA E PACIENTES SEM FATORES DE RISCO PARA INFECCAO POR VIRUS RESPIRATORIOS”.
Eu discuti com os pesquisadores deste estudo sobre a minha decisdo em participar do mesmo. Ficaram claros quais os
propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a
tratamento hospitalar quando necessdrio. Concordo voluntariamente em participar do estudo e poderei retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes, durante ou depois do mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal

*Assinatura da testemunha
(*Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncias

auditiva e/ou visual).
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8.3. Termo de consentimento livre e esclarecido

“Ocorréncia de Virus Respiratérios em Adultos, profissionais de saide sintomdticos e
assintomaticos atendidos do Nicleo de Atendimento a Satide do Funcionario ( NASF) do
complexo Hospital Sao Paulo/UNIFESP”

O presente estudo tem como objetivo estudar a ocorréncia de infecgdo respiratéria causada por Virus Respiratérios
Humanos em adultos, profissionais de satide sintomdticos e assintomdticos do Niicleo de Atendimento a Satide do Funciondrio (
NASF) do complexo Hospital Sdo Paulo/UNIFESP.

Para a realizagdo deste estudo € necessdria a utilizagdo de secre¢do nasal das pessoas atendidas no referido servigo de
saude. A coleta desse material é feita através de coleta da secrecdo nasofaringea por profissional da drea de saide devidamente
treinado para tal procedimento.

Este estudo é considerado de risco minimo para o paciente e a coleta € rdpida, indolor e como descrito, realizada por
profissional apto e ndo requer nenhum procedimento invasivo.

Todos os dados obtidos sobre os voluntirios nesse estudo serdo confidenciais e serdo utilizados com fins estritamente
cientificos.

A participag@o nessa pesquisa € totalmente voluntdria e a sua recusa ndo acarretard em qualquer prejuizo ou vantagem
profissional nessa institui¢do, podendo o participante desligar-se do estudo em qualquer momento. As conclusdes obtidas nesse
estudo ndo serdo utilizadas em outro trabalho sem o seu consentimento.

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros individuos, ndo sendo divulgada a identificacdo de
nenhum dos participantes. Se tiver interesse, poderd manter-se atualizado dos resultados obtidos junto aos pesquisadores.

Permitindo a realizacdo de exames em suas amostras coletadas, vocé ndo serd favorecido diretamente, pois trata-se de um
estudo experimental, mas estard contribuindo para que outras pessoas possam futuramente ser beneficiadas.

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais ddvidas. O principal investigador € a Dra. Nancy Bellei, que pode ser encontrada no endere¢o: Rua Pedro de Toledo,
781, 15° andar, frente, ou pelo telefone (11) 5081-5391. Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572, 1° andar, cj. 14, tel. 5571-1062, Fax 5539-
7162, ou por meio do e-mail: cepunifesp@epm.br .

E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer
prejuizo e continuidade de seu tratamento na instituicio.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito dos dados que li ou que foram lidos para mim, descrevendo a
presente investigacdo: “OCORRENCIA DE VIRUS RESPIRATORIOS EM ADULTOS , PROFISSIONAIS DE SAUDE
SINTOMATICOS E ASSINTOMATICOS DO SERVICO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO COMPLEXO HOSPITAL
SAO PAULO/UNIFESP”. Eu discuti com os pesquisadores deste estudo sobre a minha decisdo em participar do mesmo.
Ficaram claros quais os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas e que
tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessdrio. Concordo voluntariamente em participar do estudo e
poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes, durante ou depois do mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal

*Assinatura da testemunha

(*Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncias auditiva e/ou visual.)
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8.4 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de adultos, transplantado Renal 2001-

2005.

Termo de Consentinento livee ¢ Bsclirecido

INVES TTGACAO DA METODOLOGIA I’.Ml()lh‘\illllll\l.
DE DETECCAO DEINFECCAO PELO VIRUS INFLUENZA

Q) presente estudo tem gong objelivo iy
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8.5 Questionario clinico Criangas da Creche e Criangas do Pronto Atendimento

Data: / /

Ficha para atendimento médico

Pronto-atendimento

12 participagéo no estudo: [ | Sim [ ]Nao
Paciente: Identificacdo
Nome: RG:
Data Nasc. |dade: Sexo: 0 M 0 F
Telefone: ( ) Horario:
Freqlienta: Escola Creche Bergario
Paulistinha . . Em casa .
Resp. pelo paciente:
Paciente: Quadro clinico atual
Prematuridade: Sim Nao
Peso atual: Peso ao nascimento:
Febre: |:| Sim |:| Néo Dias:
Secregao nasal: |:| Sim |:| Nao Dias:
Tosse: |:| Sim |:| Nao Dias:
Dispnéia: []Sim []Nao Dias:
Chiado: [Jsim [JNao Dias:
Cianose: (sim [JNao Dias:
Indicag&o de internagao: []sim []Nao
Diarréia |:| Sim |:| Néo Dias:
Vacinagao Influenza |:|Sim DNéo Ano:
RX torax: Normal Hiper-expansao Infiltrado Condensacao
H [] ] 0
Familiares
Profissional de satde na familia: []Sim [ IN&o contato direto com paciente S N
Familiar com sintomas: U Sim UJ Nao
Irméos: O Sim [ Nao Idade:
Vacinacao Influenza 0 Sim 0 Nao Ano:
U UJ
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8.6 Questionario clinico pacientes da Cardiopatia Congénita

IMF CARDIO

Ficha para atendimento médico

Cardiopatia Congénita e virus respiratério  pata: /]
12 participagéo no estudo: [ | Sim [ ]Nao

Paciente: Identificacao
Nome: RG:
Data Nasc. ldade: Sexo: 0 M 0 F
Telefone: ( ) Horario:
Frequenta: O Escola O Creche O Bergario
Procedéncia - ambulatério - Enfermaria
Resp. pelo paciente:

Paciente: Quadro clinico atual
Prematuridade: Sim Néo
Peso atual: Peso ao nascimento:
Febre: |:|Sim |:| Nao Dias:
Secrecgao nasal: |:| Sim |:| Nao Dias:
Tosse: |:| Sim |:| Néo Dias:
Dispnéia: []Sim []Nao Dias:
Chiado: [Jsim [JNao Dias:
Cianose: |:| Sim |:| Ndo Dias:
Indicag&o de internagéo: []sim [ ]Nao
Diarréia D Sim |:| Nao Dias:
Vacinagao Influenza |:|Sim DNéo Ano:
RX térax: |:| Normal |:| Hiper—expanséoD Infiltrado |:| Condensacao

Paciente: Diagnostico
[] IVAS infecgao vias aéreas superiores [ ] IVAS infecgdo vias aéreas inferioreg

Profissional de salde na familia: Sim O N&O cContato direto compaciente S N
Familiar com sintomas: O Sim O Nao

Irmaos: [sim [ Nao Idade:

Vacinagao Influenza - Sim - Nao Ano:
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8.7 Questionario clinico dos Profissionais de Salude

ORIGEM :

Ficha de protocolo investigacdo sindrome gripal

Paciente |:| Data de coleta I:I

Cca <5 anos residéncia [ sim [ nao |
Inicio dos sintomas
febre | sim | ndo |
Sintomas Respiratérios | tosse | Coriza/obstr | Dor garg |
Sintomas gerais: | cefaléia | mialgia | calafrios |
Doengas de base
Cardiopatia [ sim [ nao |
Pulmonar [ sim | nao |
Diabetes | sim | nao |
Hipertensdo | sim [ nao |
Tabagismo | sim | nao |
Outros
Vacina sim nao
Local de Trabalho:
Contato com direto com paciente sim néo
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8.8. Questionario clinico pacientes do Transplante de Medula Ossea.

Laboratorio de Virologia — UNIFESP
Teste para Virus Respiratorios

“Arrnernnin
LI Essmassil
NeRH | | LEITO | | DATA |
NOME
ORIGEM Enfermaria [ ] Ambulatério [ ]
IDADE | |  SsExo | |
TIPO DE AMOSTRA
LAVADO [ ] ASPIRADO [ ] OUTRO
CONTATO COM CRIANGA SIM L] NAO L1
CONTATO COM SINTOMATICOS SIM C 1 NAO L1
DATA INICIO SINTOMAS : / /
FEBRE SIM [ ] NAO [ ]

] CORIZA/OBSTR.
SINTOMAS RESPIRATORIOS: TOSSE
DOR DE GARGANTA

CEFALEIA
_ MIALGIA
SINTOMAS GERAIS: CALAFRIOS
DISPINEIA
DOENCA DE BASE:
HEMATOLOGICO [ ] PULMONAR
QUAL? DIABETES
NEUTROPENIA sm [ ] NAO[ ] TABAGISMO
CARDIOPATIA

VACNAFLU gy —] N0 [

HIPERTENSAO

OUTROS

Autélogo L]
™o: Nao [ 1  swm [ ] Alogénio —

MEDICO SOLICITANTE
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8.9 Questionario clinico dos Transplantados renais e adultos do pronto atendimento
ORIGEM :

Ficha de protocolo investigagédo sindrome gripal

nimero :] Paciente :] Data de coleta :]
idade [ ] seo [ ]

Cga <5 anos residéncia [ sim [ ndo |

Inicio dos sintomas

febre [ sim [ nao |
Sintomas Respirat6rios [ tosse [ Coriza/obstr | Dorgarg |
Sintomas gerais: [ cefaléia | mialgia [ calafrios |
Doengas de base
Cardiopatia [ sim [ nao ]
Pulmonar [sim [ ndo |
Diabetes [ sim [ ndo |
Hipertensao [ sim [ nao |
Tabagismo [ sim | nao ]
QOutros
Vacina sim nao

Tempo de transplante



9. Co-morbidades mencionadas espontaneamente pelos participantes do estudo.

As co-morbidades de hipertensao (27%) e a rinite alérgica (23%) foram as mais
citadas pelos préprios participantes, principalmente no grupo dos profissionais de
saude.

Na populagdo das criangas da cardiopatia, as pneumopatias também foram
mencionadas por algumas méaes(11), e a comorbidade mais frequente foi
especialmente a bronquiolite (27%).

Legenda

Pergunta nao incluida no questionario.

Resposta negativa incluida no questiondrio

Co-morbidade*:

Bronquite - - - - 1 1
Bronquiolite
Pneumonia
Broncoespasmo
Asma
Broncodisplasia
Resfriado comum
Hipertensao - - - 4 7 13
Sinusite .
Rinite alérgica
Diabetes
Aids/pneumonia
Sinusite/rinite
Hipertensao e cardiopatia - - - 1 1 1

- = N N N W

-
[é,]

Hipertensao/car/diab/pneumo

Hipertensao/ rinite 2 1

Hipertensao/sinusite 1

Hipertensao/bronquite 1
2

Hipertensao/Diabetes
Hipertensao/diab/Sinus/rinite
Diabetes/cardio
Diabetes/cardio/hipertensao
Diabetes/cardio/pneumo
Rinite/talasse
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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