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RESUMO

As infeccdes respiratdrias agudas sdo as doencas mais comuns em todos 0s
individuos. Os virus influenza A e B tém sido relatados como a etiologia de
mais de 50% das infecc¢des respiratorias agudas em todo o mundo. Este estudo
teve como objetivo descrever o perfil epidemiolégico e demografico dos casos
de pacientes com doencas respiratrias aguda causadas pelo virus influenza A
e B na comunidade de Guarapuava. Foram coletadas 144 amostras de
secrecdo nasal de pacientes com sintomas de infeccdo respiratoria atendidas
no Posto de assisténcia priméaria a saude da Vila Carli, em Guarapuava-PR,
durante o periodo de dois invernos consecutivos. Para investigacdo da
ocorréncia do influenza A e B foi padronizada e aplicada a metodologia de
reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR).
As infeccbes respiratorias foram caracterizadas pela presenca de: coriza
(95,81%) e tosse (74,31%), sendo que os pacientes foram atendidos com
mediana de 4 dias desde o inicio dos sintomas. Entre as principais
comorbidades que os pacientes sintomaticos relataram constam a hipertenséo
(%) e diabetes (%), sendo que 32% dos pacientes estavam imunizados contra
influenza. E a metodologia RT-PCR padronizada foi aplicada nas amostras, no
entanto, foram detectados casos de infeccdo respiratéria por influenza B
apenas em trés pacientes com sintomas respiratorios na cidade de
Guarapuava- PR, o que prejudicou a descricdo dos quadros clinicos,
associacdo de fatores de risco e utilizagdo de medicamentos nos casos
infectados. Com isto sugerem que deve ser dada mais atencédo aos patégenos
virais, aumentando os cuidados de salde durante a temporada de gripe,
principalmente nesta regido do Parand, visto que é uma regiao fria, para obter

um diagndstico mais preciso dessa populagéo.

Palavras chaves: infecgdo respiratoria, influenza, diagnostico



ABSTRACT

Acute respiratory infections are the most common disease in all individuals.
Influenza viruses A and B have been reported as the etiology of more than 50%
of acute respiratory infections worldwide. This study aimed to describe the
epidemiological and demographic profile cases of patients with acute
respiratory illness caused by influenza A and B in Guarapuava community. We
collected 144 samples of nasal secretions from patients with symptoms of
respiratory infection treated at primary care Desk's health Vila Carli, in
Guarapuava-PR, for a period of two consecutive winters. For investigation of
the occurrence of influenza A and B was standardized and applied to
polymerase chain reaction methodology preceded by reverse transcription (RT-
PCR). Respiratory infections were characterized by the presence of: rhinorrhea
(95.81%) and cough (74.31%), and patients were treated with a median of 4
days from the onset of symptoms. Among the comorbidities main symptomatic
patients reported listed Hypertension (%) and diabetes (%), and 32% of patients
were immunized against influenza. And the standard RT-PCR methodology was
applied to the samples, however, they were reported cases of respiratory
infection, influenza B only in three patients with respiratory symptoms in the city
of Guarapuava- PR, which detracted from the description of clinical conditions
associated factors risk and use of drugs in infected cases. With this suggests
that more attention should be given to viral pathogens, increasing health care
during flu season, especially in this region of Parana, since it is a cold region,

for a more accurate diagnosis of this population.

Keywords: respiratory infection, influenza diagnosis
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas Respiratorias

As infeccOes respiratorias agudas (IRA) sdo as principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, especialmente em criancas
durante os primeiros anos de vida (OSTERHAUS, 2008). A faixa etéria
pediatrica é o principal grupo afetado por IRA, que ocorrem 3-8 vezes por ano
em lactentes e criancas jovens, com incidéncias variando inversamente a idade
(BRYCE et al., 2005; BEZERRA et al., 2011). No entanto, crian¢as pequenas,
idosos e pacientes imunodeprimidos podem desenvolver complicagbes como a
pneumonia, que pode ocasionalmente ser fatais (MONTO, 2002; RICCETTO et
al., 2009).

Estima-se que nos Estados Unidos da América (EUA) ocorram mais de
200 milhdes de episodios, resultando em mais de 5 milhdes de pneumonias em
pessoas de todas as idades. As estimativas apontam para consequéncias
sociais e econdmicas ainda maiores, com aproximadamente 100 milhdes de
dias de trabalho perdidos por adultos infectados e mais de 90 milhdes de dias
em absenteismo escolar de criancas devido a essa doenca (NEUZIL et al.,
2001).

Ha& mais de 200 virus antigenicamente distintos o que leva de forma
esporadica varios episodios de infec¢Bes do trato respiratério durante o ano,
podendo uma mesma pessoa apresentar mais de um episédio de infeccdo ao
decorrer do ano (MACKIE, 2003). Os virus mais comumente associados com
IRA sao virus influenza A e B (IVA e IVB), virus sincicial respiratério (VSR),
virus parainfluenza (PIV 1-4), adenovirus humano (HAdV), rinovirus humano
(HRV), coronavirus humano (HCoV) e enterovirus (EV) (ARRUDA et al., 2006).
Desde 2001, novos virus foram detectados em casos de IRA, tais como
metapneumovirus humano (hMPV) (VAN DEN HOOGEN et al., 2001); dois
novos tipos de HCoV, HKU1 e NL63 (VAN DER HOEK et al., 2004, WOO et al.,
2005) e bocavirus humano (HBoV) (ALLANDER et al., 2005).

O virus influenza ganhou destaque a partir da grande pandemia de
1918, sendo preocupacao constante da Organizacdo mundial de Saude (OMS).

E o impacto econdmico das epidemias de Influenza é consideravelmente alto,
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nos paises industrializados o custo total estimado € de 10 — 60 milhdes de
dolares por milhdo de pessoas (JANSEN et al., 2007). Estimativas de dados
norte-americanos apontam que cerca de 31 milhdes de atendimentos em
servicos de saude primaria como o responsavel direto o virus influenza. Toda
essa demanda de servicos e recursos da area de saude resulta em custos
diretos e indiretos estimados em mais de 80 bilhdes de dolares americanos
(LEE., 2007).

Nos paises em desenvolvimento, as IRAs tém um grande impacto na
populacdo em geral. Elas s@o a primeira causa de morte nos paises de baixa
renda e a quarta em paises de renda média, como o Brasil (RICETTO et al.,
2009). No Brasil, em 2004, a mortalidade por causas de IRA foi de cinco para
cada 1000 criancas, ficando em segundo lugar se excluidas as causas
perinatais e malformacfes congénitas. No ano de 2005, ocorreram em torno de
575.000 internagcBes por doenca respiratéria em criangcas menores que cinco
anos de idade, sendo 185.000 na regido Sudeste. Somente no periodo de
janeiro a setembro de 2006, os gastos do Ministério da Saude foram de 135
milhdes de reais com internacdes por bronquiolite e pneumonia em criancas
menores de cinco anos de idade (PECCHINI, 2008).

No Brasil, segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude, as complicacfes decorrentes da infeccdo por Influenza nos pacientes
idosos foram responsaveis por cerca de 140.000 interna¢cBes hospitalares ao
ano, durante o periodo de 1995 a 2001 (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2004).

1.2 Histérico do Virus Influenza

O nome “influenza” é a forma italiana do latim influencia que se utilizou
no século XV (MURPHY & WEBSTER, 1996). No século passado, houve
guatro grandes pandemias IVA: 1918 H1IN1 da gripe "espanhola”, a gripe
"asiatica” H2N2 em 1957, o H3N2 da gripe "Hong Kong", em 1968, e, mais
recentemente, uma pandemia de gripe HIN1 (H1IN1pdm) em 2009 (WEBSTER
& GOVORKOVA, 2014).

Estima-se que tenham ocorrido mais de 200.000 6bitos em durante os
12 meses iniciais da pandemia de HIN1 em 2009 (DAWOODS, 2012). Foi
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inicialmente diagnosticada no México, em abril do mesmo ano, e espalhou-se
rapidamente, sendo que j& em junho a Organizacdo Mundial da Saude elevou o
alerta de pandemia para o nivel maximo — nivel 6 (GIRARD et al, 2010).
Segundo a atualizacdo n° 77 da OMS, até 29 de novembro de 2009, um total
de 207 paises e territérios notificaram casos confirmados laboratorialmente de
influenza pandémica H1N1/2009, incluindo 8.768 oObitos. No comparativo de 15
paises com maior numero de 6bitos, o Brasil estava na 62 posicdo na taxa de
mortalidade. Até novembro de 2009, foram confirmados laboratorialmente
24.729 casos de influenza no Brasil, sendo que 91% pela influenza pandémica
HIN1/2009 e 9% (2.164/24.729) pela influenza sazonal; no Canada, a
proporcao foi de 97% e nos EUA de 99%. A taxa de incidéncia por Influenza
pandémica H1N1/2009 foi de 12 casos para cada 100 mil habitantes (BRASIL,
2010). Na data de 18 de abril de 2010, 214 paises jA possuiam casos
confirmados de contaminacéo pelo virus. No ano de 2010, a OMS declarou o
fim da pandemia de influenza A H1IN1/2009, mas sabe-se que o virus continua

a circular como virus sazonal.

1.3 Caracterizagéo do Virus Influenza

A caracteristica do virus influenza em sofrer variagdes antigénicas
frequentes e imprevisiveis, o coloca em posi¢ao de destaque entre as doencgas
emergentes (COX, 1998). O virus Influenza é também denominado de
Myxovirus influenzae e pertence a familia Orthomyxoviridae (SHOPE, 1931)
sdo particulas envelopadas de RNA de fita segmentada simples e sentido
negativo (JONG et al, 2000) e subdividem-se em trés subtipos A, B e C, do qual
os subtipos A e B sdo mais relevantes em humanos, mas infectam animais
também. E o subtipo C, exclusivo em humanos, mas nao € relevante. Dentre os
trés, o virus da Influenza A é o que apresenta a maior variabilidade e o maior
potencial infeccioso (FORREST & WEBSTER, 2010; MCHARDY, 2009;
SULLIVAN et al., 2009; SHOPE, 1931). Isto justifica o fato do virus influenza
causar epidemias anuais recorrentes e com menos frequéncia as pandemias.

O virus influenza A, com sua alta capacidade de adaptacao induz a altas
taxas de mutacdo durante a fase de replicagdo, sendo subdivididos e
classificados de acordo com as diferengas de suas glicoproteinas de superficie,
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denominadas hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA). Atualmente, é
conhecida 16 variantes de hemaglutinina (HA) e 9 variantes de neuraminidase
(NA) (CUNHA, 2004). O que permite caracterizar as diferentes cepas isoladas
€ as variantes antigénicas da HA e da NA, alguns subtipos sao conhecidos,
como H1N1, H2N2, H3N2, ocorrem na forma de epidemias em seres humanos
(LAMB E KRUG, 2001; NICHOLSON et al., 1998).

As cepas de virus influenza coletadas nas varias regides do globo séo
classificadas e catalogadas por intermédio de um codigo oficial da OMS que se
baseia em: género do virus (A, B ou C); localizacdo geografica do primeiro
isolamento (p.e. Califérnia, Texas, Taiwan, Beijing ou Sydney); nimero da
linhagem, ano e o subtipo da linhagem viral (HANNOUM, 1995). Assim, a cepa
A/Sydney/5/97 (H3N2) € uma variante do tipo A, de origem humana, isolada na
cidade de Sydney em 1997, com antigenos de superficie H3 e N2. Como
também, a cepa A/Califérnia/04/2009(H1N1), por ter a linhagem de influenza A
HIN1 causadora da pandemia de 2009 ter sido isolada na Califérnia, em
meados de 2009 (NICHOLSON et al., 1998; MCHARDY, 2009).

Além das glicoproteinas (HA e NA) ha proteinas que os segmentos de
RNA do virus influenza A codificam, desempenhando na célula infectada o
papel de RNA mensageiro, por apresentar polaridade negativa a fita de RNA
complementar ao genoma: trés polimerases (PB1, PB2 e PA), nucleoproteina
(NP), proteinas da matriz M1) e canal ibnico (M2), e proteinas néo-estruturais
(NS1 e NS2) (Figura 1). Os virus Influenza A e B possuem oito segmentos,
enguanto os do tipo C possuem sete. Os segmentos de RNA codificam de oito

a dez polipeptidios, em sua maior parte sdo de proteinas estruturais (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas do virus influenza: subtipos A, B e C.

INFLUENZAA INFLUENZA B INFLUENZA C
Genoma 8 segmentos 8 segmentos 7 segmentos
Estrutura 11 proteinas 11 proteinas 9 proteinas
Hospedeiro Humanos, Humanos Humanos, suinos
animais
Evolugao Antigenic shift e | Antigenic drift Antigenic drift
genética drift
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Fonte: Adaptado do Consenso para o Tratamento e Profilaxia da Influenza (Gripe) no Brasil,

Almeida F.J. e colaboradores.

Cada segmento de RNA estéa associado a um complexo de transcricédo e
replicacdo constituida pelas proteinas PB1, PB2 e PA (ou P3 para os virus do
tipo C), ainda ha a nucleoproteina (NP) que assegura a coesao na formacgéo da
ribonucleoproteina (RNP) (MOTTA, 2002). A hemaglutinina (HA) que possibilita
a ligacdo do virus aos receptores de acido sialico da célula hospedeira e a
fusdo entre as membranas viral e endossomal para a entrada do virus na
célula; as polimerases basica 1 (PB1l), basica 2 (PB2) e acida (PA) e a
nucleoproteina (NP), responsaveis pela replicacao e transcricdo do RNA viral; a
proteina da matriz (M1), que preenche o interior viral que lhe confere rigidez; e
a proteina neuraminidase (NA) que é responsavel pela saida do virus da célula,
removendo dos receptores celulares as glicoproteinas (hemaglutininas) de
superficie do virus.

O envelope consiste em uma dupla camada fosfolipidica, originaria da
célula hospedeira, estando associado pela camada interna a proteina M1 que
lhe confere rigidez. O envelope apresenta a proteina transmembrana M2 para
0s virus tipo A, NB para o tipo B e CM2 para o tipo C, todas apresentando um
papel de bomba de prétons. A proteina de exportacdo nuclear (NEP)
(antigamente denominada NS2) estd associada a proteina M1, mediando a
exportacdo das RNPs para o nucleo da célula no curso da infeccdo. A proteina
NS1, presente somente em células infectadas, inibe a ativacdo de proteinas
ativadas por interferon e regula a expressdo de mensageiros celulares e virais
por diversos mecanismos (HAYDEN & PALESE, 1997).
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Influenza A virus
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura do virus da influenza, com
a visualizacdo das proteinas hemaglutinina (HA), neuraminidase (NA) e M2
(canal 16nico), membrana, complexo da RNA polimerase (M1) e complexo de
nucleoproteina (NP e RNP), além de todos os genes (numeros 1 a 8) que
compbées o virus da infuenza A e B. Nota: Adaptado

(http://www.vetscite.org/publish/articles/000041/img0002.jpg)

1.4 VariacBGes antigénicas

As constantes variacdes do virus influenza ocorrem devido a sua
capacidade de sofrer adaptacdes, tais variacbes se devem a mutacdes
pontuais nos segmentos do genoma viral que resultam em mudancas nos
aminoacidos que compdem as glicoproteinas de superficie, particularmente na
hemaglutinina. Surgem, entdo, novas variantes virais capazes de escapar da
imunidade estimulada por infeccdo ou vacinacdo (COX et al.,, 1998; COX et
al.,1999). Podendo ser menos acentuadas, (“Drift antigénico”) que ocorrem, em
média, a cada dois a trés anos, que é 0 que causa as epidemias localizadas
(Influenza A e B), ou a capacidade de rearranjar oito segmentos do RNA viral
(“Shift antigénico”), que em geral ocorre com o virus da Influenza do tipo A
(Figura 2). Esse rearranjo acontece em meédia a cada dez anos, e esta
associado com as pandemias (BEBY-DEFAUX et al., 2003).
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As variacdes antigénicas maiores sdo aquelas associadas a completa
substituicdo de um ou de todos os segmentos do genoma viral, que controlam
a producédo de glicoproteinas de superficie ocasionando a mudanga em seus
aminoacidos. Essas alteracbes se devem ao reagrupamento entre virus
humanos e virus que infectam outras espécies animais, e estao relacionadas
com a segmentacdo do material genético que facilita sua recombinacdo com o
material genético de outros virus influenza sempre que ocorrem infeccdes
mistas (FORLEO-NETO, 2003). Quando ocorrem grandes variacfes
antigénicas, a maioria da populacédo ndo tem imunidade para 0s novos virus e
a doenca dissemina-se rapidamente, afetando individuos de todas as faixas
etérias. Uma das dificuldades para o controle da disseminacdo dos virus
influenza se da pela existéncia de diversos reservatorios animais,
especialmente aves e mamiferos, possibilitando o reagrupamento entre genes
de virus que infectam seres humanos e animais. Estes fatores explicam, a
grande capacidade deste virus em causar frequentes epidemias nas
populacdes atingidas, pois o impacto das epidemias de influenza é reflexo da
interacdo entre a variacdo antigénica viral, o nivel de protecdo da populacao
para as cepas circulantes e o grau de viruléncia dos virus.

Essas alteracdes decorrem do reagrupamento entre o virus circulante
em humanos e aquele que infecta diferente espécie de animais, gerando uma

recombinacéo.

-0 © -0

Mutacao Antigenic drift

Mutacéo Antigenic shift

Figura 2: Mutacdes antigénicas; pequenas mutacdes (antigenic drift) e a
formacdo de novas cepas originando novas linhagens (antigenic shift). Nota:

Adaptado: Dissertacdo de Mestrado de Ronaldo Ferreira Dias, 2011.
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Quando dois virus influenza de linhagens diferentes entram na mesma
célula, o rearranjo é um possivel mecanismo de atuacdo do virus com apenas
algumas combinacdes geram virus viaveis capazes de serem transmitidos
(DAWOODS, 2012). Um exemplo disto é o subtipo da influenza HIN1 aviario
gue passou a circular tanto em humanos quanto em porcos, surgindo novas
linhagens infectantes.

Portanto, a taxa de mutacdo elevada, resulta em uma variacédo
antigénica significativa na hemaglutinina imunodominante (HA) e proteinas
(NA) da neuraminidase. Devido ao seu genoma segmentado, pode sofrer
rearranjo genético (os deslocamentos antigénicos), resultando em novas cepas
com o potencial de transmitir rapidamente entre os seres humanos, e assim

provocar uma nova pandemia.

1.5 Transmissao

O virus influenza é de facil transmissdo e de distribuicdo global o que
causa rapidas infec¢des. Sua transmissdo ocorre pelo contato direto com o
individuo doente, através de secrecdes respiratérias contendo o virus, 0s quais
sdo espalhados por pequenas particulas de aerossol expelidas ao falar, ao
espirrar ou tossir, e a inalacdo destes aerossois leva a sua disseminacdo a
individuos susceptiveis (BEBY-DEFAUX et al., 2003; HAYDEN & PALESE,
1997; CHAKRAVERTY et al., 1986).

ApOs o contato com o virus, o periodo de incubacao é um a quatro dias,
caracterizada como doenca autolimitada, porém uma vez infectado o virus vai
aos pulmbes, onde se replica nas células epiteliais colunares do trato
respiratorio e, a partir deste local se mistura as secrecbes respiratorias,
podendo assim infectar outras pessoas. Outra forma de transmisséo é por meio
das maos, apdés contato com superficies recentemente contaminadas por
secrec¢des respiratérias de um individuo infectado, as maos podem carregar o
agente infeccioso diretamente para a boca, nariz e olhos (Ministério da Saude,
2009).
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1.6 Manifestacdes clinicas

Em sua maioria é caracterizada por um quadro agudo e autolimitada,
podendo comprometer as vias areas superiores e inferiores (MONTO, 1995).

Entre os sintomas que caracteriza a infeccao por virus influenza, esta a
instalacao abrupta de febre alta, em geral acima de 38°C, com duracédo de 1 a
3 dias e pico nas primeiras 24 horas. Também sdo observadas as
manifestacbes clinicas como mialgia, secrecdo nasal, dor de garganta,
prostracdo, dor de cabeca e tosse seca, e em menor frequéncia nauseas,
dores abdominais e diarreia (NICHOLSON, 1998). A presenca de febre
acompanhada de manifestacdes respiratorias e sintomas sistémicos auxilia
muito na distincdo da influenza de outras infeccBes respiratérias como o
resfriado comum, porém ndo sao suficientemente especificos para um
diagnostico totalmente seguro sem confirmacdo laboratorial apenas pela
apresentacao clinica dos pacientes (CDC, 2001). O que permite um controle
adequado da infeccéo, incluindo o inicio da terapia antiviral, quando possivel,
medidas de suporte para 0s pacientes com maior risco de complicacées ou até
medidas de controle de infec¢do para os hospitalizados.

Nas pessoas saudaveis, a presenca dos sintomas tem duracdo de uma
a duas semanas, e as consequéncias da mesma sao geralmente moderadas.
Por outro lado, o impacto em idosos ou individuos portadores de doencas
cronicas pode ser mais grave, resultando muitas vezes no desenvolvimento de
pneumonia viral e bacteriana, ou h& agravamentos da saude tendo a
necessidade de hospitalizacdo (OXFORD,1998).

A infeccao por virus respiratorio agudo severo pode induzir sindrome da
doenca respiratéria do adulto (SARA), que esta associada com disfuncéo
epitelial-endotelial significativa e excessiva, capazes de induzir uma forte
resposta inflamatdria, que causa danos significativos nos pulmdes e a

reestruturacao definitiva da arquitetura pulmonar. (SHORT et al., 2014).

1.6 Epidemiologia e Vigilancia Epidemioldgica

Virus da gripe € um agente respiratorio altamente contagioso que afeta

individuos de todas as idades e desempenha um importante papel a nivel
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mundial, causando epidemias, principalmente durante o outono e inverno
(FALSEY et al.,, 1995). Ele conduz eventualmente a pandemias que séo
responsaveis por um grande numero de mortes (COX et al., 1999). De acordo
com dados do Centro para o Controle e Prevencao de Doencas, a gripe e suas
complicacfBes sédo a sexta causa de morte entre as criangcas mais jovens de 4
anos. Além disso, 114 mil pessoas sdo hospitalizadas e 36.000 pessoas
morrem nos Estados Unidos todos os anos (DAWOODS, 2012).

Diversos estudos em todo o mundo tém destacado a importancia dos
virus nas infeccdes respiratérias agudas, o qual acomete todas as faixas
etarias, com diferentes quadros clinicos e niveis de gravidade. Tanto a taxa de
morbidade quanto a mortalidade podem variar ano a ano dependendo de
fatores virais do influenza, como as cepas circulantes, o grau de imunidade da
populacao geral e da populacdo mais suscetivel, entre outros.

Estudos mostram diferenca na sazonalidade do virus identificado, como,
na regido de clima temperado a incidéncia global IRAs virais aumenta nos
meses de inverno, e nas regifes de climas tropicais ha maior incidéncia nos
meses mais chuvosos, devido a sua alta umidade (KIM et al., 2000; ARRUDA
et al., 1991; MOURA et al., 2003).

Em decorréncia as epidemias anuais de gripe e ao risco de novas
pandemias, o monitoramento epidemiolégico do virus influenza € de
fundamental importancia. Iniciada em 1947, a rede de vigilancia epidemiolégica
da gripe coordenada pela OMS inclui atualmente cerca de 110 Laboratérios
Nacionais de Influenza distribuidos em 80 paises, apoiados por quatro Centros
de Referéncia localizados em Londres, Atlanta, Melbourne e Toquio
(HANNOUN, 1995).

A OMS coordena uma rede mundial de vigilancia de influenza, cujo
objetivo é detectar e prevenir surtos de gripe, que ocorrem pela circulacao de
cepas dos virus em uma populacdo sem imunidade prévia (AULT, 2004;
KITLER et al, 2002; LAYNE et al, 2001; WEBBY & WEBSTER, 2003). Um
comité retne-se na OMS duas vezes ao ano para formalizar a recomendacgao
das cepas do virus influenza a ser incluidas na composi¢cédo da vacina, para
gue se obtenha a formulacdo adequada para a proxima temporada de gripe.

Desde 1977, a recomendacdo para a composi¢cao da vacina contra gripe tem
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incluido trés cepas virais: duas do tipo A, respectivamente dos subtipos HIN1 e
H3N2, e uma do tipo B (OMS, 2000).

No Brasil existem trés grandes institutos que se integram a esta rede de
vigilancia de influenza: o Instituto Oswaldo Cruz, no estado do Rio de Janeiro, 0
Instituto Evandro Chagas, no estado do Parad e o Instituto Adolfo Lutz, no
estado de S&o Paulo. A rede foi ampliada com a adesdo de LACEN de varios
estados. Mesmo assim, vigilancia da influenza no Brasil apresenta alguns
obstaculos, como abrangéncia ainda limitada das unidades sentinelas. (Rede
Nacional de Vigilancia da Influenza, parte do Ministério da Saude).

A vigilancia epidemiolégica no Brasil se faz por unidades sentinelas
distribuidas em todas as regides do pais, e de acordo com o Boletim
Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em Saude — Ministério da Saude, os
dados mais recentes do monitoramento de 2014 sdo até a 13° Semana
Epidemiol6gica. De 3097 amostras coletadas, 310 (10%) tiveram resultado
positivo para influenza ou outros virus respiratérios, sendo 52 positivas para
influenza A(H3N2), 29 para influenza A nao identificado o subtipo, 16 para
influenza B e 12 para influenza A(H1IN1)pdmQ9, dados retirados do Boletim
Epidemiolégico, 2013.

Em relacdo a distribuicdo geogréfica, a regido Sudeste registrou 0 maior
namero de casos de SRAG confirmados por influenza, representando 84,9%
(62/73) do total de casos notificados no pais, com destaque para o estado de
Sé&o Paulo (40). Nessa regido, predominaram os casos de influenza A(H3N2)
(28) e A(HIN1)pdmO9 (15) (OMS, 2014).

Quanto aos o6bitos foram notificados 205 6bitos por SRAG, dos quais
2,9% (06) foram confirmados para o virus influenza, 03 para o virus influenza
A(H3N2), 01 para influenza A(H1IN1)pdm09, 01 para influenza A sem
identificacdo do subtipo e 01 para influenza B. Os Obitos por influenza
ocorreram em individuos residentes em Minas Gerais (04), Rio de Janeiro (01)
e Mato Grosso do Sul (01). A idade dos individuos que evoluiram para 6ébito por
influenza, variou de 18 a 80 anos, com mediana de 55 anos. Destes, a maioria
(04) possuia pelo menos um fator de risco para complicacdo: idoso (03),
pneumopatias cronicas (03), diabetes mellitus (02) e doenca cardiovascular
cronica (02) (OMS, 2014).
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No Parana, o monitoramento das doencas respiratorias da Secretaria da
Saude Estadual é realizado através do Centro de Informagdo e Respostas
Estratégicas de Vigilancia em Saude (CIEVS) ou pelo Laboratério Central do
Estado do Parana (LACEN). A figura 3 demonstra a distribuicdo das doencas

respiratorias por faixa etaria no Parana no ano de 2013.
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Figura 3: Monitoramento das doencas Respiratorias pelo numero de casos de

MOmeno o CEON

influenza por subtipo, por faixa etaria no Parana, no ano de 2013. Nota:

Adaptado (Secretaria de Saude).
1.7 Imunizacéo

O estudo da gravidade e do risco do virus da gripe em criancas €
fundamental para a indicacdo e adocdo de medidas de controle da doenca, tais
como imunizagao. As medidas preventivas sdo extremamente importantes para
conter epidemias de gripe. Um deles, que tem mostrado um grande impacto € a
vacina multivalente formulada anualmente com os tipos e estirpes selecionadas
pelo virus da gripe (ATSUSHI et al., 2014).

As vacinas contra influenza séo inativadas, compostas por fragmentos
ou subunidades proteicas virais e, portanto, incapazes de causar gripe. Apés a
vacinacao, as reacdes adversas mais frequentes ocorrem no sitio de aplicacéao
da vacina, como dor e vermelhiddo no local da injecdo, presentes em até 15%

dos vacinados. Tais reacdes sao autolimitadas (24-48 horas) e habitualmente
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nao impedem o individuo de mover o braco ou realizar suas atividades
rotineiras. No entanto, apesar da clara evidéncia de que imunizagcéo reduz o
risco de infeccdo, a vacina é aplicada para os pacientes que pertencem aos
grupos de risco (BLOOM, 2010).

A Campanha de Vacinacdo preconizada pelo MS visa um pubico alvo
para a imunizacdo sendo formados por criangas de seis meses a menores de
cinco anos, pessoas com 60 anos ou mais, profissionais de saude, povos
indigenas, gestantes, puérperas (até 45 dias apos o parto), funcionarios do
sistema prisional e pessoas portadoras de doencas crénicas néao
transmissiveis, pois estas pessoas sdo mais vulneraveis a desenvolver a forma
grave da doenca (BINNICKER, 2015).

A maioria das criancas hospitalizadas pelo virus influenza né&o
pertencem aos grupos de risco especificos direcionados por recomendacdes
atuais, um terco sdo mais jovens de 6 meses de idade. O alvo de vacinagéo
para a populacao precisa ser reexaminado (MARTIN et al., 2013).

Segundo o Ministério da Saude, no ano de 2014, a meta de vacinacao
contra a gripe foi superada com uma cobertura vacinal de 86,32%, mais de 43
milhdes de pessoas foram vacinadas. A vacina € uma importante acéo de
prevencao da gripe, mas nao dispensa medidas béasicas de proteg¢édo, como
lavar as maos varias vezes ao dia, cobrir o nariz e a boca ao tossir e espirrar,
evitar tocar o rosto e ndo compartilhar objetos de uso pessoal.

Com a imunizacdo contra influenza ocorre beneficios econdmicos e
sociais, diminuindo as consultas médicas nos postos de atencdo primaria a
saude e quando utilizada em trabalhadores sadios evitando assim a auséncia
no trabalho ou a sua queda da produtividade relacionados aos surtos anuais de
influenza.

Ha também os medicamentos antivirais que sdo uma linha de defesa
contra o surgimento de cepas novas. Atualmente, duas classes principais de
medicamentos antivirais sdo aprovados para o tratamento de pacientes
infectados: a primeira classe de medicamentos antivirais como alvo o canal de
ion M2 (amantadanes), o que € importante para desencapsulamento do virus.
No entanto, amantadanes ja ndo sdo recomendados para a profilaxia ou
tratamento devido a resisténcia generalizada entre HIN1e H3N2 isolados (HAY
et al.,, 1985; STIVER, 2003; DAVIES et al., 1964). A segunda classe de



27

medicamentos antivirais tem como alvo o local enzimatico ativo da NA
proteinas da neuraminidase viral. Estes com ac¢é&o inibitoria, porém de eficacia
limitada, devido a necessidade de administracdo precoce (dentro de 48 h da
apresentacao de sintomas) para sua eficacia maxima (WATHEN et al., 2013;
SAMSON et al., 2013; BLOOM et al., 2010; STORMS et al., 2012).



28

1.8 Diagndstico

Apenas através das caracteristicas clinicas apresentadas pelo paciente
nao é suficiente para confirmar uma infeccéo por influenza visto que o quadro
clinico é similar aos outros virus respiratérios, tendo necessidade da suspeita
clinica ser confirmada por um diagnéstico laboratorial.

Dentre alguns diagndésticos o isolamento viral em cultura de células é
considerado o padréao-ouro, pois permite a recuperacdo de cepas virais para
posterior analise genética e antigénica (OSTERHAUS et al.,, 2008). Outra
metodologia de diagnéstico aplicados nos laboratérios de virologia clinica € a
cultura rapida (BEBY-DEFAUX et al., 2003), havendo os testes de detecc¢édo de
proteina viral podem ser realizados por imunofluorescéncia (IF) ou por uma
reacdo enzimatica (enzimaimunoensaio) ou pelo acumulo de particulas
coloridas (imunocromatogréafico) classificados como testes rapidos (BRYCE et
al., 2005).

Lembrando que os procedimentos apropriados de coleta, transporte,
processamento e armazenamento de espécimes sdo de fundamental
importancia no diagndstico da infeccao viral.

As técnicas de amplificacdo do &cido nucléico (Polymerase Chain
Reaction — “PCR”), usadas no diagndstico de viroses respiratérias tém se
apresentado com desempenho de alta sensibilidade e especificidade, sendo
uma técnica rapida, podendo identificar até mesmo linhagens mutantes
resistentes a agentes antivirais. Mas para ocorrer um bom desempenho deste
teste é preciso levar em conta os métodos: de extracdo de acidos nucléicos,
genes virais utilizados como alvo da deteccdo e variagcbes na tecnologia de
amplificacédo e sua deteccdo (CHOUDHARY et al., 2015).

O diagnastico de virus respiratorios com base no isolamento do virus, a
deteccdo de antigenos ou sorologia € muito demorado e, em alguns casos, tem
baixa sensibilidade (BECKMANN et al., 2015). Portanto, métodos moleculares
de diagndstico ou técnicas disponiveis comercialmente sao alternativas para a
obtencdo de resultados mais rapidos e maior sensibilidade e especificidade.
Esses métodos moleculares podem, potencialmente, reduzir a duracdo dos
hospitalizados e os custos de tratamento desnecessérios; além disso, eles
também podem contribuir para os programas de controle de infeccao hospitalar
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e podem ajudar a orientar a terapia (JANSEN et al., 2007; PECCHINI et al.,
2008).

O diagndstico laboratorial das infec¢des respiratérias agudas virais é
normalmente realizado através de técnicas convencionais, tais como testes de
cultura ou de deteccdo de antigeno, com as limitacdes relacionadas com o
atraso dos resultados e a disponibilidade de anticorpos monoclonais para o
virus recentemente identificado (ALLANDER et al., 2005). Os ensaios de PCR
tornaram-se uma importante ferramenta para a identificacdo de agentes
etiologicos nas IRA (BINNICKER et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia da infeccdo respiratdria aguda causada pelo
Virus Influenza em individuos sintomaticos nos atendimentos de servico de

assisténcia priméria a saude publica na cidade de Guarapuava-Parana.

2.2 Objetivos Especificos

a) Descrever o perfil epidemioldgico e demogréfico dos casos de
pacientes com doencas respiratérias aguda atendidos em servico primario de
salde publico de Guarapuava.

b) Padronizar a metodologia de RT-PCR para a deteccéo de Influenza A
e B em amostras de secrecao nasal,

c) Investigar a ocorréncia de infeccéo respiratoria aguda por Influenza e

descrever a apresentacao clinica e possiveis fatores de risco.
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3. METODOLOGIA

3.1 Populagéo do Estudo

Para o presente estudo foram utilizadas amostras de 144 pacientes que
referiam sintomas respiratérios agudos, no periodo de abril de 2013 a setembro
de 2014, que foram atendidos no Posto de Saude Vila Carli de assisténcia a
saude basica.

Este local foi escolhido para o estudo por tratar-se de servico de
assisténcia primaria a saude, situado na cidade de Guarapuava-PR. A inclusédo
dos casos ocorreu por declaracdo espontdnea de sintomas respiratérios
agudos aos pesquisadores.

O municipio de Guarapuava esta localizado na regido centro-oeste do
estado do Parana, tem uma de superficie de 3.177,598 Km? e encontra-se a
uma altitude média de 1098 m. O municipio possui uma populacdo estimada
em 175.779 habitantes em 2013, sendo essencialmente urbano, onde cerca de
90% da sua populacédo reside. O clima do municipio é subtropical imido, com
temperatura média anual de 16°C e com precipitacdo anual de 1.653,7mm. O
indice de desenvolvimento humano é 0,731, esta em 78° lugar no ranking do
estado (IPARDES, 2013).

A regido de Guarapuava se caracteriza por apresentar clima Subtropical
Mesotérmico Umido, tendo como principais caracteristicas a ocorréncia de
verdes frescos (temperatura média inferior a 22°C), invernos com eventos de
geadas severas e frequentes (temperatura média superior a 3°C e inferior a
18°C) e a auséncia de estagdo seca. A precipitacdo média anual da regido € de

aproximadamente 1800 mm.

3.2 Coleta das Amostras

A inclusdo dos individuos no estudo foi quanto a ocorréncia de doenca
respiratoria aguda com sintomas de gripe ou resfriado e que concordaram em
coletar amostras de secrecao nasal ou nasofaringea de casos suspeitos.

A coleta das amostras foi realizada durante os anos de 2013 e 2014,

houve a procura de pacientes durante o ano todo pelos pesquisadores, no



32

entanto nos meses de abril a setembro de ambos os anos, encontrou-se um
ndamero maior de pacientes. No momento da coleta da amostra clinica para a
deteccdo do agente etioldgico em laboratério, um pesquisador da equipe
abordou e explicou sobre o projeto para os participantes ou pais responsaveis,
quando crianca, e ap0s sua concordancia na participacdo do estudo e
assinatura que foi formalizada através de um consentimento livre e esclarecido
(Anexo 1), Cada paciente incluido no estudo foi questionado pelo pesquisador
guanto aos sintomas clinicos apresentados, além dos dados demogréficos e
fatores de risco associados a complicacdo da infeccao pelo RSV considerados
relevantes para o estudo, estes foram relatados no questionario pelo
pesquisador (Anexo 2).

Quanto ao quadro clinico, foram investigados: o tempo de inicio do
quadro respiratorio, sintomas; quais 0s sintomas respiratérios em geral tais
como febre, coriza, tosse, dor de garganta, cefaléia, mialgia e calafrios; a
presenca de co-morbidades como diabetes, hipertenséo arterial, tabagismo,
asma, doencas metabolicas, cardiopatias e gestacao; também foi questionado
aos pacientes quanto as terapias farmacoldgicas utilizadas e se houve
imunizagdo prévia para o virus influenza. Esses dados foram relatados pelos
participantes ao pesquisador do estudo no momento da coleta da amostra.

As amostras foram obtidas utilizando a técnica de swab nasal, que
consiste em inserir o swab (swab de Rayon) cerca de 2-3 cm na narina do
paciente, fazendo movimentos circulares em suas paredes. Apds, o swab foi
acondicionado em tubo tipo Falcon com 2ml de soro fisiologico a 0,9% de
salina, e devidamente identificados, sendo mantido em temperatura de
refrigeracdo (4° a 8°C) e encaminhado ao Laboratério de Virologia da
UNICENTRO, logo em seguida.

3.3 Processamento do Material Clinico

O material colhido foi transportado até o laboratério sob refrigeracéo
(4°C) sendo processado no mesmo dia em cabine de seguranca, e mantido
sempre em gelo. O tubo Falcon foi agitado em vortex, por aproximadamente 1

minuto e o swab foi retirado.
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A seguir, a amostra foi estocada em freezer —70°C para a realizacdo dos

ensaios moleculares.

3.4 Extracdo dos Acidos Nucleicos

Primeiramente, as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente e homogeneizadas no vortex por aproximadamente 1 minuto. Apos,
200uL da amostra nasal foi utilizado para a extracdo do RNA viral usando o kit
QIAamp RNA viral kit (Qiagen GmBH., Alemanha), conforme as instrucées do

fabricante.

3.5 Cepas Controles

As cepas controles foram cedidas gentilmente pela Universidade Federal
de Sao Paulo (UNIFESP), pelo Laboratério de Virologia. E as cepas sdao:
Influenza A/NewCaledonia/20/99 (H1N1), InfluenzaA/Panama/2007/99 (H3N2)
e Influenza B/HongKong/33/01.

3.6 Transcricdo Reversa — RT

Para cada amostra foi gerado o cDNA (acido dexorribonucléico
complementar), inicialmente através da mistura de 10uL de RNA e 1lpL da
solucdo de oligonucleotideos randémicos a 200ng/uL (Random Primer,
Invitrogen, EUA) aquecidos a 80°C por 10 minutos, com posterior resfriamento
a 4°C por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionada a mistura de reagentes
para a transcricdo reversa (tabela 1), constituida por agua de grau molecular
(equipamento MiliQ, Millipore, EUA), MgCl, (Invitrogen, EUA), tampéo
concentrado 5 vezes (250mM Tris-HCI, pH8,3, 375mM KCI, 15mM MgCI2)
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs) a 20Mm de dATP, dTTP, dCTP, dGTP,
enzima transcriptase reversa “Moloney Murine Leukemia Virus” (MMLV-RT)
(Invitrogen, EUA) e inibidor de RNase (Invitrogen, EUA) para um volume final
de 25uL. Apos a homogeneizacdo, a sintese do cDNA foi realizada em
termociclador Multigene TC 9600G (Labnet Laboratory, EUA) a 42°C durante
60 minutos, seguido de inativagdo a 72°C por 15 minutos. ApoOs este
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procedimento, as amostras foram submetidas a ciclos da PCR para

amplificac@o dos genes do virus Influenza A e B, separadamente.
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Tabela 2: Reagentes utilizados na reacéo da Transcricdo Reversa (RT).

Componentes Concentracdo Volume da reacéo
inicial inicial

Agua Mili-Q - 4,5 L

Tampao 5X 5uL

MgCI2 (Invitrogen®) 50Mm 2 uL

dNTP: dATP, dTTP, dGTP, Dctp 20mM 1pL

Rnase Out innibitor  40U/pL 0,5 uL

(Invitrogen®)

MML-V (Invitrogen®) 200U/uL 1L

3.7 Amplificagdo da Reacao em Cadeia da Polimerase

A reacdo de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR) do DNA
complementar ao molde inicial resultante da primeira etapa (cDNA) foi
realizada no mesmo tubo com a adicdo de uma segunda mistura contendo
20mM de dNTPs, 5U da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), 1uL
de cada um dos iniciadores senso (MR e NSR) na concentracdo de 0,5ug/uL,
conforme mostra na tabela 3 abaixo, completando o volume final da reacéo

para 50uL com agua grau molecular.

Tabela 3: Reagentes utilizados na reacdo da amplificacdo da PCR.

Componentes Concentragao inicial  Volume inicial
Agua Mili-Q - 9,5 uL
Tampéo 10X 2,5uL

MgCI2 (Invitrogen®) 50mM 1,25 pL

dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP 20mM 0,25 uL

Primer MF 10uM 0,5 uL

Primer MR 10uM 0,5 uL

TAQ DNA polymerase 5U/uL 0,5uL

(Invitrogen, Brasil®)
cDNA 10pL
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Os iniciadores especificos usados nesse estudo para a deteccédo de
Influenza A foram os mesmos descritos e validados em estudo anterior por
Cooper e Subbarao (2000) e tém como alvo o gene codificador da proteina
estrutural da matriz viral M (nucleotideos 149 a 847). As sequéncias dos
iniciadores senso e anti-senso sdo: MF, 5°- CTC ATG GAA TGG CTAAAG ACA
-3 e MR, 5°- CGATCAAG/TAATC CAC AAT ATC -3°. Os iniciadores utilizados
para a detecgdo do virus influenza B serdo inicialmente descritos e validados
por Poddar (2002) e amplificam parte do gene nao estrutural NS (nucleotideos
37 a 145). As sequéncias desses iniciadores senso e anti-senso sao: NSF, 5'-
ACAAAT TGAGGT GGG TCC G -3"; e NSR, 5-GGC AAG TGC ACC AGC AGA
ATAACT -3’, mostra-se na tabela 4.

A reacado de amplificacdo foi realizada em termociclador Multigene TC
9600G (Labnet Laboratory, EUA), com um passo inicial de 94°C por 1 minuto,
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo do DNA a 94°C por 45 segundos,
hibridizagao dos iniciadores a 50°C por 30 segundos e sintese do DNA a 72°C
por 1 minuto. No ultimo passo, a amplificagao foi completada com a extensao
do tempo de sintese a 72°C por 7 minutos. Controles positivos (Influenza
A/NewCaledonia/20/99 H1N1, Influenza A/Panama/2007/99 H3N2 e Influenza
B/HongKong/33/01) e negativos (agua grau molecular) foram incluidos em cada

série de reacoes.

Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos primers utilizados para amplificagéo

do Influenza A e B.

Primers  Sequéncia (5’-3’) Referéncia
MF CTC ATG GAA TGG CTA AAG ACA Cooper e
MR CGA TCA AG/TA ATC CAC AAT ATC Subbarao
(2000)
(nucleotideos 149pb a 847pb) Influenza A
NSF ACA AAT TGA GGT GGG TCC G
NSR GGC AAG TGC ACC AGC AGA ATA Poddar
ACT (2002)

(nucleotideos 37pb a 145pb) Influenza B
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3.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase utilizando o PCR SuperMix®

Para a detecgéo do Virus Influenza A e B foi realizada a reagdo com o
PCR SuperMix® (Invitrogen, Life Technologies- Brasil), que € um mix de
reagente prontos contendo Mg?*, dNTPs e Taq DNA polymerase recombinante
em concentraces suficientes para permitir a amplificagcdo do virus durante a
PCR (LIFE TECHNOLOGIES CORPORATION, 2010).

Para a reacdo de amplificacdo foram utilizados 5uL de cDNA e 20uL dos
componentes da reacdo, demonstrado na tabela 3. Contendo agua de grau
molecular (obtida de filtro MiliQ—Millipore, EUA), PCR SuperMix® (Invitrogen-
Life Technologies- Brasil), Primers Foward e Reverse, com volume final da
reacao de 25pL.

Apos a homogeneizacdo em vortex, a amplificacdo foi realizada em
termociclador Multigene TC 9600 G (Labnet Laboratory, EUA), as amostras
foram submetidas a uma etapa de desnaturagdo de 94°C por 1 minuto, foram
realizados 35 ciclos de amplificacdo de repetidas variacfes de temperatura: a
94°C por 45 segundos, hibridizacdo dos iniciadores a 50°C por 30 segundos e
sintese do DNA a 72°C por 1 minuto.. Em seguida, o produto desta
amplificacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,2%, por 50
minutis a 140 volts (V).

Tabela 5 - Reagentes para amplificacdo de Influenza utilizando um Mix de
reagentes prontos PCR SuperMix®

Componentes Concentracdo  Volume dareacéo
Inicial Inicial

Agua Mili-Q - 10puL

PCR SuperMix® 1X 8uL

Primer Forward 20uM 1,0pL

Primer Reverse 20uM 1,0uL

3.9 Eletroforese em Gel de Agarose
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Apoés cada amplificacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose a 1,2%, diluido em tamp&o Tris/borato/EDTA - TBE (Tris
0,089M; &cido bérico 0,0089M; EDTA 0,002M pH 8,0), contendo 0,5ug/mL de
brometo de etidio (Invitrogen, EUA). O gel foi preparado em cubas de
eletroforese horizontal. Um volume de 7,5yl do produto amplificado foi
misturado com 2,5yl da solugéo de corante azul de bromofenol (0,25%; xileno
cianol 0,25%; glicerol 30% em &gua destilada) e aplicado a cada canaleta
correspondente. Para cada eletroforese foi reservada a primeira canaleta para
aplicacdo do padrdao de peso molecular de 100pb a 1ug/ul (DNA Ladder,
Invitrogen, EUA).

A corrida em cuba horizontal de eletroforese foi realizada utilizando
como tampéo de corrida TBE 0,5X (Tris 1M; acido bérico 0,9M; EDTA 0,00M
pH 8,4) a uma voltagem de 90V por 60 minutos. A analise do gel foi realizada
através da visualizacdo em transluminador de luz ultravioleta Alphamager HP
(Protein Simple, EUA) utilizando o software Alphaview verséo 3.4.

A diferenciacdo entre os tipos de influenza é realizada pela comparacéo
com um marcador de peso molecular de 100 pares de base (pb), sendo que a
banda de 698pb corresponde indica a positividade para o tipo A e de 108pb a
positividade para o tipo B de Influenza.

3.9.1 Padronizacédo da RT-PCR

A RT-PCR foi otimizado utilizando controle positivo (cepas controles) e
controle negativo (agua de grau molecular) e algumas variagdes na reacao
foram feitas, visando melhorar o rendimento da reacdo como: eficiéncia,
sensibilidade e especificidade; com base na intensidade do brilho das bandas
ap6s a amplificagdo do material genético, sem o aparecimento de bandas

inespecificas.
3.9.2 Limite de Deteccéao
Este parametro foi realizado com as seguintes diluigdes dos RNA

extraidos das amostras positivas controles: 107, 102, 10 submetidas a RT-
PCR e depois a PCR e observado no gel de agarose a maior diluigdo que
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detectou a presenga do virus. Esta observacao foi feita pela intensidade da
fluorescéncia das bandas de 698pb, Influenza A e das bandas 108pb, Influenza

B; sem a observacao de bandas inespecificas.
3.9.3 Variacdo na temperatura de anelamento

Foram variadas temperaturas de anelamento da PCR entre (51°C -
61°C) e logo apés, os amplicons foram observados em gel de agarose pela
intensidade da fluorescéncia, qual temperatura deu uma maior eficacia a

reacgao.
3.9.4 Variacdes na Concentracao do Cloreto

Concentragdes de MgCI2 também foram testadas na tentativa de
favorecer a reacdo de PCR. O RNA extraido da amostra controle positiva
usadas, foi na diluicao 107", para RT-PCR e PCR, e as concentragdes de
MgCI2 testadas na PCR foram: 1,5mM; 2,0mM; 2,5mM 3,0mM ; 3,5mM.

3.9.5 Curva da enzima
Outro reagente que favorece a reagao e a enzima TAQ polimerase,

foi testada nas concentracdes de 0,8mM; 1,0mM; 1,2 mM, com cDNA feito na

diluiao (10°") também na tentativa de melhorar rendimento na reagao.
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4 RESULTADOS

4.1 Incluséo de pacientes

Durante o estudo foram coletadas 144 amostras nasofaringeas de
pacientes de todas as faixas etarias de idade, provenientes do servico de
atendimento a saude publica da cidade de Guarapuava- Parana. Levando-se
em consideracdo o género dos individuos participantes do estudo, pode-se
dizer que 35 (24,31%) sao do género masculino e 109 (75,69%) sdo do género

feminino. Como demonstrado na tabela 5.

Tabela 6. Género e idade dos casos atendidos no Posto de Saude Vila Carli de

atencao primaria a saude na Comunidade de Guarapuava - Pr.

Género ldade
N Masculino Feminino Média Mediana Min Méx
(%) (%) (anos) (anos) (anos) (anos)
*144 24,3% 75,7% 35 31 1 82

*144= Amostras de casos de infeccles respiratérias

Na Figura 4, esta representada a distribuicdo dos pacientes conforme a
faixa etaria dos 144 casos de infeccfes respiratorias, onde pode-se observar
gue houve um predominio de pacientes adultos participantes do estudo, de 18

a 59 anos quando comparado a criangas, jovens e idosos.
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Figura 4. Distribuicdo dos pacientes incluidos no estudo por faixa etaria.
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4.2 Periodos de incluséo dos pacientes

O total de amostras incluidas no estudo foram 144, sendo que 15 foram
coletadas de pacientes com sintomas de infeccéo respiratéria atendida durante
0 ano de 2013 e 129 durante o ano de 2014.

O numero de amostras coletadas de casos suspeitos em cada més
durante os anos de 2013 e 2014 esta demonstrado na figura 5. Visto que os
meses com maior numero de amostras coletadas foi agosto, seguido de maio,

julho e setembro do ano de 2014.
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Figura 5. DistribuicAo mensal das amostras incluidas no estudo.
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4.3 Quadro Clinico: Sintomas

A média de tempo do inicio dos sintomas respiratorios apresentados
pelos pacientes incluidos no estudo foi de 6,46 dias e a mediana de 4 dias,
variando com o minimo de 1 dia e o maximo de 30 dias.

A figura 6 mostra os sintomas apresentados pelos 144 pacientes
participantes do estudo, quando questionados sobre a auséncia ou a presenca
de quais sintomas. Podendo-se observar que 0s sintomas mais caracteristicos
da infecgao viral aguda nesse estudo foram coriza e tosse.

Quanto aos sintomas respiratorios: (tosse, coriza e dor de garganta) e
dos sintomas gerais: (cefaleia, mialgia e calafrios), incluindo a presenca de
febre; observou-se que das 144 amostras nasais, 0 sintoma com maior
frequéncia foi a coriza/obstrugcdo nasal em 138 pacientes (95,83%), por
sequéncia a tosse (74,31%), cefaleia (64,58%), dor de garganta (55,56%),
mialgia (50,69%), calafrio (44,44%) e por fim a febre (34,03%). Conforme
mostra na Figura 6 abaixo.
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Figura 6. Ocorréncia dos sintomas respiratorios e sintomas gerais.
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4.4 Comorbidades

Foi guestionado aos pacientes quanto ao seu estado de saude,
informando se eram individuos saudaveis ou apresentavam alguma
comorbidade, relatando-as para o estudo, conforme observado na tabela 7.

E em relacéo a presenca de comorbidades, a maioria dos pacientes nao
relataram nenhuma doenca (85/144, 59,44%). E dos 59 pacientes que se
gueixaram de alguma comorbidade, a mais presente nestes foi a hipertensao
arterial (9,09%), em seguida ndo se tratando de uma doenca, mas um fator
primordial de risco para infeccéo respiratdria, o tabagismo (7%), apos, doencas
metabdlicas (7,0%), asma (2,8%), gestantes (2,1%) e casos relatados de
associacbes de duas ou mais comorbidades juntas, totalizando (12,6%),

conforme a Tabela que descreve com seu nimero de casos e porcentagem.
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Tabela 7: Presenca de comorbidades nos pacientes infectados por doencas

respiratorias.

Comorbidades N° de pacientes %
Hipertenséo 13 9,09
Tabagismo 10 6,99
Asma 4 2,80
Doencas Metabdlicas 10 7,00
Cardiopatia 1 0,69
Gestantes 3 2,10
Diabetes+ hipertensao 5 3,50
Tabagismo+ metabolicas 1 0,69
Hipertenséo + tabagismo 4 2,80
Diabetes + metabolicas 1 0,69
Diabetes+ hipertensao +cardiopatias 1 0,69
Hipertensédo + metabdlicas 1 0,69
Diabetes + tabagismo 1 0,69
Tabagismo + cardiopatias 1 0,69
Hipertensédo + cardiopatias 1 0,69
Diabetes + cardiopatias 2 1,40
Sem comorbidades 85 59,44

4.5 Vacina

No momento da realizagdo da entrevista aos pacientes, foi questionada
a imunizagdo prévia para o virus Influenza H1N1, H3N2 e influenza B, dos
respectivos anos 2013 e 2014, conforme o ano em que foram coletadas as
amostras. E dos 144 pacientes, apenas 46 foram vacinados (31,94%), e 98

pacientes ndo tomaram a vacina (68,06%), isso ilustra na Figura abaixo:
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Figura 7: Representacdo grafica do numero de pacientes que tiveram a

imunizagao prévia para o virus Influenza.
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Tabela 8: Pacientes vacinados e ndo vacinados inclusos no estudo,

de acordo com a faixa etaria

ldade N&o Vacinadas
vacinadas (n) N %
1-11 6 7 53,84
12 - 17 8 3 27,27
18 - 59 78 22 22,0
> 60 6 14 70
Total/média 98 46 43,27

n — numero de individuos; média — percentagem média de vacinados.

4.6 Tratamentos

E das terapias medicamentosas para aliviar os sintomas causados,
podemos relatar conforme a figura 8, que dos 144 pacientes, 46 nao fizeram
nenhum uso de medicacdo, e 98 pacientes, representando 68%, tomaram
algum medicamento. E destes medicamentos que tiveram uso, 0s mais comuns

foram das seguintes classes medicamentosas; analgésicos (28), antigripais



(17), antiinflamatérios (10),

detalhadamente na tabela 9.
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entre outras associacfes que apresenta

Tabela 9: Terapias medicamentosas realizadas por pacientes sintomaticos as

infeccdes respiratorias.

Terapias Medicamentosas N° %
Auséncia de uso de terapia 46 31,94
Analgésico 28 19,44
Antigripal 17 11,81
Anti-inflamatorio 10 6,94
Analgésico/anti-inflamatorio 10 6,94
Antibi6tico 5 3,47
Fitoterapico 4 2,78
Antialérgico 4 2,78
Analgésico/antigripal 4 2,78
Anti-inflamatorio/antibiético 4 2,78
Anti-inflamatério/antigripal 3 2,08
Analgésico/antialérgico 2 1,39
Antigripal/antibiotico 2 1,39
Analgésico/anti-inflamatorio/antigripal 1 0,69
Analg/antii/antigri/antibio/antivi 1 0,69
Analgésico/anti-inflamatdério/antialérgico 1 0,69
Antibidtico/fitoterapico 1 0,69
Anti-inflamatdrio/antialérgico 1 0,69
SOMA 144 100,00

4.7 Padronizagcdo do ensaio da Reagdo em Cadeia da Polimerase

(PCR)

Para a padronizagédo da RT-PCR foram utilizados controles positivos

para influenza A e influenza B, que foram gentilmente cedidas do Laboratorio
de Virologia Clinica da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP). Varios
parametros foram testados a fim de otimizar a reacdo. A partir dos protocolos
descritos por Carraro et al. (2008), Cooper e Subbarao (2000) e Poddar (2002)
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foram realizadas reacfes de RT-PCR com variacbes nas concentracdes dos
componentes a fim de se obter o melhor rendimento da reagao.

As variagOes nas concentracdes testadas para as enzimas foram 0,25U,
0,5U, 1U, 1,5U e 2U para a enzima Taq DNA polimerase. Também foram
realizadas curvas de concentracdo do cloreto de magnésio, dNTPs e primers
da reacgao. Para o MgCl,, as concentragdes variaram em 1,5mM, 2mM, 2,5mM,
3mM e 3,5mM; para os dNTPs as variacbes foram de 0,25mM, 0,5mM,
0,75mM, 1mM e 1,25mM; e para os primers de 0,25uM, 0,5uM, 0,75uM, 1uM e
1,25uM. Além das concentracdes foram realizadas curvas na temperatura e

tempos para a anelamento dos primers, como descritos na tabela 9.

Tabela 10: Temperaturas e tempos de anelamento do primers testados na

reacao de amplificacdo do influenza A e influenza B.

Reacao Temperaturas testadas Tempo (segundos)
Influenza A 51°C, 54°C, 56,5°C, 58°C, 61°C 20; 30; 40; 60
Influenza B 58°C, 61°C, 63,5°C, 66°C, 69°C 20; 30; 40; 60

Todas as etapas de otimizagado das reacdes foram avaliadas levando em
consideracao a intensidade do brilho da banda esperada, sem o aparecimento
de bandas inespecificas, no gel de eletroforese. Outro parametro considerado
na otimizacdo da reacao foi o limite da capacidade de deteccdo dos ensaios de
amplificagéo. A fim de avaliar o limite de detec¢do da reacdo de RT-PCR,
foram realizadas diluicdes seriadas nas ordem de 10, 102 e 10 dos controles
positivos. Todas as variacfes descritas na otimizacdo das diferentes etapas
das reacfes foram também avaliadas quanto a capacidade de deteccéo das
diluicdes controles, sendo que a reacdo mostrou-se positiva com a diluicdo de
até 10
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Figura 10: Amplificacdo de cepas controles de Influenza A (698pb) em gel de

agarose 1,2%.

1 2 3 4

1- padrédo de peso molecular de 100pb (Invitrogen), 2- amostra cepa
controle influenza A (H1N2), 3- amostra cepa controle influenza A (H3N2),

4- controle negativo.

4.8 Padronizacdo do Ensaio de Transcricdo Reversa e Reagcdo em
Cadeia da Polimerase (RT-PCR) utilizando reagente PCR SuperMix®

Para a otimizacdo da técnica, utilizou um mix de reagentes prontos
chamado PCR SuperMix®, parametros foram avaliados a fim de melhorar os
resultados das amostras.

A partir do protocolo descrito por (STOCKTON et al.,, 1998) foram
realizadas reacdes de RT-PCR com a fim de se obter o melhor rendimento da

reacao.
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Figura 9: Resultado da amplificacdo pela RT-PCR da cepa controle de

Influenza utilizando PCR SuperMix®, visualizado em gel de agarose a 1,2%

Linha 1- Marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen);
2- Controle negativo (Agua de grau molecular); linha 3- Cepa controle de

Influenza B de 108pb; linha 4- Amostra positiva para o Influenza B de 108pb

O mesmo parametro realizado com os reagentes do PCR foi feito para o
influenza A e o influenza B com o Supermix, obtendo apenas resultados
positivos para o influenza B em ambas reac¢des. Mostrando assim bom éxito,

nao havendo diferenga na escolha dos reagentes para realizar a PCR.

4.9 Aplicacdo da Metodologia RT-PCR nas amostras inclusas no

estudo para deteccédo de Inluenza Ae B

A metodologia RT-PCR utilizando o reagente PCR SuperMix®,
devidamente padronizada, foi aplicada nas 144 amostras incluidas no presente
estudo, resultando numa deteccdo de trés amostras positivas para o Influenza
B. Visto que estes trés pacientes apresentaram os sintomas de febre alta,
coriza, dores no corpo, e dessas apesar de estarem na faixa etaria de adultos
jovens, apresentaram comorbidades, gravidez, asmatico e hipertenso, o que se
enquadra no grupo de risco susceptivel a doengas respiratorias. O qual do
tratamento, dessas trés, uma tomou a vacina para o influenza, e todas

realizaram o tratamento com analgésicos e antigripais.
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que um dos agentes virais causadores de doenca respiratoria
mais frequente é o virus Influenza, estimando-se que cerca de 5% a 20% da
populacao seja infectada anualmente (OXFDORD, 1998). O presente estudo foi
realizado com pacientes de todas as idades atendidos num servigco de salde
publica priméaria. Assim, foram incluidos pacientes ndo hospitalizados com
idade média de 35,17 anos e a mediana de 31 anos. N&o foi encontrado na
literatura estudos investigando esta etiologia em adultos jovens na regido
centro-oeste do Parand. Dos estudos encontrados em literatura, relataram
apenas pacientes hospitalizados e pacientes idosos, 0 qual ja se encontra na
faixa de risco de doencas respiratérias.

Em relacdo a inclusédo de pacientes no estudo pode-se observar, através
da figura 5 apresentada nos resultados, que 0os meses nos quais houve um
maior nimero de amostras coletadas foi de abril a setembro nos dois anos
avaliados. Estudos mostram que nas regides tropicais, as epidemias pelo
Influenza iniciam no outono e vao até o inverno. No Brasil, o Influenza
predomina na estacéo de inverno, particularmente nos meses de junho, julho e
agosto de cada ano (MONTO, 2002). Os virus da influenza A e B séo
responsaveis por epidemias de doencas respiratérias que ocorrem em quase
todos os invernos, com duracdo de quatro a seis semanas e, frequentemente,
associadas com o0 aumento das taxas de hospitalizacdo e morte
(CHAKRAVERTY et al., 1986). Dessa maneira, esse estudo ocorreu nos meses
de maior circulagdo de Influenza, no entanto durante o inverno houve
dificuldade nas coletas de amostras respiratérias, devido ao fato do rigoroso
inverno na cidade de Guarapuava-PR, as pessoas muitas vezes ndo vao até os
atendimentos de saude publica devido a uma infecgéo respiratoria aguda. Visto
gue as trés amostras positivas para o influenza B foi no periodo do inicio do
inverno, é importante comentarmos que no Brasil, pais com grande diversidade
climatica, mesmo na vigéncia de periodos epidémicos, somente 20% a 50%
dos casos de sindrome gripal sao laboratorialmente confirmados. Muitos outros
virus respiratorios circulam, sendo dificil diferenciar clinicamente qual virus esta
infectando os pacientes (WATANABE, 2006).
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Atualmente, o virus influenza HIN1 apresenta padréo sazonal, ou seja,
mostra impacto variavel em regides diferentes, muitas vezes subdetectado em
relacdo aos demais virus influenza circulantes, como A H3N2 e influenza B. O
padrdo patogénico é semelhante, apesar de algumas mutacdes ja terem sido
detectadas sem alteragcbes no impacto clinico at¢é o momento. Apesar da
aparente estabilidade, esse virus € resultante de rearranjos genéticos e é
extremamente transmissivel, inclusive em outras espécies animais, sendo
fundamental a vigilancia clinica e laboratorial (FORREST, 2010).

O tempo de inicio dos sintomas respiratérios apresentados pelos
pacientes incluidos no estudo teve como média 6,46 dias e a mediana de 4
dias, o que caracteriza o curto tempo de inicio dos sintomas desse estudo uma
infeccdo aguda (FREITAS et al., 2011). Com base nos resultados obtidos na
figura 6 do presente estudo, pode-se notar que todos o0s pacientes
apresentaram algum sintoma. Sendo que os mais frequentes foram a coriza
com 138 (95,83%) e tosse com 107 (74,31%). Esses resultados estédo de
acordo com os estudos de BONFIM et al., 2011 mostrando que 0s sintomas
clinicos predominantes na infeccéo respiratdria de seu estudo foram coriza com
(93,2%) e tosse com (58,2%) dos pacientes e PECCHINI et al, 2008 também
encontraram como sintomas mais comuns tosse (92,3%) e coriza (64,7%) em
pacientes no seu estudo. Mas, de acordo com as Normatizacées do Ministério
da Saude (Boletim Epidemioldgico, 2012), a presenca de febre acompanhada
de manifestagBes respiratérias e sintomas sistémicos como dores musculares
calafrios ou fadiga auxilia muito na distingdo da influenza de outras infec¢cbes
respiratérias como o resfriado comum, porém ndo sdo suficientemente
especificos para se realizar um diagnostico totalmente seguro sem confirmacéo
laboratorial.

De acordo com Rodrigues (2002) e o MS (Guia de Vigilancia
Epidemiolégica, 2009) para um diagnostico baseado na definicdo clinica de
sindrome gripal os principais sintomas sdo a febre e a tosse, apresentando
congestao e secrecao nasal, sendo frequente também o calafrio, cefaleia, dor
de garganta, mialgia e fadiga. A febre normalmente varia entre 38 a 40°C com
duracéo de 1 a 3 dias e pico nas primeiras 24 horas. Também séo observados
em menor frequéncia nauseas, dores abdominais e diarreia. A nossa

populacdo de estudo apresentou apenas sintomas moderados, com apenas
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34% dos pacientes relatando febre e 31% relatando febre e tosse, que seriam
0s correspondentes ao quadro classico de sindrome gripal. Contudo, Kabra
(2004) no seu estudo sobre infeccbes respiratorias chegou a conclusdo que
através somente de sintomas clinicos é dificil diferenciar infec¢cdes agudas do
trato respiratério de etiologia viral em comparacdo com nao viral, sendo
necesséria a aplicacao de testes laboratoriais.

Em adultos e criancas saudaveis, o periodo de duracdo da doenca varia
de uma a duas semanas e as consequéncias da mesma sdo geralmente
moderadas. Por outro lado, o impacto em idosos ou individuos portadores de
doencas cronicas pode ser mais grave, podendo haver uma descompensacao
de agravos de salde pré-existentes, com muitas vezes a necessidade de
hospitalizacdo (JANSEN, 2007). Pacientes que apresentam alguma
comorbidade estdo mais susceptivel a infeccdes respiratorias e,
consequentemente, ao seu agravamento devido as alteragcbes no sistema
imunolégico. Devendo, assim, levar em conta na analise integral do risco de
maior gravidade e determinacdo do tratamento adequado. Sao grupos de maior
risco para infeccdo respiratoria pelo virus influenza em especial para o
pandémico A/HIN1/09, gestantes, criancas com menos de dois anos, idosos
(mais de 60 anos), pacientes com imunossupressao (cancer, AIDS,
transplantados) e individuos com doencas cronicas (pneumopatias,
cardiopatias, doencas hematoldgicas, doencas renais, doencas metabolicas e
obesidade morbida), fumantes, asméaticos (VERRASTRO, 2009). Quanto as
comorbidades apresentadas pelos pacientes incluidos no estudo, demonstrado
na tabela 7, a maioria (85/144, 59,03%) nao apresentaram nenhuma
comorbidade, visto que a grande maioria dos participantes sao adultos jovens.
Segundo o estudo (ZASLAVSKY & GUS, 2002) atualmente, as comorbidades
Sao uma importante preocupacao principalmente em idosos, pois este mesmo
mostra que adultos jovens ndo apresentam comorbidades, assim nédo estao
imunodeprimidos a doencas, o que justifica nosso estudo apresentarem poucas
amostras positivas de influenza.

Dentre as comorbidades questionadas no estudo, a que apresentou
maior relado pelos pacientes inclusos no estudo foi a hipertensdo com 25
(17,35%) pacientes, nesse estudo a hipertensdo atingiu adultos com idade
acima de 33 anos, sendo a media de idade entre eles 55,92 anos. J4 o nUmero
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total de pacientes diabéticos foi de 14 (9,71%), exceto um paciente com 15
anos de idade, todos os outros pacientes diabéticos 13 (9,02%) apresentavam
idade superior a 41 anos, sendo que a média da idade desses pacientes foi de
59,84 anos de idade. Conforme o Ministério da Saude, a Hipertensdo Arterial
(HA) e o Diabetes Mellitus (DM) séo fatores de risco para as doencas
respiratérias, doencas cardiovasculares, destacando-se como agravo em
salde publica e sendo causadoras de acidente vascular encefélico e infarto
agudo do miocardio na faixa etaria de 30 a 69 anos (ARAUJO et al., 2007).

A Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS) atualmente € um dos principais
motivos de consultas médicas e prescricdes farmacolégicas no mundo. Sua
alta prevaléncia, aproximadamente 25% da populacdo mundial e 17 milh6es no
Brasil no ano de 2009, € explicada pelo aumento progressivo da detec¢édo de
HAS, decorrente da énfase na atencdo primaria a prevencdo das doencas
cardiovasculares que representam a primeira causa de mortalidade no pais
(OPAS, 2003). Em seguida foram os pacientes fumantes com 18 (12,49%)
pacientes participantes do estudo, e a média da idade dos pacientes tabagistas
foi de 48,27 anos. O tabagismo atua negativamente sobre as funcdes
pulmonares, e € responsavel por aumentar o risco das doencas pulmonares no
adulto, sobretudo no idoso, que ja sofre com as alteracbes fisioldgicas
decorrentes da idade. O fumo leva a uma irritacdo das vias aéreas que aos
poucos evolui para uma alteracdo completa e irreversivel da arquitetura
pulmonar, podendo evoluir para uma insuficiéncia respiratéria. As infeccdes
respiratérias agudas causadas por virus merecem destaque, ja que podem ser
um fator que leva a pneumonia (GOULART et al., 2010). Ja a saude infantil
pode ser prejudicada pela fumaca domiciliar do tabaco, que € o mais comum
poluidor do ar doméstico, podendo variar sua concentracdo de acordo com o
namero de fumantes do domicilio e do nimero de cigarros fumados dentro de
casa. Apesar da evidéncia de que o fumo passivo aumenta a incidéncia das
infeccdes respiratorias e de ja terem sido criadas leis (Lei n. 9.294 de 1996)
proibindo o fumo em alguns locais publicos, sdo elevadas as taxas de
exposicao de criancas ao tabagismo passivo no Brasil (SILVA et al., 2006).

Dentre os pacientes abordados no estudo, foram descritos 4 (2,78%)
asmaticos, com idade média entre eles de 27,75 anos. Esses pacientes sdo

considerados adultos jovens, fazendo parte do grupo de risco nas infecgbes
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respiratorias agudas e estdo na faixa etaria do principal grupo em questao
nesse estudo. As exacerbacbfes da asma estdo associadas a fatores
precipitantes de diversas naturezas. A exposi¢cdo aos alérgenos inalatorios,
principalmente ao mofo, pdlen e acaro da poeira domiciliar; outros fatores
precipitantes importantes sdo a exposicdo ao frio, uso de drogas, poluicdo
atmosférica e mudancas climaticas. Além disto, as infec¢cbes do trato
respiratorio também tém sido associadas com as crises asmaticas. Alguns
estudos mostram que em criangas, a infeccdo viral aumenta a reatividade das
vias aéreas e é responsavel por 26% a 42% dos episddios de asma aguda. Em
adultos, o papel da infeccdo viral como causa da exacerbacdo da asma ainda
ndo estd muito bem definida, em estudos recentes, a frequéncia da
identificacdo de virus respiratorio associado a crise asmatica variou de 0% a
44% (ROCHA et al., 2005).

Nos asmaticos, a infeccdo viral ocasiona um desequilibrio na
homeostase imunolégica do sistema respiratorio. Varios mecanismos
relacionados a infeccéo viral e a inflamacao alérgica, bem como o seu papel no
desencadeamento da asma aguda, tém sido propostos, entre eles a deficiéncia
na funcdo da barreira epitelial causada pelos virus, que tem sido apontada
como fator predisponente. Outro fator que tem sido avaliado é a producéo de
muco como mecanismo de defesa das vias aéreas, tendo sido demonstrado
em estudos experimentais que a inflamacéo alérgica e a infeccdo viral atuam
sinergicamente aumentando a sua producao, o que pode levar a obstrucao das
vias aéreas em asmaticos (COSTA et al., 2014). Estudos usando a técnica de
diagnéstico de reacdo em cadeia da polimerase tém elevado a frequéncia de
achados de infecgdes virais em adultos com exacerbagao da asma (ROCHA et
al., 2005).

O total de pacientes com doengas metabolicas foi de 10 (6,94%). E a
média de idade foi de 49,30 anos entre 0s pacientes participantes do estudo; ja
0s pacientes com cardiopatias foram 5 (3,46%), e a média de idade deles foi de
58,60 anos. Essas doencas séo fatores de agravamento para doenca
respiratoria (MARTINS et al., 2011).

O numero total de pacientes gestantes foram apenas 3 (2,08%), estas
estdo no principal grupo analisado pelo estudo, devido a sua faixa etaria, média
da idade delas € 32,33 anos. No que diz respeito as gestantes, destaca-se que,
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durante a gravidez, o corpo da mulher passa por diversas alteracfes
imunolégicas, metabdlicas, enddcrinas e vasculares, essas alteragfes ocorrem
para manter o sistema imunolégico materno tolerante aos antigenos paternos
de histocompatibilidade maior expressos pelo feto, tornando, assim, a gestacao
uma estimulacdo do sistema imunoldgico, em geral, as mulheres gravidas sao
grupo de risco para qualquer infec¢do, até mesmo as respiratorias, porque tém
imunidade mais baixa (PEREIRA et al., 2013).

Sobre as terapias farmacologicas utilizadas pelos pacientes inclusos no
presente estudo para tratar sintomas respiratorios, pode-se perceber com
bases nos resultados apresentados, que a maioria dos participantes 98
(68,06%) utilizou alguma terapia farmacoldgica para alivio dos sintomas, sendo
gue dentre estas terapias as mais frequentes foram os analgésicos. A utilizacéo
das terapias farmacolégicas podem ser observadas através da tabela 9.
Considerando somente os pacientes medicados desse estudo, o numero de
pacientes que fez o uso de analgésicos para sintoma de infeccéo respiratoria
aguda foi de 28,57% e o numero de pacientes que fizeram o uso de
analgésicos associados a outros medicamentos foi de 19,38%, totalizando
entdo o uso de analgésico em 47,95% dos pacientes. Concordando com o
estudo de (BRICKS & LEONE, 1996) que dentre os pacientes tratados,
farmacos com acao no aparelho respiratério, analgésicos sem associacoes de
outras terapias foram utilizados por 27,8% das criancas.

A associacdo de terapias farmacoldgicas com analgésicos onde houve
mais relatos pelos pacientes nesse estudo foi com anti-inflaméatorios em 10
(6,94%) dos casos, levando-se em consideracdo todos os pacientes.

O segundo grupo de terapia farmacolégica mais utilizada pelos
pacientes neste estudo foram os anti-inflamatérios ndo-esteroides (AINES) com
o numero de 10 (6,94%) pacientes e anti-inflamatério com associacoes 21
(14,77%) pacientes, totalizando em 31 (21,71%) dos pacientes. Apresentando
resultado semelhante ao estudo de BERQUO et al., 2004 no qual 396 pessoas
referiram ter tratado uma infeccdo respiratéria, fizeram uso de 492
medicamentos, uma média de 1,2 por pessoa, entre esses medicamentos 0s
anti-inflamatoérios nao-esteroides foram as drogas mais utilizadas 13,2% de
todas as drogas do estudo (BERQUO et al., 2004). A ampla utilizagéo de anti-

inflamatoérios néo-esterdides nas doencas atribui-se a sua acgdo, inibindo a
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sintese de prostaglandinas e propiciando alivio dos principais sintomas
associados e comuns as infeccfes respiratorias, cefaléia, mal estar, mialgia e
tosse (BERQUO et al., 2004). Os quais foram sintomas bastante comuns
relatados pelos pacientes nesse estudo, considerados sintomas gerais, nao
especificos somente do trato respiratorio, como a cefaléia com 93 (64,58%)
pacientes, mialgia em 73 (50,69%) e tosse com 107 (74,31%).

O namero total de pacientes que fizeram o uso somente de antigripais e
antigripais com associacbes foi de 28 (18,44%) pacientes. Os antigripais
combinam varias substancias ativas. Em geral, podem ser de venda livre
(ANVISA, 2003). Embora ndo existam estudos comprovando, sua
recomendacao € questionavel, por varias razées, como varios principios ativos
associados, tornando o risco de efeitos adversos maior, podem incluir alguma
substancia contra-indicada para o paciente, correndo o risco de toma-la sem
perceber, possibilidade de sobredosagem, tomar outro medicamento com o
mesmo principio ativo contido no antigripal e a dose de certas substancias ser
inferior a recomendada.

O uso do antibiético neste estudo foi relatado em 5 (3,47%) casos e com
associacdo a outros medicamentos 8 (5,55%) dos casos, num total de 13
(9,02%) de pacientes fizeram o uso de antibiéticos. Deve-se levar em
consideracdo que os antibiéticos devem ter indicacdo médica e sdo comprados
somente mediante receita média, no entanto nesse estudo néo foi questionado
ao paciente incluso se a indicacao do antibiético foi realizada mediante algum
exame laboratorial que comprovasse a real existéncia de bactérias. Alguns
autores apontam maiores indica¢des de antibidticos quando comparado a esse
estudo, segundo BENGUIGUI, 2002 observou-se que a proporgéo de casos de
IRA tratados com antibi6ticos foi de 40% ou mais em criangas com menos de
um ano de idade e de 60% no grupo de um a quatro anos, de acordo com as
classificacdes ou os diagndsticos desses casos estimou-se que em ambos 0s
grupos etarios ndo mais de 20% deveria ter recebido tratamento com
antibioticos. O uso abusivo de antibiéticos para o tratamento de IRA de
etiologia viral é bastante comum, isto se deve a uma multiplicidade de fatores,
dentre os quais estdo as dificuldades para diferenciar clinicamente infec¢des de
etiologia viral das bacterianas, a falsa crenca de que o uso profilatico de
antibiéticos pode evitar a ocorréncia de complicagdes, a pressédo dos familiares
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pela prescricdo de antibidticos, expectativas dos pacientes 0s quais associam
infeccdo a necessidade de uso de antimicrobianos, o desconhecimento sobre
0S possiveis eventos adversos associados ao uso inadequado de antibiéticos,
incluindo o impacto sobre o aumento da resisténcia bacteriana (BRICKS,
2003). Além de aumentar o custo dos tratamentos, tem impacto sobre a
microbiota dos individuos que os utilizam, favorecendo a emergéncia de cepas
resistentes as drogas mais utilizadas (BERQUO et al., 2004). Esse fendmeno
requer a continuada sintese de novos antibidticos que possam vencer a
resisténcia apresentada pelas bactérias a antibidticos que antes eram eficazes
para seu controle (BENGUIGUI, 2002).

Os medicamentos antivirais foram utilizados por apenas 1 paciente, e
este associado com analgésico, anti-inflamatério, antigripal e antibiotico, o
emprego do antiviral foi em paciente gestante e ndo vacinada. Visto que no
estudo haviam 3 gestantes e as outras duas ja haviam tomado a vacina para o
virus da gripe H1N1, H3N2 e influenza B. Uma delas utilizou apenas analgésico
para o tratamento e a outra ndo fez o uso de nenhuma medicacgéo. A infeccao
pelos virus da influenza sazonal ou da influenza pandémica causa um efeito
deletério maior nas mulheres gravidas do que na populacdo geral, incluindo um
possivel maior risco de Obito, esse efeito deletério poderia ser explicado por
uma alteracdo do sistema imune, por hemodiluicdo ou outros fatores que
ocorrem na gestacdo, destacando-se a importancia da vacina em gestantes
(SARACENI et al., 2010). Os fatores que tornam as mulheres gravidas mais
suscetiveis a alteracdes fisiologicas préprias da gestacdo ocorrem no sistema
cardiovascular, imunoldgico e respiratorio, além disso, o terceiro trimestre da
gestacdo é caracterizado pela compressao das estruturas viscerais do Utero (o
que pode restringir a funcéo respiratoria) e hipervolemia, o que diminui a
capacidade de adaptacdo da hemodinamica em caso de sepse (LENZI et al.,
2012). Baseado nestas modificacbes causadas pela gravidez, o Centro de
Controle de Doenca dos EUA (CDC) passou a recomendar maior atencao dos
servicos de saude em relacdo as gestantes com suspeita de Influenza
Pandémica (H1N1) 2009 nédo vacinadas, a terapia com antiviral (oseltamivir)
nas primeiras 48 horas apos o inicio dos sintomas. Estas recomendacdes tém
como objetivo minimizar as consequéncias da gripe neste grupo de risco
(SARACENI et al., 2010).
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Os antialérgicos foram utilizados por 4 (2,78%) dos pacientes e com

associacdo de outros medicamentos 4 (2,78%), totalizando 8 (5,55%) de
pacientes usando antialérgicos. Com a chegada do inverno, existe um maior
namero de casos dos problemas respiratorios. Os sintomas de rinite alérgica
frequentemente sdo confundidos com os de infeccbes respiratérias, na rinite
alérgica ocorrem sintomas como espirros, congestdo e corrimento nasal
(ROXO JR. et al.,, 2009). Devido aos sintomas nasais, alguns pacientes
participantes desse estudo relataram aos pesquisadores dificuldades em
diferenciar crises de rinite alérgica com infec¢éo respiratdria aguda de etiologia
viral.
Os medicamentos fitoterapicos foram utilizados por 4 (2,78%) dos pacientes e
1 (0,69%) dos pacientes utilizou com associacdo a outro medicamento,
totalizando entdo 5 (3,47%) dos pacientes que utilizaram medicamentos
fitoterapicos. Levando-se em consideracao a outras terapias farmacoldgicas os
medicamentos fitoterapicos foram pouco utilizados pelos pacientes.

Nesse estudo devemos levar em consideracdo a automedicacao, pois
sabe-se que dentre as terapias farmacologicas apresentadas, a medicacdo a
qual necessita de receita médica para a compra € o antibi6tico, sendo assim
nao sabemos de que maneira os pacientes participantes do estudo decidiram
pelos seus respectivos tratamentos em relacdo a outras terapias. No Brasil,
pelo menos cerca de 35% dos medicamentos sdo adquiridos por
automedicacao (AQUINO et al., 2010).

De acordo com Paulo e Zanine, "a automedicacdo € um procedimento
caracterizado pela iniciativa de um doente, ou de seu responsavel, em obter ou
produzir e utilizar um produto que acredita lhe trard beneficios no tratamento de
doencas ou alivio de sintomas". A automedicacdo inadequada, tal como a
prescricdo errbnea, pode ter como consequéncia efeitos indesejaveis,
enfermidades iatrogénicas e mascaramento de doencas evolutivas,
representando, portanto, problema a ser prevenido, € evidente que 0 risco
dessa prética esta correlacionado com o grau de instrucdo e informacdo dos
usuarios sobre medicamentos, bem como com a acessibilidade dos mesmos
ao sistema de saude. Segundo o estudo de ARRAIS et al., 1997 a escolha de
medicamentos € baseada principalmente na recomendacao de pessoas leigas
(51,0%), sendo também relevante a influéncia de prescricbes anteriores
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(40,0%). Com relacdo ao segundo aspecto, é possivel que a ultima visita ao
médico 36,0% durante o periodo da pesquisa tenha influenciado sobremaneira
o perfil dos medicamentos escolhidos (ARRAIS et al., 1997).

A etiologia viral da gripe torna injustificavel a presenca de antibioticos
para o tratamento de doencas respiratérias, pois com o0 uso indevido dessas
substéancias ocorre inducao da resisténcia bacteriana (MASSUNARI, 2004).

As associa¢cdes medicamentosas irracionais promovem problemas como
interacbes medicamentosas, reacfes adversas imprevisiveis, ineficacia da
maioria dos componentes destes medicamentos (HOEFLER, 1999). Muitos
destes pacientes que resolvem automedicar-se para aliviar os sintomas da
gripe ja apresentam alguma outra enfermidade crénica, e faz uso sem saber
gue pode levar a severas complicacoes.

Porém, segundo a Resolucdo RDC n°40, de 26 de fevereiro de 2003,
sdo aceitas associacfes para o tratamento sintomatico da gripe contendo
analgésicos/ anti-inflamatérios, descongestionantes sistémicos e anti-
histaminicos (STORMS, 2012).

A OMS estima que as drogas utilizadas em criancas tem pouco ou
nenhum valor terapéutico, o que implica em enorme desperdicio de recursos e
a exposicdo a estes farmacos as torna mais vulneraveis aos efeitos adversos
dos medicamentos e uma possivel intoxicacdo medicamentosa (BRICKS,
1995).

Quanto a imunizacao prévia desses pacientes, contra o virus Influenza
HIN1, H3N2 e influenza B, 46 pacientes dos 144 foram vacinados
representando 32%, um namero relativamente baixo visto que justifica pelo fato
da faixa etaria do nosso estudo se encaixar em adultos jovens, isto esta
demonstrado na figura 8. Devido ao fato de que se as coberturas vacinais
contra a influenza estdo adequadas uma hipétese plausivel € o aumento da
circulacdo de outros virus de tropismo respiratério. Entre o0s mais
frequentemente associados com infec¢cdes pulmonares e suas complicacdes
estd o virus sincicial respiratério (DONALISIO et al., 2006), visto que o RSV
apresenta sazonalidade semelhante ao virus influenza (CINTRA &REY, 2006).
No Brasil, o sistema de vigilancia sentinela de quadros respiratorios indicou,
além do virus da influenza A e B (14,7%), a circulacdo de RSV (26,7%),
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adenovirus (17%) e parainfluenza (16,3%), entre 2000 e 2003 (DONALISIO et
al., 2006).

Na campanha nacional de vacinacdo contra Influenza os grupos
prioritarios a serem vacinados séo individuos com 60 anos ou mais de idade,
serdo vacinados os trabalhadores de saude, os povos indigenas, as criancas
na faixa etaria de 6 meses a menores de 5 anos de idade (4 anos, 11 meses e
29 dias), as gestantes, as puérperas (até 45 dias ap06s o parto), 0s grupos
portadores de doencgas crénicas nao transmissiveis e outras condi¢cdes clinicas
especiais (CAMP. NAC. VACINACAO INFLUENZA, 2014). Levando-se me
consideracdo que idade média dos pacientes incluidos nesse estudo foi de
35,17 anos e a mediana de 31 anos, portanto podem ser considerados adultos
jovens e que 85 (59,03%) dos pacientes participantes do estudo nao
apresentavam nenhuma comorbidade questionada no estudo. Desse modo
pode-se dizer que a quantidade de pacientes vacinados 46 (31,94%) é baixa
visto que o grupo etario predominante no estudo ndo é considerado grupo
prioritario para vacinacao contra os 3 tipos de virus influenza.

Alguns estudos demonstram que a vacinacao pode reduzir entre 32% a
45% o numero de hospitalizagcdes por pneumonias, e de 39% a 75% a
mortalidade global. Entre os idosos, pode reduzir o risco de pneumonia em
aproximadamente 60%, e o risco de complicacdo de 50% (MOURA, 2003).

Em relacdo as metodologias moleculares, essas podem ser empregadas
para deteccdo de Influenza com alta sensibilidade e especificidade. Nesse
estudo utilizou a técnica de RT-PCR que se tornou amplamente utilizada para
tal finalidade através da sua capacidade de detectar pequenas quantidades de
copias de material genético, além de detectar particulas armazenadas por
longo periodo de tempo. Existem estudos que demonstram uma maior
capacidade de deteccao por RT-PCR para Influenza em amostras de secrecéo
nasal.

Ha uma clara tendéncia para a utilizacdo de técnicas que permitem o
diagnostico precoce da infeccdo pelo Influenza, o diagndstico precoce é
vantajoso porque permite a implementacdo de medidas para limitar a
propagacdo do virus como em hospitais ou casas de repouso, e a

implementacg&o precoce da terapia antiviral.
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No Brasil e em outros paises, os programas de vigilancia do virus
respiratérios usam técnicas de diagnostico convencionais, como o IF. Uma
grande proporcao de amostras biolégicas permanecem negativos, mesmo com
evidéncia clinica de infeccéo respiratéria. Uma técnica molecular tal como PCR
em tempo real pode ser uma ferramenta importante, aumentando a capacidade
de deteccdo de um grande numero de agentes patogénicos respiratérios. Além
disso, este tipo de técnica pode contribuir para a correta indicacdo de
medicamentos antivirais, pode evitar 0 uso desnecessario de antibioticos e
pode promover a adoc¢ao de medidas de controle hospitalar apropriados.

Os resultados deste estudo mostram que a aplicacdo de ensaios de
PCR em um formato multiplex em tempo real para patdgenos respiratérios
aumenta consideravelmente a taxa de deteccdo de patdgenos quando
comparado aos métodos convencionais, destacando o papel do virus da gripe
em casos de IRA em pacientes de todas as idades, em além de relatar a
circulacdo de virus respiratorios recentemente descrita Influenza A HIN1,
H3N2 e influenza B.

Imunofluorescéncia (IF), por outro lado, é largamente utilizado para
detectar Influenza em células epiteliais da nasofaringe porque é mais rapido e
menos trabalhoso que o isolamento, no entanto, a técnica IF requer uma
amostra rica em células, a pericia na manipulacdo de um microscopio de
imunofluorescéncia e € menos sensivel do que a RT-PCR. A escolha de uma
técnica € de extrema importancia para o diagndstico rapido e sensivel de
Influenza (REIS et al., 2008).

No presente estudo, RT-PCR foi a metodologia escolhida para garantir
uma deteccéo viral com alta sensibilidade e especificidade. A RT-PCR funciona
muito bem com a maioria dos alvos de RNA, mas geralmente sdo necessarios
ajustes nos parametros da reacdo, a fim de melhorar a especificidade e
aumentar o rendimento, segundo (CONNEL, 2002) ndo existe um unico
protocolo que seja adequado para todas as situagfes, incluindo laboratorio,
reagentes e recursos humanos, assim para cada nova experiéncia €
necessario realizar a otimizagdo da reacdo. A otimizagdo da metodologia RT-
PCR realizada no estudo, foi fundamentada em protocolos previamente
descritos que visou aumentar o rendimento da reacdo, com a finalidade de

garantir o maior limite de deteccdo em cada reacdo, realizada através de
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alteracdes nas concentracdes de MgCl,, enzimas, temperaturas de anelamento
dos primers, reagente PCR SuperMix® e interpretacado dos resultados obtidos
através da visualizagdo em eletroforese dos produtos da amplificacdo sem o
aparecimentos de bandas inespecificas (CONNEL, 2002).

Pequenas variacbes em qualguer uma das muitas variaveis da reacao
de RT-PCR podem levar a um efeito pronunciado sobre o perfil do produto da
amplificagdo (CONNEL, 2002). Em relagcdo a padronizacdo do ensaio de
Transcricdo Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) foi tentado
ao maximo eliminar a possibilidade de ocorrer resultados falsos positivos e
falsos negativos durante a otimizagdo da técnica molecular, sempre fazendo o
uso de controles positivos e negativos e executando 0s ensaios através das
condutas de boas praticas laboratoriais.

Levando-se em consideracdo que um dos objetivos do trabalho era a
padronizacdo da técnica PCR, houve a padronizacdo dos componentes da
reacdo separadamente e a padronizacdo da técnica utilizando o PCR
SuperMix® de reagentes, e pbde-se observar que as duas formas sao
sensiveis e especificas frente ao controle positivo e negativo de Influenza,
sendo assim optou-se pela técnica de PCR utilizando o PCR SuperMix® na
tabela 5 de reagentes devido a otimizacdo de tempo e praticidade, visto que
foram vérias amostras analisadas. Em todos os procedimentos da reacdo RT-
PCR aplicada nas amostras inclusas no estudo foi utilizado um controle positivo
e um negativo, para confirmacdo da técnica na avaliagdo das amostras
analisadas.

Segundo a figura 9 podemos observar que ndo houve deteccdo de
Influenza A nas amostras respiratérias coletadas no presente estudo, através
da aplicacdo da metodologia RT-PCR devidamente padronizada. Diante desse
resultado devemos levar em consideragcéo que este foi um estudo realizado na
comunidade em Guarapuava- PR.

Estudos que visem acompanhar o perfil das doencas respiratorias na
comunidade sdo de extrema importancia para se detectar o nivel de ocorréncia,
caracteristicas da doenca em diferentes manifestacdes clinicas, desde quadros
leves até suas complicacoes, além de avaliar a sazonalidade local.

No entanto a grande maioria dos estudos com o Influenza séo realizados

em ambientes hospitalares e poucos estudos avaliam a circulacdo desse
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agente etiolégico na comunidade. Assim, estudos em ambito hospitalar
frequentemente relatam uma incidéncia maior de Influenza do que os estudos
em comunidade, pois o virus acomete preferencialmente criancas e idosos,
sendo que nelas a infeccdo se desenvolve de forma mais grave levando a
hospitalizacéo (D’ELIA et al., 2005).

A auséncia de positividade nas amostras investigadas pode representar
uma limitacdo do estudo relacionada com a incluséo dos pacientes, que nao foi
sistematica e ocorreu durante um curto periodo de tempo. Devido a
possibilidade de variagdo sazonal na circulacdo de Influenza seriam
recomendados estudos por periodo minimo de 3 anos para demonstrarem uma
sazonalidade viral mais fidedigna (LEVY et al.,, 2009). Outro fator que pode
justificar a auséncia de amostras positivas € ao fato do nosso estudo estar na
faixa etaria de adultos jovens, o qual ndo se enquadra na faixa de risco e até
mesmo devido a infeccdo aguda respiratoria ser uma doenca auto-limitada, o
que leva as pessoas nao procurarem as assisténcias basicas de saude,
dificultando um possivel diagnostico positivo.

Outro fator que justifica o nosso trabalho é os diversos contra-tempos
surgidos no percurso da realizacdo deste trabalho, como a falta de controles
positivos, de reagentes, armazenamento das amostras.

Este foi o primeiro estudo realizado em atendimento de servico publico
de Saude de casos com doencas respiratdrias agudas na cidade de
Guarapuava- PR, em que foi avaliada a etiologia de Influenza, que podera
servir como base para estabelecer estratégias de diagnéstico, prevencdo da
doenca e também para medidas de controle. Porém é necessario que continue
estudos sobre esse virus, com um maior nimero de amostras e por um periodo
mais prolongado de tempo das coletas, podendo assim obter maiores
informacdes sobre a sua etiologia e epidemiologia nessa regido, demonstrando
assim a determinagcdo da verdadeira importancia do Infuenza nas infecgbes
respiratorias.

Quanto ao aparecimento de trés amostras positivas para o Influenza B,
visto ser o patdgeno menos frequente e associados a casos esporadico, pode
ser justificado pela auséncia de surto durante o periodo estudado para o
Influenza A e ser explicado por se tratar de uma cepa na qual a mutagéo é
lenta por ter o homem como seu Unico hospedeiro. Segundo (WHO, 1980), o
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virus Influenza A ocorre em casos de doencas respiratorias conforme for
aumentando ainda mais a faixa etaria. E importante ressaltar que resultados
negativos nao excluem a possibilidade de infeccdo. Nesses casos, deve-se
avaliar o periodo da coleta em relagdo ao inicio dos sintomas, o
armazenamento, o sitio anatdmico da infec¢cdo no trato respiratorio e 0 uso
prévio de antivirais. Lembrando também que para a realizacdo de PCR o
exame deve ser realizado nos primeiros cinco dias de infec¢do, quando a carga

viral € mais elevada.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados, pode-se dizer que foi concluida a
padronizacao e otimizacdo da técnica de RT-PCR no laboratorio de Virologia e
Biologia Molecular da UNICENTRO com éxito. Houve obtencdo das amostras
de secrecdo nasal, a coleta e analise de dados dos pacientes inclusos no
estudo. No entanto ndo foram detectados casos de infec¢do respiratoria por
Influenza A em amostras de secrecdo nasal coletadas de pacientes com
sintomas respiratorios na cidade de Guarapuava- PR através da aplicacao de

metodologia PCR devidamente padronizada.
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ANEXOS
ANEXO 1:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que tem por
objetivo investigar o impacto clinico e epidemiolégico da infecgdo por doencgas
respiratorias no municipio de Guarapuava, PR.

Para a sua participagdo, devera autorizar que a amostra nasal ja
coletada para a deteccdo de influenza seja utilizada também para a
genotipagem desse virus e responder um questionario sobre avaliacdo de
aspectos clinicos e demograficos da familia. Se concordar em participar,
garantimos sigilo das informagbdes e o ndo aparecimento do seu nome. Sua
participagdo é voluntaria, o Sr (a) ndo tera nenhum tipo de despesa para
participar desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participagéo. O
Sr (a.) tem liberdade de participar do estudo ou desistir a qualquer momento.
Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade ou saude
isto € nao envolve riscos diretos ao Sr (a.). Os resultados deste estudo serdao
utilizados e divulgados em eventos cientificos, nos quais pesquisadores se
comprometem a divulgar os resultados obtidos.

Pesquisadores responsaveis: Daniele Antonelo Campos e Fernanda Carolina
Pedrosa;
Email: daniantonelo@hotmail.com;

Fone: 99379743 ou 99126046 Horario: 8:00 as 11:00 e das 13:30 as 17:30.

Eu declaro que estou
dispondo-me a conceder esta entrevista, li o termo acima e entendi o objetivo
do estudo do qual fui convidado a participar. Entendi que sou livre para
interromper minha participagdo a qualquer momento sem justificar minha
decisdo e sem que esta afete meu trabalho e autorizo voluntariamente a
utilizagao do material clinico de meu dependente
nas atividades da pesquisa.

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do responsavel

Guarapuava, ,de de 2015
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ANEXO 2:

Questionario clinico e epidemioldgico aplicado aos pacientes
Numero: Local da Coleta:

Data da coleta:

Nome do paciente:

Idade: Sexo:F() M()
Telefone:
Quantas pessoas na residéncia: criancas <5anos: SIM( ) NAO( )

Quantos sintomaticos:
Inicio dos sintomas: dias Febre: SIM () NAO ()
Sintomas respiratorios: Tosse ( ) Coriza/Obst: ( ) Dor de garganta ( )

Sintomas gerais: Cefaléia ( ) Mialgia ( ) Calafrios ()

Doenca de base:

Cardiopatia ( ) Pulmonar ( )
Diabetes () Metabdlicas ( )
Hipertenséo ( ) Tabagismo ( )
Outros:

Vacina SIM ( ) NAO ()
Medicamentos:

Contato posterior sobre o andamento do caso: Data:
Duracgéo dos sintomas: dias Febre: SIM () NAO ()
Sintomas respiratorios: Tosse ( ) Coriza/Obst: ( ) Dor de garganta ( )

Sintomas gerais: Cefaléia ( ) Mialgia ( ) Calafrios ( )

Uso de medicamentos:

Internacao (dias):

Auséncia no trabalho por parte do cuidador (dias):

Novos sintomaticos: Sintomaticos anteriores (melhora/piora):

Outros:



