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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

IMPACTO DOS VIRUS RESPIRATORIOS NAS EXACERBACOES
RESPIRATORIAS DE CRIANCAS E ADOLESCENTES COM FIBROSE CISTICA
RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
Viviane Mauro Corréa Meyer

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga genética, multissistémica, cronica e progressiva, que
cursa com doenga pulmonar cronica supurativa. A principal causa de morbimortalidade nesta
doenca sdo as exacerbagdes respiratorias (ER), isto €, periodos de piora aguda dos sintomas
pulmonares. Embora classicamente atribuidas as infec¢des bacterianas, frequentes nestes
pacientes, os virus respiratérios vém ganhando importante reconhecimento de seu papel
etiopatogénico. Neste estudo seccional, objetivamos identificar a prevaléncia de virus
respiratorios em criancas de 0 a 17 anos com FC acompanhadas no Instituto Nacional de
Satde da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira, no Rio de Janeiro, que se
apresentaram ao hospital preenchendo critérios de ER. Todos os pacientes que preencheram
os critérios de inclusdo concordaram em participar e tiveram amostras de swab combinado de
naso e orofaringe coletados e enviados ao Laboratorio de Virus Respiratorios € do Sarampo
do Instituto Oswaldo Cruz para pesquisa de Adenovirus, Virus Influenza A e B, Virus
Parainfluenza 1, 2 e 3, Virus Sincicial Respiratério (VSR), Metapneumovirus e
Rinovirus/Enterovirus/Coxsackie Virus, por RT-PCR e Imunofluorescéncia. Foram obtidas 70
amostras de 48 pacientes, das quais 35,7% foram positivas para virus respiratorios. Os
Rinovirus/Enterovirus/Coxsackie Virus foram os mais frequentes (28% das amostras
positivas), seguidos de VSR. Comparando-se o grupo positivo para virus com o negativo, o
primeiro foi mais jovem, embora sem significancia estatistica, e teve maior associagdo com
sintomas catarrais (p=0,03). Quando analisados os pacientes menores de 5 anos, o grupo
positivo para virus teve maior associacdo com febre (p=0,01). Apesar de nao alcancar
significancia estatistica, as detecgdes virais foram mais frequentes em pacientes previamente
colonizados por Pseudomonas aeruginosa e esta bactéria foi cultivada com mais frequéncia
no grupo positivo para virus. Nao houve diferenca significativa nos indicadores de gravidade,
como internagdo hospitalar, queda de saturacdo de oxigénio e Cystic Fibrosis Clinical Score,
entre os grupos positivo e negativo. Sao necessarios mais estudos prospectivos a fim de
avaliar o impacto a longo prazo das infec¢des virais nos pacientes com FC, assim como sua
interagao com o microbioma bacteriano.

Palavras Chave: Fibrose Cistica; Influenza Humana; Rinovirus; Virus Sincicial Respiratorio
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

IMPACT OF RESPIRATORY VIRUS IN PULMONARY EXACERBATIONS OF
CHILDREN AND ADOLESCENTS WITH CYSTIC FIBROSIS
ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL
Viviane Mauro Corréa Meyer

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic, multissystemic, progressive disease, that causes chronic
suppurative lung disease. The main cause of morbimortality in this disease are pulmonary
exacerbations, which are periods of acute worsening of respiratory symptoms. Although
classically attributed to bacterial infections, which are frequent in CF patients, respiratory
virus have been increasingly recognized in its ethiopathogeny. In this sectional study, we
aimed to identify the prevalence of respiratory virus in children aged 0 to 17 years with CF,
followed up at the Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente
Fernandes Figueira, in Rio de Janeiro, who presented at the hospital with pulmonary
exacerbation criteria. All patients who fulfilled the inclusion criteria agreed to participate, and
had a combined nasal and oral swab collected. The swabs were then sent to Laboratorio de
Virus Respiratorios e do Sarampo of Instituto Oswaldo Cruz, where they were submitted to
immunofluorescence and RT-PCR for Adenovirus, Influenza A and B, Respiratory Syncytial
Virus (RSV), Metapneumovirus, Rhinovirus/enterovirus/coxsackievirus. There were 70
samples collected from 48 patients, of which 35,7% were positive for respiratory virus.
Rhinovirus/enterovirus/coxsackievirus were the most common (28% of all positive samples),
followed by RSV. The virus positive group was younger, although not statistically significant,
and was associated with upper respiratory tract symptoms (p=0,03). Considering only patients
younger than five years old, the virus detection was associated with fever (p=0,01). Even
thought not statistically significant, viral detections were more frequent in patients previously
colonized by P. aeruginosa, and this bacteria was cultured more frequently in the positive
group. There was no significant difference in gravity markers, such as hospital admission, low
oxygen saturation and Cystic Fibrosis Clinical Score, between positive and negative groups.
Prospective studies are needed to assess the long term impact of viral infections in patients
with CF, and their interaction with the bacterial microbiome in these patients.

Key Words: Cystic Fibrosis; Human Influenza; rhinovirus; respiratory syncytial viruses.
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1- INTRODUCAO

1.1 A Fibrose Cistica

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga multissistémica, cronica e progressiva. Sua
transmissdo ¢ genética de heranca autossOmica recessiva, sendo mais frequente em
descendentes de caucasianos europeus (CUTTING & ZEITLIN, 2012). Sua incidéncia
estimada no Brasil € de 1: 7.576 casos por nascidos vivos (ATHANAZIO et al., 2017). O mais
recente relatorio anual do Registro Brasileiro de Fibrose Cistica (GBEFC, 2017), publicado
pelo Grupo Brasileiro de Estudos em Fibrose Cistica (GBEFC) a partir de registros realizados
nos centros de referéncia para tratamento da FC, contou com 4.654 pacientes, sendo a maior
concentracdo de casos nas regidoes Sudeste (GBEFC, 2017).

A doenca ocorre por uma mutagdo no gene CFTR (Regulador de Condutancia
Transmembrana da Fibrose Cistica), localizado no brago longo do cromossomo sete no locus
g31. Este gene codifica a proteina CFTR, um canal transmembrana condutor de cloro,
presente em células das glandulas sudoriparas, intestino, pancreas, sistema respiratorio e
génito-urinario. Estdo descritas mais de 2000 mutacdes do gene, divididas em cinco classes de
acordo com seu efeito na estrutura e funcdo da proteina CFTR, descritos na , descritos na
Tabela 1 (CUTTING & ZEITLIN, 2012).

A variagdo do efeito das diferentes mutacdes bem como alteragdes metagenéticas e
influéncias ambientais fazem com que a FC possa apresentar grande espectro de
manifestagdes fenotipicas (FARREL et al., 2017; SOSNAY & FARREL, 2015). Os quadros
clinicos mais comuns incluem doenga pulmonar cronica, sinusopatia cronica, insuficiéncia
pancreatica exocrina, desnutricao, obstrucao intestinal/ileo meconial e infertilidade masculina

(CUTTING & ZEITLIN, 2012).



Tabela 1- Classificagdo das mutagdes do gene CFTR

Classe da mutacao Caracteristicas
da CFTR®
I Ateragdo na transcri¢do do gene CFTR levando a auséncia total ou

quase total da proteina funcional

II Defeito do processamento da CFTR, formando uma proteina defeituosa

que ¢ degradada pela célula

111 Defeito da regulacdo da CFTR por alteragcao de sua interagdo com ATP,

levando a presenca de CFTR disfuncional na membrana
v Proteina CFTR com condutancia reduzida para Cloro

\Y CFTR de fung¢ao normal, porém em quantidade reduzida

a- Regulador de Condutancia Transmembrana da Fibrose Cistica

O diagnostico da FC ¢ realizado a partir de suspeita clinica, teste de triagem neonatal

(dosagem da tripsina imunorreativa -TIR) alterado ou historia familiar positiva, somada a

exame complementar que demonstre disfuncdo da CFTR. Estes devem ser preferencialmente

o teste do suor ou a identificagdo de duas mutacdes causadoras da doenca, aceitando-se

também, em casos indeterminados, o diferencial de potencial nasal e a medida de corrente

intestinal (FARREL et al., 2017). A introducao da dosagem da TIR no programa de triagem

neonatal brasileiro ocorreu em 2013, e resultou em importante aumento de diagndsticos e

redu¢do da idade em que este ¢ feito (GBEFC, 2017).

Nao ha, at¢é o momento, tratamento curativo para a FC, sendo o manejo da doenga

feito a partir de tratamento e prevencdo de infec¢des respiratorias, reposicao de enzimas

pancreaticas, suporte nutricional e ventilatério, otimizagao da expectoragdo com mucoliticos

(como alfa dornase e salina hipertonica) e fisioterapia respiratéria. Além disso, existem novas

drogas, que atuam como corretores ou potencializadores da CFTR, porém ainda de

disponibilidade limitada, de alto custo e especificos para algumas mutagdes (CUTTING &

ZEITLIN, 2012). Trata-se de uma condi¢ao grave, sendo a idade media de 6bito no Brasil

18,7 anos (GBEFC, 2017). Entretanto, a expectativa e qualidade de vida destes pacientes tem

melhorado de forma consideravel nos ultimos anos, com o surgimento de novas drogas,

2



diagnostico precoce e avangos nos exames complementares, somados a uma melhor
compreensdo da doenga (CFF, 2018; GBEFC, 2017).

A doenga pulmonar ¢ a principal causa de morbimortalidade na FC. Acredita-se que
sua origem decorra da hiperabsorcao de sddio e nao absor¢cdo de cloro na mucosa das vias
aéreas, consequente a disfungdo da CFTR, provocando a desidratagdo das secrecdes
periciliares. Isto resulta em uma reducdo do clearance mucociliar permitindo proliferagao
bacteriana e infeccdo. Associado a infecgdo, estabelece-se um estado pro-inflamatorio, com
infiltrado predominantemente neutrofilico, formando-se um ciclo vicioso de inflamagao e
infeccao que leva a injuria pulmonar (GOSS & BURNS, 2007). Estas caracteristicas levam ao
desenvolvimento de um microbioma pulmonar diferenciado nestes pacientes. Historicamente
acreditava-se que a colonizacao bacteriana do trato respiratorio na FC se restringia a apenas
alguns patogenos considerados “tipicos”: Staphylococcus aureus € Haemophilus influenzae
nos primeiros anos de vida, com progressio para Gram negativos, principalmente
Pseudomonas aeruginosa, além de Burkholderia cepacea. No entanto, com desenvolvimento
de tecnologias moleculares verificou-se que a colonizagdo ¢ polimicrobiana, incluindo
também bactérias dos géneros Veillonella, Streptococcus, Gemella e Prevotella. Ainda assim,
o microbioma de criangas com FC diverge daquele observado em criangas higidas por ser
menos diverso, fator que ¢ agravado com a idade e progressao de doenga (CARMODY et al.,
2015; COSTA et al., 2018; FRAYMAN et al., 2017; KERAVEC et al., 2015).

Faz parte do acompanhamento da FC a coleta regular de secrecdo respiratoria (por
swab orofaringeo ou escarro), com frequéncia minima trimestral, para monitorizacdo da
colonizagdo bacteriana. Sao de maior preocupagdo a aquisicao de P. aeruginosa, S. aureus
resitente a meticilina (MRSA) e B. cepacea, pois estdo associados a um maior declinio clinico
e de funcao pulmonar. Quando estas bactérias sao isoladas na secre¢ao respiratdria de um
paciente, ¢ indicado o tratamento de erradicagdo com antibioticoterapia, independente da
presenca de sintomas no momento. Apds repetidas tentativas de erradicagdo sem sucesso, 0
paciente pode passar a ser considerado cronicamente colonizado (ATHANAZIO et al., 2017).
Recentemente, as bactérias Achromobacter xylosoxidans e Stenotrophomonas maltophilia
também tem ganhado importancia clinica como possiveis fatores de piora clinica, ainda nao
havendo consenso em relagdo a protocolos de erradicagao das mesmas.

Na historia natural da doenga, os periodos de piora aguda dos sintomas respiratorios

sao referidos como exacerbagdes respiratorias (ER). Nao hd um consenso sobre a sua



defini¢ao (BHATT, 2013; BILTON et al.; 2011), porém uma das mais amplamente difundidas
¢ a de Fuchs et al. (1994), que estabelece como ER a presenca de pelo menos quatro dos
seguintes critérios: mudanca nas caracteristicas do escarro (coloracdo ou quantidade); nova
hemoptise ou piora se pré-existente; aumento da tosse; aumento da dispnéia; prostragdo,
fadiga ou letargia; temperatura >38°C; anorexia ou perda de peso; dor ou sensibilidade
sinusal; mudangas no exame fisico toracico; queda da fungdo pulmonar representada pelo
Volume Expiratorio For¢cado no primeiro segundo (VEF1) em 10% e relagcdo ao ultimo valor
registrado; alteracdes radiograficas sugestivas de infec¢do. Estertores e sibilos pulmonares sao
auscultados com frequéncia, porém sua auséncia ndo exclui o diagnostico. No caso de
exacerbagoes leves, o tratamento pode ser feito com antibioticoterapia via oral em ambiente
domiciliar. No entanto, na presenca de desconforto respiratorio significativo, hipoxemia ou
intolerancia a medicagdo oral, ¢ necessario o emprego de antibidticos por via endovenosa,
geralmente em ambiente hospitalar. Além do tratamento antimicrobiano podem ser ainda
necessarios oxigenioterapia, suporte ventilatorio com ventilagdo nao invasiva ou, nos casos

mais graves, ventilagdo mecanica (ATHANAZIO et al. 2017).

1.2 Os virus respiratorios e a FC

Os virus respiratorios sao sabidamente os agentes etioldgicos mais prevalentes nas
infeccdes respiratérias agudas na infancia, independente da presenga de comorbidades
(BLACK et al., 2010). As infec¢des por virus respiratdrios ocorrem nos pacientes com FC
com frequéncia semelhante a da populagdao geral (EWIJK et al., 2008; HIATT et al., 1999;
KORTEN et al., 2018; RAMSEY et al., 1989; WANG et al., 1984). No entanto, pacientes
com FC apresentam maior propor¢do de infeccdes do trato respiratorio inferior e de
internagdo hospitalar (HIATT et al. 1999), além de maior duracdo de sintomas de via aérea
inferior e pior escore de gravidade por episodio (EWIIK et al. 2008). Deste modo, estes
agentes causam maior morbidade nesta populagdo. Parte desta maior morbidade pode estar
relacionada a interagdo dos virus com a populagdo bacteriana que frequentemente coloniza o
trato respiratorio inferior na FC. Sabe-se que a presenca de bactérias pode influenciar a
resposta a infecgao viral, aumentando a expressao celular de receptores para virus e atuando
sinergicamente na indugdo de citocinas pro inflamatérias (BELLINGHAUSEN et al. 2016).
Além disso, estudos in vitro demonstraram que a resposta imune inata anti-viral pode estar
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prejudicada nas células epiteliais de portadores de FC. Estes individuos apresentam menor
producdo de 6xido nitrico, levando a menor inibicdo da replicagdao viral e menor clearance
viral (COLASURDO et al., 2006; ZHENG et al., 2003). Apresentam também uma maior
liberacao de Interleucina-8 e reducdo da resposta apoptotica, que resultam em aumento da
inflamacao de via aérea (SUTANTO et al., 2011). Diferentes virus foram correlacionados
também com aumento ou redugio da resposta da via do Interferon (SCHOGLER et al., 2016).

Do mesmo modo, as infecgdes virais tém impacto no risco e prognostico das infecg¢des
bacterianas do trato respiratorio inferior. Estes agentes afetam a frequéncia e coordenagao dos
batimentos ciliares, além de induzirem aumento na produ¢do de muco, o que prejudica o
clearance mucociliar e favorece a proliferacdo de bactérias (BELLINGHAUSEN et al.,
2016). A perda de integridade da barreira epitelial do trato respiratério, secundaria a
inflamacdo e morte celular, e as alteracdes da resposta imunoldgica, ambos secundarios a
infeccdo viral, também favorecem a infec¢ao bacteriana (HANADA et al., 2018). A infecgao
bacteriana pode ainda ser facilitada pelo aumento da expressdo de receptores para bactérias
nas células infectadas por virus, e até pelo uso de estruturas virais como agentes de ligagao
para invasao celular. Por fim, as alteracdes que os virus causam no microambiente, como a
elevacao da temperatura e a variagao na disponibilidade de micronutrientes, podem predispor
a infec¢do bacteriana (BELLINGHAUSEN et al.,, 2016), assim como as alteracdes no
microbioma pulmonar (HANADA et al., 2018).

No caso especifico da FC, observa-se uma maior resposta de citotoxicidade nas
infec¢des virais em pacientes colonizados por P. aeruginosa (KIENINGER et al., 2012). A
infeccdo prévia ou concomitante por Virus Sincicial Respiratorio (VSR) potencializa a adesao
de pseudomonas as células epiteliais e a formacao de biofilme. Este fenomeno também foi
observado com Rinovirus (RV) e Adenovirus (AdV), e pode ser decorrente de um aumento da
producdo de interferon e da liberagdo de ferro pelas células do epitélio respiratorio
(HENDRICKS et al., 2016). Foi observado que o RV pode ainda provocar o efeito inverso:
aumentar a liberacdo de bactérias do género Pseudomonas do biofilme, induzindo formas
mais proinflamatdrias, por conta do estresse oxidativo e do aumento de liberacao de citocinas
induzidos por este virus (CHATTORAIJ et al., 2011). Corroborando estes resultados,
Kiedrowski et al. (2018) associaram a infec¢dao por VSR e RV ao crescimento do biofilme de
S. aureus nos pacientes avaliados. Por outro lado, Chin et al. (2015) ndo encontraram

diferenca na densidade de Pseudomonas em pacientes com ou sem infecgao viral.
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1.3 Os virus respiratorios e as exacerbagoes respiratorias

As ER s3o eventos de grande importancia na FC por provocarem alta
morbimortalidade. Historicamente, sdo atribuidas ao isolamento de um novo agente ou a um
aumento da populagdo bacteriana ja instalada no sistema respiratorio do individuo com FC
(CHIN et al., 2015). Os primeiros estudos que investigaram o papel dos virus respiratorios nas
ER utilizaram metodologias de Imunofluorescéncia Direta (IF), sorologia e/ou isolamento
viral. A maioria encontrou baixas taxas de deteccao de virus, com predominio de infecg¢des
bactérianas. Ong et al. (1989), por exemplo, estudaram 36 pacientes adultos com FC,
coletando amostras de sangue e secrecdo respiratoria durante episodios de sindrome gripal.
Houve identificacdo de algum virus em apenas 13% das 92 das amostras usando-se IF. Do
mesmo modo, Petersen et al. (1981) identificaram soroconversdo para virus respiratorios
(VSR, Virus Parainfluenza (PIV), Virus Influenza (Flu) e AdV) em apenas 20% das
exacerbagdes investigadas, enquanto bactérias foram identificadas em 76% dos casos, sendo a
mais comum P. aueruginosa, identificada em 51%. Clifton et al. (2008) avaliaram conversdo
soroldgica para virus respiratorios de pacientes com FC apos tratamento de ER com
antibioticoterapia venosa durante periodo de 10 anos. Dentre 2.398 casos, apenas 4,8%
tiveram sorologia positiva para os virus testados.

Ja Smyth et al. (1995), ao incluirem Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR) para RV
além dos métodos anteriormente citados, obtiveram uma maior taxa de deteccao viral em
quadros de coriza ou piora da tosse de individuos com FC menores de 20 anos. De 157
amostras, 28% foram positivas para algum dos virus testados, sendo RV o mais comum
(56,8%), seguido de PIV 1 e Influenza (11,4% cada). Nao houve diferen¢a de idade, sexo,
colonizagdo por Pseudomonas, estado nutricional ou queda da funcdo pulmonar entre os
grupos positivo e negativo para virus, porém o grupo positivo apresentou maior queda do
escore de Shwachman e mais dias de antibiotico venoso.

Por outro lado, alguns estudos que avaliaram apenas criangas muito jovens,
diagnosticadas por triagem neonatal, encontraram taxas mais expressivas de detecc¢ao viral e
baixa colonizagdo bacteriana. Armstrong et al. (1998) coletaram 31 amostras de aspirado
nasofaringeo ou lavado broncoalveolar de criangas com FC menores de um ano de idade, em
sua primeira interna¢do por ER. Destas, 51% foram positivas para virus, sendo VSR o mais

comum. Do mesmo modo, Abmann et al (1988), dentre 30 hospitalizagdes de lactentes com



FC, identificou virus em 40%, sendo RSV o mais comum (23%). Em ambos estudos S. aureus
foi a bactéria cultivada com maior frequéncia.

Fazendo uma andlise retrospectiva da literatura, fica claro que com a inclusdo das
tecnologias moleculares, os novos estudos redimensionaram a importancia dos virus
respiratorios na FC. Houve um aumento significativo da taxa de deteccdo viral nestes
pacientes, sendo demonstrado em alguns trabalhos que os virus podem inclusive ser mais
frequentes que bactérias nesta populagdo. Dentre os virus respiratorios comumente testados, o
RV obteve especial destaque, sendo o mais encontrado em diversas investigacdes (MIRO-
CANIS, 2017). Outros virus como Ebstein Barr, Varicela Zoster, Herpes Simples,
Citomegalovirus, Bocavirus (HBoV) e Poliomavirus foram esporadicamente identificados, e
parecem ter papel secundario na etiologia das ER (SCHEITHAUER et al., 2010).

Novos estudos também demonstraram uma frequéncia maior de identificacao viral
durante as ERs. No Canad4, Asner et al. (2012) avaliaram amostras de 43 criangas com FC
em ER. Destas 60,5% testaram positivos para ao menos um tipo de virus, e 34,6%
apresentaram coinfeccdo viral. Os Cochsackie/Echovirus ¢ VSR A e B foram os mais
frequentes, ambos encontrados em 34,6% das amostras, seguidos de RV (23%). Os
Coronavirus (hCoV) e Metapneumovirus (hMpV) foram identificados apenas em coinfecgoes.
O grupo positivo se associou a infeccdes em idade mais jovem, presenca de febre, maiores
escores clinicos de gravidade (Cystic Fibrosis Clinical Score - CFCS) e menores escores
clinicos de qualidade de vida (Cystic Fibrosis Questionnaire Revised- CFQ-R). Nao houve
diferenca da coloniza¢ao bacteriana entre os dois grupos. Ja Collinson et al. (1996)
detectaram Picornavirus em 51% de 119 amostras respiratorias de criangas com FC
apresentando infec¢do de vias aéreas superiores (IVAS). O RV foi especificamente
identificado em 18%. Nao houve, no entanto, diferenca da queda de funcdo pulmonar entre os
grupos positivo e negativo para virus. Jones et al. (2011) encontraram 47,2% de positividade
para virus nas amostras de 53 pacientes com FC e sintomas de doenga respiratoria viral aguda.
RV foi de novo o agente mais frequente (24,5%), seguido de influenza A e B (11,2%), PIV 3
e AdV (3,8% cada) e VSR e hMpV (1,9% cada). No Unico estudo brasileiro de nosso
conhecimento, De Almeida et al. (2010) acompanharam 103 criangas com FC durante um
ano, coletando amostras de secrecdo nasofaringea em consultas de rotina (n=266) ¢ ER
(n=142). Foram encontrados nos dois grupos 22% e 72% de positividade para virus,

respectivamente, sendo o RV o mais identificado em ambos os cendrios. Na mesma
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amostragem de pacientes descreveu-se a identificagdo dos hCoV: NL63 (8 casos), OC43 (6
casos), HKU1 (4 casos) e 229E (1 caso) (DA SILVA FILHO et al., 2012).

Com objetivo de identificar a interferéncia da coleta na identificagdo viral em
pacientes de FC, Emerson et al. (2013) compararam a coleta de swabs de pacientes com FC
de 6 a 18 anos com sinais de doenga respiratdria aguda em casa (43) e na clinica (18). Foram
positivos para algum virus respiratorio 50% dos swabs coletados na clinica e 81% dos
coletados em casa. Em ambos os casos, RV foi 0 mais comum (73% de todas as coletas). Os
swabs coletados no domicilio apresentaram maior taxa de positividade, provavelmente devido
ao tempo de coleta mais préximo ao inicio dos sintomas.

O aumento da taxa de deteccdo viral se manteve mesmo quando avaliados
adolescentes e adultos, com maior frequéncia de colonizagdo por Pseudomonas. Avaliando
amostras coletadas apenas no outono e inverno, Ramirez et al. (2014) identificaram virus
respiratorios em 38,8% de 36 amostras de pacientes com ER de 12 a 36 anos. O virus mais
comum foi RV (64%), seguido de influenza A. RV, junto aos enterovirus, também foram os
mais frequentes no estudo de Hoek et al (2013), no qual 8 de 24 pacientes adultos com ER
apresentaram infecgdo viral. Num estudo com adultos colonizados por Pseudomonas, Chin et
al. (2015) identificaram virus respiratorios em 50% de 30 exacerbagdes. Novamente RV foi o
mais frequente (67%), seguido de hCoV (14%), VSR (13%) e PIV (7%). Ainda em relagdo a
populagdo adulta, Flight et al. (2014) avaliaram 98 individuos em consultas de rotina (397
amostras) ¢ ER (229 amostras). Foram identificados virus em 40% das ER e 24% das
amostras de rotina. A identificacao de virus se associou a presenc¢a de ER e a maior prescrigao
de antibidticos, além de presenga de outras criangas no domicilio € homozigose para mutagao
F508del. As exacerbacdes com virus se associaram a menor queda de VEF1. Em
contrapartida, Cousin et al. (2016), encontraram associa¢ao entre positividade para virus
respiratorios em geral, e rinovirus em particular, € a menor recuperagdao da fungdo pulmonar
em criangas com FC.

Goffard et al. (2014) identificaram virus em 25% de 31 amostras de adultos em
exacerbagdo, sendo RV e hCoV os mais comuns. Entretanto, a infeccdo por virus nao se
relacionou com piora do indice de massa corporal (IMC), piora do escore de Shwachman ou
com alteracao da colonizagao bacteriana. Uma menor taxa de detec¢ao também foi encontrada
em um estudo restrospectivo por Esther et al. (2014). Neste estudo foram avaliados os

resultados de 235 lavados bronco-alveoares realizados em individuos com FC, entre 0 ¢ 21
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anos (idade média 7,9). Ao menos um virus foi identificado em 28,5% dos exames, sendo os
mais comuns RV/enterovirus (82,4%), seguidos de hMpV (3,3%) e PIV3 (1,3%). Pacientes
com amostra positiva para virus foram mais jovens e com maior chance de terem sintomas
respiratorios como indicacdo do exame. No entanto, deve-se considerar que as amostras
analisadas foram obtidas por broncoscopia, exame invasivo geralmente com indicagao
reservada a quadros mais graves ou protraidos, podendo nao representar a real prevaléncia de
infeccdo viral na populagao.

Estudos populacionais também corroboraram o papel de alguns virus na morbidade
pulmonar da FC. Somayaji et al. (2017) cruzaram os dados do registro americano de pacientes
da Cystic Fibrosis Foundation (CFF) de 2003 a 2009, que inclui informagdes sobre as
exacerbagdes dos 21.022 pacientes acompanhados, com dados da vigilancia de virus
respiratorios do Center for Disease Control (CDC). Foi observado que um aumento da
atividade de VSR na comunidade estava associado a um aumento na taxa de ER em criangas,
e que o aumento da atividade de influenza estava associado ao aumento de ER em criancas e
adultos. No entanto, o estudo ndo avaliou diretamente os resultados de pesquisa viral dos
pacientes com FC, mas pode-se inferir que as taxas de vacinagdo contra influenza eram
aquém do recomendado (SOMAYAIJI et al., 2017). Do mesmo modo, Ortiz et al. (2010)
cruzaram os dados do CFF com os dados de vigilancia de influenza, encontrando aumento do
risco de exacerbacao na época de maior atividade deste virus.

Além disso, outros estudos objetivaram comparar a identificagdo de virus em
momentos basais e durante ER, a fim de melhor avaliar seu papel causal. Wat et al. (2008)
conduziram um estudo prospectivo multicéntrico por 17 meses no pais de Gales, coletando
amostras de secregdo respiratoria de criancas com FC em consultas de rotina (n=136) ¢ em
exacerbagdo (n=138), das quais 16,9% e 46% foram positivos para virus, respectivamente. Os
RV foram os mais comuns nos 2 grupos, seguidos de PIV. Dividindo-se os pacientes entre os
grupos positivo e negativo para virus, o primeiro apresentou maior presenga de sintomas de
IVAS e maior associagdo com exacerbacao. Também neste estudo, ndo houve diferencga entre
os dois grupos em relagdo a colonizagdo bacteriana. Ja na amostragem de Stelzer - Braid et al.
(2012), com idade média de 11,4 anos e avaliada durante a primavera, 46% de todos os casos
(tanto basais quanto em ER) foram positivos para algum virus, sendo o mais comum RV
(35%), seguido por PIV3 e hMPV, influenza A e VSR (2,7% cada). Apenas o PIV foi

correlacionado com a presenga de exacerbacdo. Esposito et al. (2014) avaliou criancas de 7 a
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25 anos (média 17 anos) com exacerbacao (47) ou clinicamente estaveis (31). Dos pacientes
com exacerbagdo 31,9% foram positivos para pelo menos 1 virus, sendo o mais comum RV
(21,3%), principalmente RV-A, seguido de influenza A, hMpV e hBoV. A presenga dos virus,
no entanto, ndo se correlacionou com ER.

Um dos pontos de maior divergéncia entre os estudos diz respeito a associacao do RV
com as ER. Por ser o virus mais identificado também em individuos assintomaticos, até
mesmo naqueles sem FC, ha grande debate sobre seu papel etioldgico nas ER. Em um estudo
prospectivo, Burns et al. (2012) acompanharam 44 criancas portadoras de FC de 6 a 18 anos,
coletando amostras de rotina e durante exacerbacao (definida pela necessidade de prescrigao
de antibidtico). Foram obtidas 359 amostras, das quais 30,1% foram positivas para algum
virus. RV foi o mais comum (23,1%), seguido de PIV (2%) e AdV (1,7%). O RV nao foi
associado estatisticamente com ER, porém se associou com alteragdo da ausculta respiratoria
e rinorréia. Ja em outros estudos este virus foi associado de forma significativa a presenga de
ER (GOFFARD et al., 2014; WAT et al., 2008;)

De forma semelhante, Stelzer - Braid et al. (2017) pesquisaram a presenca de RV em
criancas durante consultas de rotina e ER, divididas por idade em 2 coortes: <5 anos (51
pacientes com 119 amostras) e 5-17 anos (59 pacientes com 142 amostras). RV foi detectado
em 37,1% das amostras do grupo mais jovem, incluindo 43% das exacerbagoes, ¢ em 11,9%
do grupo mais velho, incluindo 12% das exacerbagdes. RV-A foi o mais comum (69%). Nao
houve correlacao entre a identificagdo de RV A ou C e a presenca de ER, apesar da alta taxa
de identificacdo deste em criangas jovens com ER. Associagdes diferentes com o risco de
exacerbagao também foram encontradas de acordo com o subtipo de RV. Para de De Almeida
et al (2010), apenas os subtipos A2 e C se associaram a ER, enquanto que para Flight et al.
(2014) o subptipo A conferiu pior prognostico.

Deste modo, pode-se perceber que ainda ha muita divergéncia entre os estudos em
relagdo a frequéncia dos virus respiratorios nas ER, seu papel na etiopatogenia e seu impacto
na gravidade das mesmas. E provavel que diversos fatores interajam nesta dinimica, tais
como colonizagdo bacteriana, idade, status vacinal e grau de acometimento respiratério pela

FC, resultando numa variabilidade de resultados entre estudos e populacdes.
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1.4 Os Virus Respiratorios

1.4.1 Virus Sincicial Respiratério

O VSR ¢ um virus envelopado de genoma RNA fita simples com polaridade negativa
pertencente a familia Pneumoviridae (ICTV, 2018). Apresenta dois subgrupos, A ¢ B,
diferenciados principalmente pela proteina G (REZAEE et al., 2017). O virus apresenta
circulacdo sazonal, predominando no inverno e inicio da primavera. No Brasil sua
sazonalidade ¢ de margo a julho nas Regides Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste ¢ de abril a
agosto na regido Sul (SBP 2017). Globamente o RSV ¢ a principal causa de Infec¢do Aguda
do Trato Respiratorio Inferior (IATRI) na infancia (NAIR et al., 2010), sendo responsavel por
cerca de 33,8 milhdes de casos e 55-99 mil 6bitos/ano no mundo (SHI et al. 2017). A maioria
das criangas ¢ infectada ainda no primeiro ano de vida e todas sdo expostas até o fim do
segundo ano, sendo a infeccdo primdria raramente assintomatica (SBP, 2017). O quadro
clinico varia de quadros leves a infec¢do grave com insuficiéncia respiratoria (HALL, 2001),
sendo a sintomatologia mais comum composta de tosse, febre e coriza, podendo evoluir com
sibilos e taquidispnéia (SBP, 2017). A infec¢do natural em humanos confere uma imunidade
protetora apenas parcial, sendo frequentes as reinfeccdes na infincia. Estas reinfecgdes
apresentam notadamente um menor risco de acometimento do trato respiratorio inferior
(HALL, 2001; MENG et al., 2014).

Sao considerados grupos de risco para maior morbimortalidade os prematuros e os
portadores de cardiopatia congénita ou de doenca pulmonar crénica da prematuridade (SBP,
2017). Uma possivel relacdo de risco com a FC ainda ndo foi totalmente esclarecida, a
despeito de novas evidencias indicarem este virus como importante causa de morbidade nesta
populagao (METZ et al., 2017; SOMAYAIJI et al., 2017).

Atualmente ndo ha vacinas licenciadas contra o VSR (REZAEE et al., 2017) ¢ a
profilaxia disponivel ¢ o Palivizumabe (MedImune®), um anticorpo monoclonal humanizado
IgG1 produzido por DNA recombinante. Entretanto sua indicagdo pelo Sistema Unico de
Satde (SUS) ¢ restrita a alguns grupos de alto risco: prematuros nascidos com idade
gestacional menor ou igual a 28 semanas no primeiro ano de vida; crianca com cardiopatia
congénita com repercussao hemodinamica e necessidade de medicamentos especificos nos
dois primeiros anos de vida; crianga com broncodisplasia pulmonar e necessidade de
farmacoterapia nos seis meses antecedentes, nos dois primeiros anos de vida (SBP 2017). O
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uso do palivizumab na FC ainda ¢ controverso. Diversos estudos indicaram beneficios em sua
administracdo em lactentes, como redugcdo do numero de episddios de infecgdo respiratoria
aguda (BJORNSON et al., 2018; GROVES et al., 2016), redugdo do risco de internagao
hospitalar (GIEBELS et al., 2008) e reducao da duragao desta quando ocorra (BJORNSON et
al., 2018), sendo tao benéfico quando nas indicagdes previstas pelo SUS (MITCHELL et al.,
2018). No entanto, outros estudos ndo demonstraram redugdo na taxa de internagdo (BUCHS
et al., 2017; LINNANE et al., 2015; WINTERSTEIN et al., 2013), além de questionarem seu
custo- efetividade (MCGIRR et al., 2016). A Ribavirina ¢ o unico antiviral licenciado para o
tratamento, porém com indicacdo limitada a infec¢des graves em imunodeprimidos, € com

disponibilidade restrita no Brasil (HALL, 2001).

1.4.2 Metapneumovirus Humano

O hMpV ¢ um virus de genoma RNA fita simples com polaridade negativa
pertencente a familia Pneumovirinae (ICTV, 2018), descrito em 2001. Sao classificados em
genotipos A e B, baseado em variagdes das proteinas G e F (PANDA et al., 2014; VAN DEN
HOOGEN et al.,, 2001), cada gendtipo abrigando dois subgrupos. Estes virus sao
genéticamente e clinicamente semelhantes ao VSR. A primo-infec¢do ¢ raramente
assintomatica, no entanto, o acometimento ¢ frequentemente restrito as vias aéreas superiores,
raramente alcancando as vias aéreas inferiores. Neste caso, as manifestacdes podem incluir
febre, taquipneia, tosse e hipoxemia (KAHN, 2006; WILLIAMS et al., 2004). Este patogeno
apresenta distribuicao mundial, com aumento de circulagdo no fim do inverno e da primavera
em locais de clima temperado, podendo o pico de sazonalidade coincidir com o do VSR
(KAHN, 2006). Nos Estados Unidos a taxa de hospitaliza¢ao estimada por este agente ¢ de 1
a cada 1.000 criangas menores de 5 anos, sendo 3 a cada 1.000 menores de 6 meses. No Brasil
um estudo com criangas internadas por infec¢do respiratoria identificou hMpV em 6,4% das
amostras, sendo a bronquiolite o diagnostico mais comum na internagdo. Destes pacientes,
70% necessitaram de oxigénio suplementar e 40% de cuidados intensivos (DEBUR et al.,
2007). Ja Pilger et al. (2011) isolaram hMpV em 14,5% de lactentes menores de 2 anos
atendidos na emergéncia com quadro de infec¢do respiratoria e presenga de estertores ou
sibilos difusos. Nao ha vacinas liberadas para a profilaxia da infeccdo por hMpV e o

tratamento da infec¢do com ribavirina nao se mostrou promissor (KHAN, 2006).
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1.4.3 Adenovirus

Os adenovirus sdo virus ndo-envelopados de DNA fita dupla, pertencentes a familia
Adenoviridae (ICTV, 2018). Sao conhecidos 53 sorotipos, pertencentes a 6 espécies
diferentes, divididas de A a G (SMITH et al., 2010). Os tipos B, C, D ¢ E sao causadores de
infec¢des respiratorias, enquanto os tipos F e G provocam gastroenterite € o tipo A nado ¢
patogénico em humanos (DUNN & MILLER, 2014). Estes virus sao também associados a
conjuntivite, cistite hemorragica e sintomas neurologicos (BINDER et al., 2017). A circulagao
dos AdV ¢ esporadica, sem seguir um padrao de sazonalidade. H4 descri¢cdes de surtos ao
redor do mundo em comunidades, principalmente aquelas submetidas a aglomeracdo e
espacgos fechados como asilos, dormitorios e quartéis (BINDER et al., 2017). Em um estudo
no Sul do Brasil, o AdV foi o 2° agente viral mais frequentemente identificado em criancas de
24 a 59 meses com infeccao respiratoria aguda na emergéncia, sem necessidade de internagao,
sendo isolado em 12% das amostras (GIAMBERARDIN et al., 2016). J& existiu uma vacina
inativada contra AdV, utilizada em militares nos Estados Unidos, porém a mesma foi

descontinuada. Nao ha antivirais disponiveis para este agente (DUNN & MILLER, 2014).

1.4.4 Virus Influenza

Os virus influenza possuem genoma RNA fita simples de polaridade negativa e
pertencem a familia Orthomixiviridae. Sao descritos trés tipos capazes de infectar humanos:
A, Be C. Otipo A ¢ dividido em dezenas de subtipos, infectando uma miriade de espécies de
mamiferos e aves. E classificado de acordo com suas proteinas de superficie hemaglutininas
(HA) e neuraminidases (NA). O tipo B ¢ dividido em duas linhagens genética e
antigenicamente distintas, Yamagata ¢ Victoria. Ademais destas classificagdes estes virus
apresentam constantes mutagdes, que podem se fixar na populacdo, gerando as chamadas
cepas ou variantes virais. Os virus influenza C sdo associados a quadros brandos ou mesmo
subclinicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

As manifestacdes causadas pelos virus influenza sao divididas em duas sindromes
clinicas: a sindrome gripal (SG), caracterizada por febre mais tosse ou odinofagia e
mialgia/cefaleia e prostragdo, e a sindrome respiratéria aguda grave (SRAG), quando além da
febre e tosse ha dispneia. Sdo considerados grupos de risco lactentes menores de 2 anos,
idosos maiores de 60 anos, gestantes, pacientes em uso cronico de acido acetilsalicilico,

portadores de cardiopatia, doenca pulmonar cronica, diabetes mellitus, doenga hepatica,
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insuficiéncia renal cronica, imunossupressio e de doengas hematologicas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Por se tratar de doenca pulmonar cronica, a FC é considerada fator de rico
para formas graves de influenza. Durante a pandemia pelo subtipo A (HIN1) em 2009, as
taxas de hospitalizagdo e letalidade foram maiores em pacientes com FC do que na populagao
geral (RENK et al., 2014).

A influenza tem uma taxa de mortalidade estimada nos paises das Américas de
2,1/100000 habitantes menores de 65 anos (CHENG et al., 2015). E recomendada a profilaxia
com vacinagdo anual para os grupos de risco, sendo disponivel no SUS a vacina trivalente,
cuja composicao ¢ atualizada anualmente de modo a contemplar as cepas circulantes no
periodo (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Os medicamentos mais utilizados para o
tratamento da influenza A sdo os inibidores da neuraminidase (Oseltamivir e Zanamivir), que
interferem na liberacdo de particulas virais da célula infectada, sendo efetivos contra os

influenza A e B (UYEKI, 2003).

1.4.5 Virus Parainfluenza

Os PIV sao virus envelopados de RNA fita simples de polaridade negativa,
pertencentes a familia Paramyxoviridae. Sdo conhecidos quatro sorotipos, sendo o PIV 1 e 3
do género Respirovirus € o PIV 2 e 4 do género Rubulavirus. Todos os sorotipos podem
causar doenga respiratoria de gravidade variavel, dependendo de fatores de viruléncia do
patogeno e de defesa do hospedeiro. Cerca de 15% das infec¢cdes por PIV afetam o trato
respiratorio inferior, sendo estas mais comuns em lactentes, idosos € imunocomprometidos.
Os tipos 1 e 2 estdo mais associados a quadros de laringotraqueite e sao mais frequentes no
outono, enquanto o tipo 3 ¢ mais associado a IATRI, principalmente nos primeiros 6 meses de
vida, e tem maior circulagdo na primavera e verao. O tipo 4 ¢ mais raro e tem sido associado a
quadros clinicos de menor gravidade (HALL, 2001). Em seu estudo em Sao Paulo, Pecchini
et al. (2015) identificaram os PIV, principalmente tipo 3, como segundo agente mais comum
em criangas menores de 5 anos internadas com historia prévia de IVAS, sendo identificado
em 7,7% dos pacientes. Similarmente, no mesmo estado Thomazelli et al. (2007) isolaram
PIV3 em 8,3% de criancas menores de 5 anos internadas por IATRI. A ribavirina tem sido
estudada como possibilidade terapéutica em pacientes imunocomprometidos, porém ainda nao
ha estudos conclusivos. Nao existe at¢ o momento vacina disponivel contra este agente

(HALL, 2001).
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1.4.6 Coronavirus Humano

Sao virus envelopados de RNA fita simples com polaridade positiva, pertencentes a
familia Coronaviridae. H4 cinco coronavirus humanos conhecidos, que pertencem a dois
géneros diferentes. O hCoV 229E e NL63 sdao do género Alphacoronavirus, enquanto OC43,
HKUI1, Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS)-CoV, e Sindrome Respiratoria do
Oriente Médio (MERS)-CoV pertencem ao género Betacoronavirus (TROMBETTA et al.,
2016). O SARS-CoV, identificado originalmente na China, teve circulacao restrita a poucos
paises entre os anos de 2002 e 2004, quando causou epidemia com 8.098 casos de SARS ao
redor do mundo. Afetou principalmente adultos, sendo apenas 5% dos acometidos menores de
12 anos (PRINCIPI et al., 2010). J& o MERS-CoV foi identificado inicialmente na Arabia
Saudita em 2012 e desde entdo ja causou 2.122 casos de doenga dentre os quais 740 Obitos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). Estes dois virus sio considerados os
mais virulentos deste género, sendo associados a IATRI, sem acometimento extra-
respiratorio. Os demais hCoV tem mostrado circulacao persistente ao redor do mundo desde
suas descri¢des, com pico no inverno e inicio da primavera, ¢ epidemias a cada dois a quatro
anos, afetando mais frequentemente criangas (CABECA et al., 2013; PRINCIPI et al., 2010).
Sua principal manifestacdo clinica ¢ a IVAS, podendo em menor escala, causar IATRI,
principalmente em recém nascidos, lactentes nascidos prematuros ou com baixo peso, ou
criancas com comorbidades de risco como imunodepressao e cardiopatia (CABECA et al.,
2013). Em um estudo em pacientes internados com SRAG na regido Sudeste 7,6% das
amostras foram positivas para hCoV, com 9 individuos (26%) evoluindo para obito
(TROMBETTA et al., 2016). Nao ha tratamento ou vacina disponivel para nenhum dos hCoV
conhecidos (COLEMAN & FRIEMAN, 2014).

1.4.7 Rinovirus

Os RV sdo virus ndo envelopados de RNA fita simples com polaridade positiva,
pertencentes a familia Picornaviridae. Ha mais de 100 sorotipos identificados até o momento,
agrupados em 3 espécies filogenéticas conforme homologia genética: RV-A, B e C
(KENNEDY et al., 2012; KIENINGER et al., 2012). Infec¢des sao detectadas durante todo o
ano, com picos em estacdes frias e chuvosas. Os RV sdo considerados os principais
causadores de infeccao do trato respiratério superior em todas as idades (KIENINGER et al.,

2012). Em um estudo com criangas menores de 10 anos com infec¢do respiratdria aguda de
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tratamento ambulatorial em Sao Paulo, os RV foram identificados em 46,7% de 120 amostras
(MOREIRA et al., 2011). Acreditava-se que o RV era capaz de infectar somente o trato
respiratorio superior. Em individuos higidos, de fato este ¢ o quadro mais comum, sendo os
sintomas mais prevalentes congestdo nasal, rinorréia, espirros e tosse. No entanto estudos
recentes vém demonstrando a capacidade do RV de causar infeccdo também do trato
respiratorio inferior, principalmente em criangas asmaticas € com outras doengas pulmonares
cronicas. Neste caso sdao comuns sintomas como sibilancia e dispneia (FAWKNER-
CORBETT et al., 2016; MILLER et al., 2007). A sibilancia associada ao RV pode ocorrer
também em criancas previamente higidas (MOREIRA et al., 2011).

Em um estudo no Nordeste Brasileiro, os RV foram o quarto patogeno mais comum
em criangas menores de 5 anos que se apresentaram ao hospital com infec¢do respiratoria
aguda, sendo detectado em criancas com diagnéstico de bronquiolite, pneumonia e hiper-
reatividade bronquica (FAWKNER-CORBETT et al., 2016). Além disso, acredita-se que os
rinovirus possam ter papel no desenvolvimento de asma apds uma primo-infecgao
(KENNEDY et al., 2012; KIENINGER et al., 2013). Assim como na maioria dos virus
respiratorios, nao had vacina ou tratamento especifico contra o RV (GLANVILLE &

JOHNSTON, 2015).
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2- JUSTIFICATIVA

As exacerbagoes respiratorias afetam ndo so a longevidade dos pacientes com FC, mas
impactam também na qualidade de vida (BRITTO, 2002) e desempenho
neurocomportamental destes individuos, além de representarem elevado custo para os
sistemas de saude. Sendo assim ¢ consenso de que se deve tentar ao maximo preveni-las e,
quando ocorrerem, caracteriza-las da forma mais detalhada possivel, ndo somente do ponto de
vista clinico, mas também microbioldgico, a fim de que tratamento precoce e efetivo seja
instituido com sucesso (BHATT, 2013). Os virus respiratorios sao sabidamente os agentes
etiologicos mais prevalentes nas infeccdes respiratorias agudas na infancia, independente da
presenca de comorbidades. No entanto apenas recentemente seu impacto na subpopulagao de
criancas com FC vem sido demonstrado, com trabalhos restritos em grande maioria aos
Estados Unidos e Europa. A crescente identificagdo de virus respiratorios em estudos com
diferentes populacgdes utilizando técnicas moleculares nos levam a concluir que os agentes
virais devem constituir um importante fator contribuinte para exacerbacdes nestas criangas
(ASNER et al., 2012; STELZER-BRAID et al., 2012; WAT et al., 2008).

Com base neste panorama percebe-se fundamental o melhor conhecimento sobre a
prevaléncia e caracterizagdo das infecgdes por virus respiratoérios em pacientes com FC
exacerbada em nossa comunidade, para que possam ser estudadas novas medidas de

prevengao e tratamento ao longo do acompanhamento.
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3- OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia de infec¢do por virus respiratorios nas exacerbagdes

respiratorias de pacientes pediatricos com Fibrose Cistica.

3.2 Objetivos Especificos

- Estimar a prevaléncia de infecg¢do pelos virus respiratorios especificos (VSR, Flu A,
Flu B, hMpV, PIV1/2/3, AdV, RV) em pacientes com Fibrose Cistica em exacerbagao
respiratoria;

- Correlacionar o perfil demografico, clinico e epidemioldgico dos pacientes com a
presenca ou nao de identificagao viral;

- Comparar a gravidade das exacerbagdes em relacao ao perfil viral identificado;

- Avaliar a associacdo entre a infec¢do viral e o perfil de colonizagdo bacteriano no
momento da exacerbacgao;

- Avaliar a associacao entre a detecgdo viral e posterior aquisicdo de Pseudomonas
aeruginosa,

- Comparar a taxa de positividade para deteccao viral entre as metodologias de RT-

PCR e Imunofluorescéncia, quando esta foi realizada.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 Populacio

Pacientes com diagnostico confirmado de Fibrose Cistica acompanhados no centro de
referéncia para esta doenca no Instituto Nacional de Satide da Mulher, da Crianga e do

Adolescente Fernandes Figueira (IFF), situado no Rio de Janeiro, Brasil.

4.2 Critérios de Inclusao

- Diagnéstico Confirmado de Fibrose Cistica através de teste do suor positivo ou
identificacao de duas mutagdes do gene CFTR através de sequenciamento genético;

- Acompanhamento regular no setor de pneumologia do IFF;

-Idade de 0 a 17 anos e 11 meses;

- Exacerbagdao Respiratoria, definida pela presenga de pelo menos 4 dos seguintes
critérios: mudanga no padrao do escarro (coloracdo ou quantidade); nova hemoptise ou piora
se pré-existente; aumento da tosse; aumento da dispneia; prostracdo, fadiga ou letargia;
temperatura >38°C.; anorexia ou perda de peso; dor ou sensibilidade sinusal; mudangas no
exame fisico tordcico; queda da funcdo pulmonar em 10% e relagdo ao ultimo valor

registrado; alteracdes radiograficas sugestivas de infecgao.

4.3 Critérios de Exclusio

- Presenca de comorbidade pulmonar, cardiovascular, neuroldgica,
hemato/oncolodgica, reumatologica ou digestiva, nao relacionada a FC;

- Nao consentimento para participagao do estudo.

4.4 Local

O estudo foi elaborado através de parceria do setor de pneumologia pediatrica do IFF

com o Laboratorio de Virus Respiratérios e do Sarampo (LVRS) da Fundagao Oswaldo Cruz
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(FIOCRUZ). O IFF ¢ o principal centro de referéncia do Rio de Janeiro para
acompanhamento de criangas com FC, atendendo pacientes de 0 a 17 anos. Estdo atualmente
em acompanhamento aproximadamente 183 pacientes, que tem consultas agendadas
regularmente nos setores de pneumologia e gastroenterologia pediatricas, nutricdo e
fisioterapia respiratoria. Os agendamentos sdao realizados de acordo com o perfil de
colonizagdo bacteriana dos pacientes (negativo ou positivo para S. aureus; P. aeruginosa; B.
cepacia; MRSA), a fim de evitar a contaminagao cruzada.

O Laboratério de Virus Respiratorios e do Sarampo ¢ o laboratério de referéncia
nacional da rede de vigilancia de Influenza, da Secretaria de Vigilancia em Satude do
Ministério da Saude (MS), realizando a padronizacdo e a descentralizacdo do diagndstico
molecular para a rede, bem como a caracterizagao genética e antigénica dos virus respiratorios

e exantematicos identificados no pais.

4.5 Desenho do Estudo

Foram convidados a participar da pesquisa os pacientes com diagnostico de FC
acompanhados no IFF que compareceram a consulta no setor de pneumologia pediatrica
daquele hospital, de 01 de janeiro a 31 de dezembro de 2018, ou que estiveram internados na
enfermaria de pediatria do IFF. Apenas os pacientes apresentando quadro clinico de
exacerbagao respiratoria ER de acordo com os critérios de Fuchs (FUCHS et al., 1994) foram
incluidos no estudo. Primeiramente foram coletados dados clinicos da exacerbagao,
aplicando-se o escore “Cystic Fibrosis Clinical Score” (CFCS) (KANGA et al.,, 1999)
possibilitando o estadiamento de gravidade da exacerbagdo. Também foram coletados dados
do prontudrio do paciente referentes ao seu diagnostico (idade do diagndstico, exames
comprobatorios como resultado do teste do suor e sequenciamento genético) e
acompanhamento clinico. Aplicou-se o Escore de Shwachman (SHWACHMAN &
KULCZYCKI, 1958) para estadiamento da gravidade do quadro de base da FC. Este avalia o
paciente em quatro dominios (estado geral; exame fisico; estado nutricional; radiografia de
torax), atribuindo menor pontuagdo para maior gravidade. Quando ndo foi realizada
radiografia de torax na data de atendimento, utilizou-se a ultima radiografia do paciente do

mesmo ano para aplicagao deste escore.

20



Foi realizada avaliacdo do estado nutricional dos pacientes, uma vez que a faléncia
nutricional pode ser um fator de gravidade para infec¢des. Este diagnostico foi realizado
quando o percentil do IMC do paciente foi menor que o percentil 10 do grafico de IMC para
idade do CDC (CDC, 2016). Em menores de dois anos utilizou-se a analise do Peso para

Estatura no lugar do IMC (BOROWITZ et al. 2002).

4.5.1 Consideracdes Eticas

O estudo foi desenvolvido respeitando a Resolugdao 466/12 do Conselho Nacional de
Satde, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IFF e do IOC, cujos
pareceres consubstanciados encontram-se nos Anexos A e B respectivamente. A participagao
no estudo foi livre e voluntéria, e nao acarretou em custos aos pacientes. Estes também nao
receberam remuneragdo por sua participacao. Os participantes foram livres para desistir do
estudo a qualquer momento, sem que isto acarretasse em qualquer prejuizo a ele ou seu
tratamento e acompanhamento no IFF. Antes de decidir se desejam participar do estudo, o
paciente e seu responsavel legal receberam o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
(TALE- Apéndices A e B) e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice
C), respectivamente, em duas vias, que foram explicados por um dos pesquisadores em local
particular. No caso de pacientes menores de 6 anos de idade, foi requerido somente o TCLE.
Os dados do estudo sdo tratados de modo sigiloso e anonimo, inclusive nas publicagdes que

dele possam decorrer.

4.5.2 Analises Bacteriologicas

Faz parte da rotina de atendimentos de pacientes com FC do setor de pneumologia do
IFF a coleta, a toda consulta, de swab nasofaringeo ou de amostra de escarro para pesquisa de
bactérias. Estas amostras sdo enviadas pelo IFF ao Laboratorio de Bacteriologia Clinica do
Hospital Universitario Pedro Ernesto, onde sdo submetidas a cultura para bactérias Gram
negativas, Gram positivas € anaerobios. Para os fins deste estudo, foram acessados através de
consulta ao prontuario os resultados de cultura bacteriana do pacientes participantes da data

da coleta de swab para pesquisa viral, e da consulta imediatamente antes e apos.

4.5.3 Coleta das Amostras Clinicas
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Apos a coleta de dados clinicos, uma amostra de secrecao respiratdria dos pacientes
foi colhida utilizando swab combinado de nasofaringe e orofaringe, seguindo o procedimento
padrao de coleta de espécime clinica para virus respiratorios descrito no Guia para a Rede
Laboratorial de Vigilancia de Influenza no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). As
coletas foram feitas utilizando 3 coletores descartaveis estéreis com haste de pléstico e
extremidade de poliéster ou dacron (swabs), com o pesquisador utilizando equipamento de
protecao individual adequado. Para este procedimento, um coletor ¢ introduzido em cada
narina com uma angulacao de 30 a 45° em relagcdo ao labio superior e entdo friccionado na
parede posterior do meato médio. O 3° swab ¢ introduzido na boca e friccionado contra
faringe posterior ¢ amigdalas evitando encostar na lingua. Apds a coleta os 3 swabs sdo
acondicionados em um mesmo frasco de polipropileno contendo cerca de 2,5 mL de Meio de
Transporte Viral. Os materiais coletados foram mantidos em geladeira a temperatura de 4-8°C
e transportados em até 48h em caixa isotérmica com gelo sintético e termometro para o
LVRS, seguindo as boas praticas de biosseguranca. No laboratorio as amostras foram
submetidas a analise por Imunofluorescéncia Direta e Transcrigdo Reversa e Reagdao em
Cadeia da Polimerase com Deteccao em Tempo Real (RT-PCR). Nao foi solicitada nenhuma
ida adicional dos participantes ao hospital. Apos a andlise as amostras foram armazenadas no

biorrepositorio do LVRS, onde podem ser mantidas por periodo de até 2 anos.

4.5.4 Imunofluorescéncia Direta

A TF foi realizada utilizando kit Biotrin® para pesquisa de AdV, Flu A e B, PIV 1,2
e 3 e RSV, de acordo com o protocolo do Guia para a Rede Laboratorial de Vigilancia de
Influenza no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Células intactas, presentes nas
amostras coletadas foram lavadas em tampao PBS, recuperadas por centrifugacdo e
depositadas em aliquotas de 100uL nos ciculos das laminas pré identificadas. Apos secagem
em cabine de seguranga biologica, as laminas foram fixadas em acetona, podendo neste ponto
ser estocadas a -70°C para posterior identifica¢do dos virus acima descritos. O procedimento
de identificagdo foi iniciado através da adi¢do de 25¥ L de anticorpo monoclonal especifico
para cada virus pesquisado em distintos circulos da lamina ja fixada. Apos ciclo de incubagao
e lavagem acrescentou-se o anti-IgG murino conjugado com isotiocianato de fluoresceina
sobre cada circulo da lamina, que foi novamente incubada em camara imida. Apds a incubgao
as laminas foram novamente lavadas com PBS. Nos casos em que o antigeno viral esteve
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presente, o anticorpo monoclonal conjugado a fluorosceina se ligou a ele, marcando a célula.
Por fim acrescentou-se o fluido de montagem e laminula, e a lamina foi levada ao
microscopio de imunofluorescéncia, que ativou o cromdgeno permitindo a visualizacao das
c¢lulas marcadas. Para deteccao adequada, a lamina deve apresentar pelo menos trés células
por campo. O resultado foi considerado positivo na presenca de trés ou mais células intactas

com fluorescéncia em seu interior.

4.5.5 Diagnostico Molecular

4.5.5.1 Extracdo de Acidos Nucleicos

Para este procedimento, primeiramente foi realizada a extracdo do &cido nucleico total
da amostra clinica suspeita, usando o kit QIAamp® Viral RNA mini kit (Qiagen®).
Resumidamente, aliquotas de 140ul de cada amostra foram equilibradas a temperatura
ambiente, centrifugadas, misturadas ao tampao de lise e incubadas por 10min a temperatura
ambiente sob agitacdo. Apos a incubacdo, adicionou-se etanol PA para solubilizacdo dos
lipideos e entdo, aplicou-se a suspensdo a coluna contendo silica, fornecida pelo fabricante.
Apos a passagem de toda a suspensao pela coluna, esta foi lavada com tampdes AW1 e AW2,
permanecendo apenas os acidos nucleicos aderidos a coluna. Por fim, o 4cido nucleico total
da foi eluidos da coluna e imediatamente testados, ou entdo, conservados a -70°C até a

realizagdo das analises moleculares.

4.5.5.2 RT-PCR

Um protocolo RT-PCR com detec¢ao em tempo real baseado no ensaio desenvolvido
por Shu et al. (2011) foi utilizado para pesquisa de influenza A (subtipos HINIpdm09 e
H3N2), influenza B, PIV tipo 1, 2 e 3, VSR, AdV, hMpV e RV/enterovirus/coxsackie. O
ensaios adaptados foram realizados seguindo os procedimentos descritos no Procedimento
Operacional Padrao de RT-PCR do LVRS para deteccao de virus respiratorios, sendo a
principal mudanga a adaptacdo do ensaio original ao kit de RT-PCR (Promega®) adotado
pela rede de vigilancia em influenza no Brasil. A RT-PCR foi realizada com a adi¢gdo do RNA
extraido a mistura para reacdo composta por adgua livre de nucleases, tampao de reacao, mix
de enzimas e os oligonucleotideos direto, reverso e sonda, especificos para cada virus testado,
conforme descrito nas fichas de RT-PCR (Anexo C). Em cada ensaio foi adicionado um
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controle sabidamente positivo para os alvos pesquisados (PTC), um controle negativo
contendo apenas os reativos da mistura de cada alvo pesquisado (NTC), além de um tubo
contendo apenas agua colocado em cada rodada de extracdo (Mock), permitindo um controle
de possiveis contaminagdes cruzadas no processo. As sequéncias de primers e sondas
utilizados para pesquisa de influenza A e B, e para os demais virus respiratorios, encontram-
se nas Tabelas 2 e 3 respectivamente. As misturas para os diferentes alvos adicionadas dos
RNA controles e provenientes das amostras foram levadas ao termociclador com deteccao em
tempo real, onde passaram por processo de transcrigdo reversa, ativacdo enzimatica,
desnaturagdo e amplificagdo. A ciclagem utilizada encontra-se na Tabela 4. Todas as sondas
foram marcadas com FAM (reporter) e moléculas silenciadoras BHQ-1 (quencher) conforme
identificadas nas Tabelas 2 e 3.

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram sinal de fluorescéncia
emitida a cima do ponto de corte (threshold) estabelecido manualmente a cada ensaio, na fase
exponencial da curva de amplificagdo da reagdo. A analise da reagdo foi efetuada usando o
Software ABI7500 v2.0.5 (Applied Biosystems®) e o ensaio considerado valido sempre que
controles NTC e Mock ndo apresentaram curvas de amplificacdo acima do threshold, e o PTC
apresentou curvas de amplificagdo caracteristicas para todos os conjuntos testados, dentro dos

valores pré determinados.

4.5.6 Analise do resultados

Tao logo disponivel o resultado da pesquisa viral este foi fornecido ao participante da
pesquisa e a equipe médica assistente, a fim de que este pudesse auxiliar na pratica clinica.
Todos os dados foram armazenados de forma sigilosa, anonima e codificada. Apos o término
da coleta de dados, estes foram analisados utilizando o programa R 3.5.2 ® (2018). A analise
descritiva foi realizada utilizando-se medidas de frequéncia e percentual para dados
categoricos € média, mediana e desvio padrdo para dados numéricos. A associagdo entre a
deteccdo de virus e demais variaveis categoricas foi avaliada utilizando-se o teste Qui
Quadrado, ou Teste Exato de Fisher quando a frequéncia esperada foi menor que cinco. Ja a
associacao entre a deteccdo viral e varidveis numéricas foi realizada pelo Teste T de Student,
para varidveis com distribuicdo normal, e Teste U de Mann-Whitney para as demais.

Resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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Tabela 2- Sequéncias de primers direto, reverso e sondas utilizados no RT-PCR para

identificacao e subtipagem dos virus Influenza A e B.

Agente Gene/ Primer Sequéncia (5° - 3’)
Antigeno
Influenza InfA Primer GAC CRATCCTGT CACCTCTGA C

A

Primer Reverso

Sonda

AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA
TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG

HI

Primer
Primer Reverso

Sonda

GTG CTA TAA ACA CCA GCCTCCCATT
AGA YGG GAC ATT CCT CAATCC TG
ATA CAT CCR A”T”(BHQ-1)C ACA ATT GGR AAA TGT CCAAA-

*%
Spacer

pdm

Primer
Primer Reverso

Sonda

TTG CAG TAG CAA GTG GGC ATG A
TCT TGT GAG CTG GGT TTT CAT TTG
TGA ATG GGT C’T”(BHQ-1)A TCC CGA CCA GTG AGT AC -Spacer

H3

Primer
Primer Reverso

Sonda

AAG CAT TCC YAA TGA CAA ACC
ATT GCR CCR AAT ATG CCT CTA GT
CAG GAT CAC A"T"(BHQ-1)A TGG GSC CTG TCC CAG

Influenza

B

Primer
Primer Reverso

Sonda

TCC TCA AYT CAC TCT TCG AGC G
CGG TGC TCT TGA CCA AAT TGG
CCA ATT CGA GCA GCT GAA ACT GCG GTG

*“T”: Timina marcada com o Quencher BHQ1. Todas as sondas sem indicagao sdo marcadas com FAM - 5’ ¢

BHOQI-3".

**Spacer: molécula adicionada na regido 3’ para evitar a extensao de regides a jusante do ensaio.
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Tabela 3- Sequéncias de Primers direto, reverso e sondas utilizados na reacao de RT-

PCR de virus respiratorios nao influenza

Agente

Primer

Sequéncia (5’ - 3°)

Metapneumovirus

Humano

Primer Direto
Primer Reverso

Sonda

CAA GTG TGA CAT TGC TGA YCT RAA
ACT GCC GCA CAA CATTTAGRA A
TGG CYG TYA GCT TCA GTC AAT TCA ACA GA

Virus Sincicial

Respiratoério

Primer Direto
Primer Reverso

Sonda

GGC AAA TAT GGA AAC ATA CGT GAA
TCT TTT TCT AGG ACA TTG TAY TGA ACA G
CTG TGT ATG TGG AGC CTT CGT GAA GCT

Parainfluenza 1

Primer Direto
Primer Reverso

Sonda

AGT TGT CAA TGT CTT AAT TCG TAT CAA T
TCG GCA CCT AAG TAA TTT TGA GTT
ATA GGC CAA AGA “T" TG TTG TCG AGA CTA TTC CAA

Parainfluenza 2

Primer Direto
Primer Reverso

Sonda

GCA TTT CCA ATC TAC AGG ACT ATG A
ACC TCC TGG TAT AGC AGT GAC TGA AC
CCA TTT ACC "T"AA GTG ATG GAA TCA ATC GCA AA

Parainfluenza 3

Primer Direto
Primer Reverso

Sonda

TGG YTC AAT CTC AAC AAC AAG ATT TAA G
TAC CCG AGA AAT ATT ATT TTG CC
CCCRTCTG"T" TGG ACC AGG GAT ATA CTA CAA A

Adenovirus Primer Direto GCC CCA GTG GTCTTA CAT GCA CATC

Primer Reverso GCC ACGGTG GGG TTT CTA AACTT

Sonda TG CAC CAG ACC CGG GCT CAG GTA CTC CGA
Rinovirus/ Primer Direto 1 CYA GCC TGC GTG GC
Enterovirus/ Primer Direto 2 CYA GCC TGC GTG GT

Coxsachie Virus

Primer Reverso

Sonda

GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA
FAM-TCC TCC GGC CCC TGA ATG YGG C-BHQ1

RNP

Primer Direto
Primer Reverso

Sonda

CCA AGT GTG AGG GCT GAA AAG
TGT TGT GGC TGA TGA ACT ATA AAA GG
CC CCA GTC TCT GTC AGC ACT CCCTTC
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Tabela 4- Ciclagem utilizada nas reagdes de RT-PCR

Reacio N° ciclos Tempo Temperatura
Transcri¢ao Reversa 1 25 min 45°C
Ativac¢do Enzimatica 1 2 min 95°C

Amplificagdo 45 15 seg 95°C
30 seg 55°C
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5- RESULTADOS

De janeiro a dezembro de 2018 foram realizados 706 atendimentos a pacientes com
Fibrose Cistica no IFF, havendo 183 pacientes em acompanhamento neste centro. A
confirmacdo do diagnodstico de FC foi feita tendo por base: quadro clinico compativel
associado ao teste do suor positivo ou, presenga de duas mutagdes patogénicas no gene CFTR,
identificadas por sequenciamento genético. Do total de pacientes com diagndstico
confirmado, 48 pacientes, apresentaram em 71 ocasides o quadro de exacerbagdo respiratoria
e preencheram os critérios de inclusdo, sendo convidados a participar do estudo. Uma
paciente que apresentava encefalopatia cronica como comorbidade foi excluida, de modo que
obtivemos um total final de 70 amostras coletadas de 47 pacientes. Foram considerados
vacinados para influenza os pacientes que receberam uma dose da vacina nos ultimos doze
meses, ou duas doses no caso de idade menor de nove anos em primovacinacao. Quatro
pacientes eram menores de seis meses de idade, faixa etdria na qual ¢ contraindicada a
vacinacao, e, portanto, foram excluidos desta analise. As caracteristicas da populacao incluida
no estudo se encontram na Tabela 5.

Apenas quatro pacientes nao apresentavam confirmacdo genética. Dois destes
apresentaram apenas uma mutagdo patogénica no gene CFTR (G85E em heterozigose), ¢
aguardam processamento de pesquisa de mutagdes intronicas. Os outros dois pacientes nao
foram analisados geneticamente. Um paciente foi diagnosticado apenas pelo exame genético,
sem o resultado do teste do suor. Detalhes em relagdo ao perfil genético da populacao do

estudo podem ser vistos na Tabela 6.

28



Tabela 5- Caracteristicas demograficas dos pacientes, dados diagnosticos e tratamento

utilizado.

Variavel

Total (n=47)

Sexo Feminino
Raca/ Cor/ Etnia Preto
Pardo
Branca

Irmaos Menores de 5 anos
Vacinado para Influenza
Diagnostico da FC
Idade do Diagnostico (dias)
Diagnéstico por TIR?
Teste do Suor Positivo
2 Mutagoes Genéticas

F508del Homozigoto

F508del Heterozigoto
Insuficiéncia Pancredtica
Diabetes
Tratamento Regular
Dornase Alfa
Nebulizagao com Salina 3%
Nebulizagao com Salina 7%
Tobramicina Inalatoria em Meses Alternados
Azitromicina Oral
Beta 2 Agonista de Curta A¢ao
Beta 2 Agonista de Longa A¢ao

Corticoide Inalatorio

23 (48,9%)
4 (8,5%)
12 (25,5%)
31 (65,9%)
13 (27,6%)
25/43 (58,1%)

1,49 (0,13-11,64;+-2.3)
26 (55,3%)
46 (97,9%)
45 (95,7%)
12 (25,5%)
13 (27,6%)
41 (87,2%)
1 (2,1%)

40 (85,1%)
8 (17%)
25 (17%)
7 (14,9%)
9 (19,1%)
43 (91,5%)
16 (34%)
29 (61,7%)

*4 pacientes <6 meses de idade excluidos do total.

a- Tripsina Imunorreativa
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Tabela 6- Frequéncia das mutagdes do gene CFTR na populacdo do estudo com

sequenciamento genético realizado

Mutagio do Gene CFTR? Frequéncia do Alelo (n=45)
F508del 37 (82,2%)
3120+1G>A 9 (20%)
G85E 8 (17,8%)
G542X 6 (13,3%)
S549R 4 (8,9%)
L1077P 3 (6,7%)
AS59T 2 (4,4%)
R1066C 2 (4,4%)
R1162X 2 (4,4%)
R764X 2 (4,4%)
S434X 2 (4,4%)
W1282X 2 (4,4%)
AS61E 1(2,2%)
c.1052C>G 1(2,2%)
c.580-2a>c 1(2,2%)
Q552X 1(2,2%)
R334W 1(2,2%)
S466X 1(2,2%)
V232D 1(2,2%)
W1089X 1(2,2%)
2184delA 1(2,2%)

a- Regulador de Condutancia Transmembrana da Fibrose Cistica

Todas as 70 amostras coletadas ao longo do estudo foram submetidas ao protocolo de
RT-PCR com detec¢dao em tempo real para RV, AdV, VSR, Flu A e B, hMpV e PIV 1, 2 ¢ 3.

Cinquenta e trés amostras foram também submetidas ao protocolo de imunofluorescéncia para
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AdV, VSR, Flu A e B e PIV 1, 2 e 3. Das 70 amostras incluidas no estudo, 45 (64,3%) foram
negativas para pesquisa viral e 25 (35,7%) foram positivas. Os resultados da pesquisa viral se
encontram no Grafico 1. Através da subtipagem dos dois casos de influenza A, foram
identificados uma amostra do subtipo HIN1pdm09 e outra H3N2. Em relagdo aos trés casos
de PIV, um foi detectado isoladamente e caracterizado como PIV 3. Os demais foram
caracterizados como PIV 1, codetectado com VSR, e PIV 2, codetectado com hMpV. Dois
pacientes apresentaram mais de uma amostra positiva. O primeiro individuo teve uma amostra
positiva para VSR e a segunda para Flu A (HIN1)pdm09, com 49 dias de intervalo entre elas.
Ja o segundo individuo teve duas amostras positivas para RV, com 7 meses e 24 dias de
intervalo. A distribuigdo mensal da coleta das amostras e seus respectivos resultados para os
virus analisados se encontram no Grafico 2. Os resultados de Threshold Cycle (CT) da RT-
PCR, da imunofluorescéncia e da cultura bacteriana de secre¢do respiratoria se encontram na

Tabela 7.

2; 3%

6; 8%
3; 4%
5 7%
< 4; 6%
. [¢)
45; 62% 7:10%
= Influenza A = irus Sincicial Respiratorio
Parainfluenza Adenovirus
= Metapneumovirus Humano = Rinovirus/Enterovirus/Coxsachie
= Negativo

Grafico 1- Resultado da pesquisa viral por RT-PCR e Imunofluorescéncia direta.
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Grafico 2- Distribuicao mensal das amostras e resultados obtidos.

Tabela 7- Descricdo da idade, tempo de sintomas, resultado de Ct (RT-PCR) e
imunofluorescéncia para virus respiratérios e de cultura bacteriana, das amostras positivas

para virus respiratorios

Tempo de
Virus Idade sintomas  Ct® (RT-PCR) Imunofluorescéncia Cultqra
(anos) . Bacteriana
(dias)
33 6 40 negativo S. aureus
72 8 37.1 negativo S. aureus + P.
aeruginosa
AdV? 5.8 7 36,6 negativo S. aureus
. P. aeruginosa +
5,6 15 323 negativo MRSA"
5 6 30,1 ndo realizado MRSA
FluA® . S. aureus + P.
HIN1pdmO09 14 33,6 negativo aeruginosa
FluA H3N2 10 6 23,5 FluA A. xylosoxidans

32



S. aureus + S.

5,9 3 19,54 Nao se aplica maltophilia
hMpV* 1,6 4 31,64 Nio se aplica MRSA
4,9 9 41,6 Nao se aplica P.aeruginosa
hMpV + 37,84 (hMPV) ~ .
PIVH 16,8 21 40,93 (PIV2) ndo realizado S. aureus
PIV 3 5,1 5 34,6 negativo P.aeruginosa
VSRE + PIV 37,6 (VSR) . S. aureus + P.
1 1,8 13 40,1(PIV1) negativo aeruginosa +
’ S.maltophilia
3,9 1 31,7 negativo P.aeruginosa
3 1 42,5 negativo BGNNF'
VSR 2,1 3 38 negativo S. aureus
0,9 6 39,3 negativo negativo
0,5 2 negativo VRS negativo
14,4 3 29,1 Nao se aplica S. aureus
2.9 18 39,1 Nio se aplica > 2urews + P
aeruginosa
10 5 37,3 Nao se aplica ndo realizado
2.9 2 27,9 Nio sc aplica 5. aureus + P.
aeruginosa
RV 0,3 7 33,3 Nao se aplica negativo
17,9 7 33,5 Nao se aplica P.aeruginosa
~ . S. aureus + B.
33 4 37.8 Nao se aplica cepacea

a- Adenovirus; b- virus influenza; c- metapneumovirus; d-virus parainfluenza; e- virus sincicial respiratorio; f-

rinovirus; g- Cycle Threashold; h- Staphylococcus aureus resistente a meticilina; i- Bacilo Gram negativo nao

fermentador, excluindo-se Pseudomonas € Burkholderia
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A descricdo das caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos grupos positivo e
negativo para virus se encontra na Tabela 8. J4 as caracteristicas clinico-epidemiolédgicas

associadas a infec¢do, por cada virus especificamente, se encontram na Tabela 9.

Tabela 8- Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos grupos positivo € negativo para

detecc¢ao viral

Variavel Virus Positivo (n=25) Virus Negativo (n=45) Vall)or
Sexo Feminino 13 (52%) 25 (55,6%) 0,77
Idade - anos (mediana) 3,9(0,3-17,9;+-4,9) 5,5(0,3-17; +-4,6) 0,3*
Idade < 5 anos 14 (56%) 22 (48,9%) 0,57
Raga/Cor/Etinia Preto 2 (8%) 2 (4,4%) 0,61
Pardo 7 (28%) 16 (35,6) 0,52
Branco 16 (64%) 27 (60%) 0,74
Irmaos Menores de 5 anos 4 (16%) 10 (22,2%) 0,53
Dias Fle sintomas na coleta 6(1-21:+-5.3) 6 (0- 30; +-5.5) 0.7°
(mediana)
Insuficiécia Pancreatica 22 (88%) 42 (93,3%) 0,66
Diabetes Mellitus 1 (4%) 0 0,36
Faléncia Nutricional 4 (16%) 17 (37,8%) 0,06
Diagnostico por TIR® 14 (56%) 22 (48,9%) 0,57
Colonizaciao Bacteriana
Negativo ou S. aureus 6 (24%) 11 (24,4%) 0,97
MRSA intermitente 3 (12%) 9 (20%) 0,52
Pseudomonas intermitente 12 (48%) 20 (44,4%) 0,77
Pseudomonas Cronico 4 (16%) 4 (8,9%) 0,44
B. cepacia intermitente 3 (12%) 5(11,1%) 1
B. cepacia cronico 1 (4%) 5(11,1%) 0,41

Quadro Clinico e
Radiolodgico
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Sintomas catarrais
Piora da tosse

Piora da secrecao
respiratoria

Piora da dispneia
Hemoptise

Prostragao

Febre

Anorexia/perda ponderal
dor sinusal

Queda da Saturagao de O2
Alteragao na ausculta
Sibilos localizados
Sibilos difusos
Estertores localizados
Estertores difusos

Redu¢ao do Murmurio
Vesicular

Radiografia de Torax
realizada

Alteracao Aguda
sugestiva de Infeccao

Tratamento
Antibioticoterapia
Oseltamivir
Oxigénioterapia continua
Ventilagao Nao Invasiva
Internagdo Hospitalar

Duracao (dias)

21 (84%)
25 (100%)

22 (88%)

14 (56%)
1 (4%)
9 (36%)
16 (64%)
14 (56%)
1 (4%)
7 (28%)
20 (80%)
0
3 (12%)
7 (28%)
9 (36%)

10 (40%)

17 (68%)

8 (47,1%)

19 (76%)
1 (4%)
6 (24%)
3 (12%)
10 (40%)

14,6 (7 - 21; +- 3,8)
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26 (57,8%)
44 (97,8%)

38 (84,4%)

27 (60%)
1 (2,2%)
10 (22,2%)
19 (42,2%)
26 (57,8%)
2 (4,4%)
15 (33,3%)
42 (93,3%)
2 (4,4%)
4 (8,9%)
22 (48,9%)
13 (28,9%)

20 (44,4%)

35 (77,8%)

20 (57,1%)

40 (88,9%)
0
15 (33,3%)
4 (8,9%)
21 (46,7%)

16,5 (8 - 34; +- 5,6)

0,03

0,8

0,21
0,08
0,89

0,65

0,53
0,69
0,09
0,54

0,72

0,37

0,49

0,18
0,35
0,41
0,69
0,11
0,45°



Escores de Gravidade
CFCS (média)* 30,3 (19-39;+-54) 29,4 (18 -41;+-5,9) 0,25b

Escore de Shwachman
(média)®

a- teste t de Student; b- teste U de Mann Whitney; c- Tripsina Imunorreativa; d- Staphylococcus aureus

72,2 (45 - 95; +11,9) 71,6 (35-90; +12,4)  0,42°

resistente a meticilina ; e- Cystic Fibrosis Clinical Score

Tabela 9- Caracteristicas clinico epidemiologicas dos individuos infectados por cada

virus especificamente

AdV FluA hMpV PIV RV VSR  negativo
(n=5) (n=2) (n=4) (n=3) (n=7) (n=6) (n=45)
5,18 6,3 (0,3 -
(32-  55(1- 73(L6- 79(18- 74(03 2(0,5- 7. 4.
Idade Média 72;+ 10;+ 16,8;+- 16,8;+- -17,9; 3,9; +- 4’6)
(anos) 1,4) 6,3) 6,6) 7,9) +- 6,8 1,3) ’
55
Mediana 5,6 5,5 5,4 5,1 33 1,9
5 25
Sexo feminino 3 (60%) 0 2 (50%) 2(66,7%) (71,4%) 3(50%) (55,6%)
1 1 10
Irméos < 5 anos 0 1(50%) 1(25%) 1(33,3%) (14,3%) (16,7%) (22,2%)
Faléncia 2 1 17
Nutricional 1 (20%) (100%) 0 0 (14,3%) 0 (37,8%)
Colonizacao
Bacteriana
Negativo/S. 2 11
aureus 1 (20%) 0 1 (25%) 0 (28,6%) 3 (50%) (24,4%)
MRSA 1
9 (20%
Intermitente 2 (40%) 0 0 1 (33,3%) 0 (16,7%) (20%)
P. aeruginosa 2 3 2 20
intermitente 3(60%) (100%) 0 2(66,7%) (42,9%) (33,3%) (44,4%)
P. aeruginosa 1
4 (8,9%
cronico 1 (20%) 0 2 (50%) 1(33,3%) (14,3%) 0 (8,9%)
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B. cepacia
intermitente

B. cepacia
crénico

Quadro Clinico e
Radiologico

Sintomas
Catarrais

Piora da tosse
Piora da secrecao
respiratoria
Hemoptise

Piora da dispnéia

Febre

Prostragao

Anorexia/ Perda
ponderal

Dor sinusal
Ausculta
respiratoria
normal

Estertoracao
difusa

Estertoracao
localizada

Sibilancia
localizada

Sibilancia difusa

3 (60%)

5
(100%)

5
(100%)

3 (60%)

2 (40%)

3 (60%)

1 (20%)

2 (40%)

1 (20%)

2 (40%)

1 (20%)

0

1 (50%)
2

(100%)
1 (50%)
0

2
(100%)

2
(100%)

1 (50%)

1 (50%)

1 (50%)

o

4 (100%)

4 (100%)

3 (75%)

1 (25%)

3 (75%)

2 (50%)

1 (25%)

1 (25%)

2 (50%)

1 (25%) 0

3 (100%)

3 (100%)

3 (100%)

1(33,3%)

0 2(66,7%)

2 (66,7%)

2 (66,7%)

2 (66,7%)

1 (33,3%)

2 (66,7%)

0 1(333%)
37

1
(14,3%)

1
(14,3%)

6
(85,7%)

7
(100%)

7
(100%)
0

5
(71,4%)

4
(57,1%)

4
(57,1%)

4
(57,1%)

3
(42,9%)

2
(28,6%)

2
(28,6%)

1
(16,7%)

6
(100%)

6
(100%)

5
(83,3%)

3 (50%)

5
(83,3%)

2
(33,3%)

4
(66,7%)

3 (50%)

1
(16,7%)

0

1
(16,7%)

5
(11,1%)

5
(11,1%)

26
(57,8%)

44
(97,8%)

38
(84,4%)

1(2,2%)

27 (60%)

19
(42,2%)

10
(22,2%)

26
(57,8%)

2 (4,4%)

3 (6,7%)

13
(28,9%)

22
(48,9%)

2 (4,4%)

4 (8,9%)



Reducao do 20

Vesicular 1(20%) (100%) 1 (25%) 0 (71,4%) (16,7%)
Queda de 2 1 15

Saturacdio de 02 2 (40%) 1 (50%) 0 1(33,3%) (28,6%) (16,7%) (33,3%)
Tratamento

2 5 4 40
Antibioticoterapia 4 (80%) (100%) 3 (75%) 3 (100%) (71,4%) (66,7%) (88,9%)

0
Oseltamivir 0 1 (50%) 0 0 0 0
Internagdo 2 3 1 21
Hospitalar 2 (40%) (100%) 1(25%) 3(100%) (42,9%) (16,7%) (46,7%)
Duragio da 15 (13- 13 (12- 16,5 (8 -
Internagio 17+ 14;+- 16 (14- 14 (7- 34; +-
(média) 2,8) 1,4) 16 18;+-2) 21;+-7) 18 5,6)
Oxigenioterapia 2 1 15
continua 1 (20%) 1 (50%) 0 2(66,7%) (28,6%) (16,7%) (33,3%)
Ventilagao nao
4 (8,9%
invasiva 0 1 (50%) 0 1 (33,3%) 1 0 (8,9%)
Radiografia de 2 3 5 35
Toérax realizada 4 (80%) (100%) 2 (50%) 2 (66,7%) (42,9%) (83,3%) (77,8%)
Alteragao 20
radiografica 2 2 (57,1%)
aguda 1(25%) (100%) 1(50%) 1(50%) (66,7%) 1 (20%) ’
Escores de
Gravidade
27,2 38(37- 27,8(23- 31,1 30,1  29,4(18

(24-35; 39;+-  31;+ 347(31- (19-38; (27-37; -4l;+-
CFCS® (média) +4,6) 1,4) 34)  37;+32) +69) +-3,8) 5,9)

70 (60- 70 (65- 68,6  80(70- 71,635
Shwachman 80; +-  75;=- 73,8(60- 63,3(60- (45-85; 90;+- -90;+-
(média) 7,9) 7,1)  95;+-17) 70;+-5.8) +-14,3)  84) 12,4)

a- Cystic Fibrosis Clinical Score

O resultado da cultura bacteriana de secrecdo respiratoria (swab nasofarinego ou

escarro), realizada na data da coleta para pesquisa viral, encontra-se na Tabela 10. Em dois
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casos este exame nado foi realizado. Comparou-se o resultado da cultura bacteriana do
momento da exacerbagdo com o resultado da ultima coleta do paciente antes do quadro, a fim
de se avaliar se houve alteracao da flora detectada. Estes resultados se encontram na Tabela
11. Além disso, foram levantados também os resultados da cultura bacteriana da primeira
consulta apds a exacerbacao, em um intervalo de um a quatro meses, ¢ avaliado a presenca de
Pseudomonas. Foi possivel obter este dado em relagdao a 58 amostras, como demonstrado na
Tabela 12.

Em vista da maior incidéncia e gravidade das infecgdes respiratorias agudas na
populagdo geral em menores de cinco anos, foi realizada uma analise deste subgrupo. Houve
37 amostras (52,9%) nesta faixa etaria, das quais dez (27%) foram positivas, sendo seis com
deteccao de VSR; duas de hMpV, uma de FLUA, uma de PIV1, uma de AdV. As caracteristas
clinico-epidemiologicas desde subgrupo se encontram na Tabela 13, e bacterioldgicas na

Tabela 14.

Tabela 10- Resultado da cultura bacteriana de secreg¢do respiratoria em comparagao

com amostras positivas e negativas para virus respiratorios.

Resultado da Grupo Positivo  Grupo Negativo

Cultura Bacteriana (n=24) (n=44) p Valor
Negativo 3 (12,5%) 7 (15,9%) 1
S. aureus 13 (54,2%) 25 (56,8%) 0,83
MRSA® 3 (12,5%) 6 (13,6%) 1
K. pneumoniae 0 1(2,3%) 1
P. aeruginosa 11 (45,8%) 12 (27,3%) 0,12
B. cepacia 1 (4,2%) 8 (18,2%) 0,14
A. xylosoxidans 1 (4,2%) 0 0,35
S. maltophilia 2 (8,3%) 0 0,12
K. pneumoniae 0 1(2,3%) 1
BGNNF® 1 (4,2%) 2 (4,5%) 1

a- Staphylococcus aureus resistente a meticilina

b- Bacilo Gram negativo nao fermentador, excluindo-se Pseudomonas e Burkholderia
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Tabela 11- Comparagdo do resultado da cultura bacteriana do momento da

exarcerbacdo em relagdo ao resultado imediatamente anterior

Virus Positivo Virus Negativo
(n=24) (n=44) p valor
Isolamento de nova bacteria 14 (58,3%) 16 (36,4%) 0,54
Isolamento de P. aeruginosa, nao
presente em resultado anterior 6 (25%) 6 (13,6%) 0,32

Tabela 12- Resultado da cultura para P. aeruginosa na primeira coleta de secrecao

respiratoria apos a exacerbagao

Grupo Virus Positivo Grupo Virus
(n=21) Negativo (n=37) p Valor
Cultura de Seguimento
Positiva para Pseudomonas 6 (28,6%) 16 (43,2%) 0,27

Tabela 13- Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes menores de cinco

anos de idade de acordo com a deteccao viral positiva ou negativa

Variavel Virus Positivo Virus Negativo
(n=14) (n=22) p valor

Sexo feminino 6 (42,9%) 14 (63,6%) 0,22
Idade - anos (média) 2,3(0,3-4,9; +-1,3) 2,6 (0,3-4,3; +-1,2) 0,29°
Raca/Cor/Etnia Pardo 5 (35,7%) 6 (27,3%) 0,72
Branco 9 (64,3%) 16 (72,7%) 0,72
Irmaos Menores de 5 anos 2 (14,3%) 5(22,7%) 0,68
Frequenta creche 5 (35,7%) 7 (31,8%) 1
Vacina Influenza 7(13) 10(19) 1
Faléncia nutricional 2 (14,3%) 8 (36,4%) 0,25
Dias de sintomas na coleta 5.0 (1-18; +-5.3) 4.0 (0-30; +-6,9)

(mediana) 0,66°
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Insuficiécia pancreatica
Diagnéstico por TIR®
Colonizagao Bacteriana
Negativo/S. aureus
MRSAJ intermitemte
B. cepacia intermitente

B. cepacia cronico

Pseudomonas intermitente

Pseudomonas Cronico
Quadro clinico
Sintomas catarrais

Piora da tosse

Piora da secregao respiratoria

Piora da dispneia
Hemoptise
Prostragao

Febre

Anorexia/perda ponderal

Queda da saturagao de O2

Alteragdo na ausculta
Sibilos localizados

Sibilos difusos

Estertores localizados

Estertores difusos

Redu¢ao do murmurio

Vesicular

Radiografia de Torax

13 (92,9%)
10 (71,4%)

4 (8,6%)
1 (7,1%)
1 (7,1%)
1 (7,1%)
7 (50%)
1 (7,1%)

12 (85,7%)
14 (100%)

11 (78,6%)

9 (64,3%)
0
6 (42,9%)
9 (64,3%)
8 (57,1%)
4 (8,6%)
13 (92,9%)
0
1 (7,1%)
4 (8,6%)
5(35,7%)

6 (42,9%)

12 (85,7%)
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20 (90,9%)
17 (77,3%)

5(22,7%)
5(22,7%)
2 (9,1%)
2(9,1%)
13 (59,1%)
0

13 (59,1%)
22 (100%)

15 (68,2%)

16 (72,7%)
0
3 (13,6%)
5(22,7%)
11 (50%)
7 (31,8%)
21 (95,4%)
1 (4,5%)
4 (18,2%)
11 (50%)
5(22,7%)

8 (36,4%)

17 (77,3%)

0,72

0,72
0,37

0,59
0,39

0,14

0,71
0,72

0,11
0,01
0,68

0,63
0,2
0,46

0,5
0,23



Alteracio Aguda

Sugestiva 5 (41,7%) 11 (64,7%)
de Infeccao 0,01
Tratamento
Antibioticoterapia 10 (71,4%) 19 (86,4%) 0,39
Oseltamivir 0 0 1
Oxigénioterapia o o
continua 4 (8,6%) 7 (31,8%) )
Ventilagdo ndo Invasiva 1(7,1%) 2 (9,1%) 1
Internagao Hospitalar 6 (42,9%) 10 (45,4%) 1
Duragdo da Internagdo ) )
Hospitalar - dias (média) 15,2(7-21; +-4.8) 15,9 (10-24; +-4.7)
0,88
Escores de Gravidade
CFCS® (média) 30,3 (19-38; +-5,7) 28,1 (19-37; +-4.,4) 0,12°
Escore de Shwachman
(média) 78,2 (65-95; +-8,5) 76,4 (60-90: +-7,4) 0.25°

*4 pacientes excluidos do total pois idade <6 meses, sendo 1 positivo para virus e 3 negativos

a- teste t de Student

b- teste U de Mann Whitney

c- Tripsina Imunorreativa

d- Staphylococcus aureus resistente a meticilina

e- Cystic Fibrosis Clinical Score
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Tabela 14- Resultado da cultura bacteriana na secrecao respiratorias dos pacientes

menores de 5 anos de idade

Grupo Grupo

Resultado da Cultura Positivo Negativo

Bacteriana (n=14) (n=21) p Valor
Negativo 3(21,4%) 5(23.8%) 1

S. aureus 7(50%) 13 (61,9%) 0,49
MRSA® 2 (143%)  2(9,5%) 1

P. aeruginosa 6 (42,9%) 4(19,0%) 0,15
B. cepacia 1(7,1%) 4 (19,0%) 0,63
S. maltophilia 1(7,1%) 0 0,4
K. pneumoniae 0 1 (4,8%) 1
BGNNF® 1(7,1%) 1 (4,8%) 1

a- Staphylococcus aureus resistente a meticilina

b- Bacilo Gram Negativo Nao Fermentador, excluindo-se Pseudomonas ¢ Burkholderia

Uma vez que alguns estudos sugeriram que as infec¢des por RV seriam menos graves
que pelos demais virus respiratorios, foram realizadas também as analises de medidas de
gravidade excluindo-se os pacientes positivos para RV do grupo virus - positivo. Os

resultados encontram-se na Tabela 15.
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Tabela 15- Caracteristicas dos grupos positivo e negativo para virus respiratorios,

excluidos os rinovirus

Variavel

Virus Positivo
(n=18)

Virus Negativo p

(n=52) valor

Idade — anos (mediana)

Radiografia de Torax realizada

Alteragao Aguda sugestiva de
Infeccao

Tratamento
Antibioticoterapia
Oseltamivir
Oxigenioterapia continua
Ventilagao Nao Invasiva

Internacao Hospitalar
Duragao — dias (mediana)

Escores de Gravidade

CFCS* (média)

Escore de Shwachman (média)

AAO3168:% 1y 5 03.17,0,+49) 021°

3,9)
14 (77,8%) 38 (73,1%) 0,76
6 (42,9%) 22 (57.9%) 0,33
14 (77,8%) 45 (86,5%) 0,19
1 (5,6%) 0 0,26
4(22,2%) 17 (32,7%) 0,4
2 (11,1%) 5 (9,6%) 1
7 (38,9%) 24 (46,1%) 0,59
14 (122'21)8; T 145(7-344-57)  0,65°

30 (23-39; +-5) 29,6 (18-41;+-6)  04°

73,6 (60-90; +-

) 71,1 (35-90;+-12,5) 0,22°

a- teste t de Student
b- teste U de Mann Whitney

c- Cystic Fibrosis Clinical Score
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6- DISCUSSAO

6.1 Prevaléncia dos Virus Respiratorios

As exacerbagdes respiratdrias sdo a principal causa de morbimortalidade na FC, ¢ a
participagdo dos virus respiratorios nestes quadros vem sendo cada vez mais reconhecida.
Neste estudo foram avaliadas 70 amostras de swab nasofaringeo de 40 pacientes com FC
coletadas em momento de ER. A prevaléncia dos virus respiratérios nas amostras foi de
35,7%. Apesar desta taxa de positividade para deteccao viral ter sido significativa, foi menor
do que em outros estudos que também utilizaram técnica de RT-PCR (ASNER et al., 2012 ;
COLLINSON et al., 1996; EMERSON et al., 2013 ; JONES et al., 2011). Um dos principais
motivos para esta diferenca pode ter sido os critérios mais amplos adotados para definicdao de
ER.

Collinson et al. (1996) utilizaram como indica¢dao para coleta a presenca de IVAS,
sendo 51% das 119 amostras positivas para picornavirus. Asner et al. (2012), por exemplo,
detectaram virus em 60,5% das 43 amostras coletadas em ER. No entanto, naquele estudo, ER
foi definida pela presenga de apenas um dos seguintes fatores: alteracdo da secrecdo
respiratoria; aumento da tosse; febre; alteracdo do exame fisico respiratorio. Emerson et al.
(2013) utilizaram como parametro a presenca de novos sinais de doenga respiratoria,
encontrando 81% de positividade para virus em 43 amostras autocoletadas. Tais definig¢des,
muito mais amplas podem englobar quadros leves, que nao resultam em grande impacto na
morbidade e prognostico dos pacientes, podendo inclusive incluir quadros de IVAS sem
descompensagao da doenca de base. Uma vez que os virus sdo os principais agentes deste tipo
de infecgdo, isto pode ter contribuido para uma maior taxa de detecgdo viral nestes estudos,
nao havendo em muitos casos uma importancia clinica associada. Do mesmo modo, Jones et
al. (2011) obtiveram deteccdo viral positiva em 47,2% de 25 amostras, utilizando como
critério para coleta a presenga de quadro sugestivo de infecc¢ao respiratoria viral, independente
da presenga de ER estritamente definida. O presente estudo adotou os critérios de ER
definidos por Fuchs et al. (1994), mais restringentes que aqueles usados nos trabalhos
anteriormente descritos. Deste modo, podemos assegurar que a prevaléncia de detecgao viral
em nosso estudo ¢ mais representativa de eventos com maior impacto clinico, em comparagao

com a maioria dos trabalhos realizados com pacientes de FC até o momento.
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Analisando a literatura, observamos o grande efeito da idade sobre a prevaléncia de
infec¢des virais nas amostras estudadas. Num trabalho recente, Stelzer Braid et al. (2017),
detectaram RV em 43% das 44 amostras de criancas menores de 5 anos em ER, porém em
somente 12% das 76 amostras de maiores de 5 anos. Uma vez que as infecgdes virais
respiratorias sao mais frequentes em criangas jovens, estudos com menor faixa etaria tendem
a ter taxas de positividade mais altas. No entanto, no presente estudo a taxa de deteccao foi
menor do que em outros estudos pediatricos (COLLINSON et al., 1996; JONES et al., 2011;
ASNER et al., 2012 ; EMERSON et al., 2013) mas similares as obtidas por Ramirez et al.
(2014), HOEK et al. (2013) e Flight et al. (2014), cujas amostras prioritariamente de adultos
apresentaram 38%, 33,3% e 40% de positividade respectivamente. E interessante notar que
estes estudos apresentaram maior taxa de colonizagao por P. aeruginosa do que os estudos
pediatricos anteriormente citados, similar a nossa amostragem. Apesar de diversos estudos
sugerirem um sinergismo entre a infecg¢ao por esta bactéria e virus respiratorios em pacientes
com FC (BELLINGHAUSEN et al., 2016; CHATTORAI et al., 2011; HENDRICKS et al.,
2016; KIENINGER et al., 2013), ¢ possivel que em populagdes com alta prevaléncia de
pseudomonas ocorra uma maior frequéncia de ER devido a reconhecida morbidade atribuida a
esta bactéria, independente da presenca de virus respiratorios associados.

Outro fator que afeta a taxa de deteccdo viral ¢ a sazonalidade das coletas. Neste
estudo, amostras foram coletadas durante doze meses, o que nos permitiu avaliar a
distribuicao dos diferentes virus através das estagcdes, uma vez que sabidamente os patdgenos
respiratorios tem circulagdo sazonal. Diferentemente, alguns trabalhos foram realizados com
amostras coletadas apenas em estacdes associadas a maior circulacao viral, o que associado a
critérios de inclusdo mais abrangentes, contribuiu para as maiores taxas de positividade
(ASNER et al., 2012; JONES et al., 2011; RAMIREZ et al., 2014). Também observamos ser
variavel nos estudos realizados at¢ o momento ¢ o tempo de coleta das amostras respiratérias
apés o inicio dos sintomas. E esperada uma direta influéncia do tempo entre inicio de
sintomas e a coleta na taxa de positividade das amostras testadas para agentes virais, uma vez
que quanto mais prolongada a infeccdo, menores as cargas virais esperadas. Neste estudo, as
amostras foram coletadas de forma oportuna, no momento em que o paciente apresentava-se
no hospital em ER, conforme rotina propria de agendamentos do servigo de acompanhamento
dos pacientes com FC. Entretanto, como nao houve orientacdo aos pacientes para que

buscassem o servigo a partir dos primeiros sintomas de piora, uma vez que o IFF ndo dispoe
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de servico de emergéncia, obtivemos em muito casos intervalos maiores do que os planejados
entre o inicio de sintomas e a coleta, o que possivelmente contribuiu para o padrao de altos
Cts obtidos nas amostras positivas. Ainda assim, o tempo mediano de sintomas na coleta foi
de 6 dias, sem distingdo para os grupos positivo € negativo para virus respiratorios. Este
resultado corrobora aquele obtido por Asner et al. (2012), num estudo com tempo de coleta
semelhante mas que devido a maior abrangéncia da amostragem apresentou altas taxas de
deteccao viral. Por outro lado, Emerson et al. (2013), ao utilizarem autocoleta domiciliar
pelos pacientes, obtiveram ndo s6 menores tempos entre o inicio de sintomas € a coleta, mas
também uma maior altissima de positividade para virus (81,4%) com menores Cts. Um
protocolo de autocloeta poderia ser uma boa estratégia para novos esudos em pacientes com
FC, observadas os critérios €ticos ¢ as limitagdes do sistema de satde no pais. Por fim, a taxa
de deteccao viral pode ter sido subestimada por nao se ter pesquisado CoV e hBoV, avaliados
em outros estudos (ASNER et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2010; EMERSON et al., 2013;
GOFFARD et al., 2014; HOEK et al., 2013; KORTEN et al., 2018; RAMIREZ et al., 2014),
apesar da pequena prevaléncia destes virus nos mesmos. E importante considerar esta
possibilidade principalmente nos sete casos nos quais tanto a pesquisa viral quanto bacteriana
foi negativa.

A pesquisa viral foi realizada por RT-PCR para todos os virus em todas as amostras,
sendo grande parte também submetida a pesquisa de VSR, PIV, AdV, FLU A e B por
imunofluorescéncia. No entanto, a taxa de deteccdo por este método se mostrou menor em
comparagdo com o protocolo de RT-PCR com detecgdao em tempo real. Dentre 14 amostras
com RT-PCR positivo para um destes agentes, 12 foram submetidos a IFI e somente duas
tiveram resultado positivo: um VSR e um influenza A. Por outro lado, uma amostra cujo RT-
PCR foi negativo, teve IFI positiva para VSR. A menor sensibilidade do método justifica a
menor prevaléncia de virus em estudos realizados com esta metodologia (ONG et al., 1989;
SMYTH et al., 1995).

Em relagdo as espécies de virus identificados, os mais prevalentes no estudo foram
RV/Enterovirus/coxsackie virus. Uma vez que a reacao utilizada ndo permite a distingdo entre
estes trés picornavirus, nao foi possivel estabelecer a prevaléncia exata de RV na amostra.
Este foi o virus mais encontrado em ER na quase totalidade da literatura revisada,
independente de faixa etaria (DE ALMEIDA et al.,, 2010; EMERSON et al.,, 2013;
ESPOSITO et al., 2014; ESTHER et al., 2014 ; FLIGHT et al., 2014; GOFFARD et al.,
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2014 ; JONES et al., 2011 ; KORTEN et al., 2018 ; RAMIREZ et al., 2014 ; WAT et al.,
2008). A excessao foi o estudo de Asner et al. (2012), no qual Coxsackie /Echovirus foram os
mais prevalentes.

O VSR foi o segundo virus mais detectado, € o que apresentou menor taxa de
internagdo, apesar de outros estudos sugerirem um maior potencial de gravidade da infecgao
por este virus em pacientes com FC (ABMAN et al., 1988; COLASURDO et al., 2006). Uma
possivel explicagdo para esta diferenca ¢ a idade média da amostra (4,7 anos na populagao
total e 2 anos no grupo positivo para VSR), uma vez que as infecgdes mais graves por este
agente ocorrem em menores de dois anos. O AdV, terceiro mais frequente, detectado em 20%
das amostras positivas, foi pouco frequente em outros estudos nacionais e internacionais (DE
ALMEIDA et al., 2010; WAT et al., 2008). Em relagdo ao PIV, os trés tipos pesquisados (1, 2
e 3) foram detectados com igual frequéncia (uma amostra positiva de cada). Houve duas
deteccdes de Influenza A, sendo um de cada um dos subtipos adaptados a populacdo humana:
um HIN1pdm09 e um H3N2. O Sistema de vigilancia de influenza do Ministério da Saude
mostrou que houve co-circulagcdo destes dois subtipos em 2018, bem como do influenza B,
especialmente no fim do ano, ap6s o declinio na prevaléncia dos subtipo A na populagao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018). A despeito de o virus influenza B ser fortemente
associado a infec¢des em criangas, nao houve nenhuma detec¢ao deste virus em nosso estudo.

Dos 25 casos positivos para virus, apenas dois (8%) apresentaram codetec¢do viral,
sendo um caso de PIV e VSR e outro de PIV e hMpV. No estudo publicado por Cousin et al.
(2016), houve apenas um caso de codeteccdo (RV e hMpV). Outros estudos assinalaram
frequéncias maiores de codeteccdo, variando de 9,5% (WAT et al., 2008), 12,8% (DE
ALMEIDA et al., 2010) a 34,6% (ASNER et al., 2012), sendo o VSR o mais associado a

coinfec¢do neste ultimo estudo.

6.2 Caracteristicas Epidemioldgicas da Amostra

A amostra do estudo foi composta por 70 pacientes portadores de FC, diagnosticados
por clinica compativel somada a teste do suor positivo ou confirmacgao genética. A mutagao
mais frequente na populagdo foi a F508del, a mais frequente no mundo e também no Brasil
(GBEFC, 2017; NUNES et al., 2017). A mediana de idade dos pacientes foi 3,9 anos no
grupo positivo para virus € 5,5 no grupo negativo. Apesar de ndo alcancar significancia
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estatistica, a positividade para virus se associou a menor idade, assim como em outros estudos
na literatura (ASNER et al., 2012; ESTHER et al., 2014; STELZER-BRAID et al., 2017). O
VSR apresentou média de idade mais jovem que os demais virus, o que ¢ compativel com a
epidemiologia deste agente, mais frequente em criangas menores de dois anos de idade.

Embora Asner et al. (2012) tenham descrito uma maior frequéncia de detec¢ao viral
no sexo masculino, no presente estudo nao houve diferenga significativa entre os sexos, assim
como em outros estudos (GOFFARD et al., 2014; SMYTH et al., 1995). A raca/cor/etnia mais
frequente na populacao foi branca, ndo havendo diferenga entre os grupos positivo e negativo
para virus. A presenga de irmaos menores de cinco anos no domicilio nao se associou a maior
positividade viral, bem como a permanéncia em creche para os menores de 5 anos. Ja para
Flight at al. (2014), a presenca de criangas no domicilio aumentou a chance de deteccao viral.

A presenga de faléncia nutricional foi mais frequente no grupo negativo para virus.
Isto difere da maior parte da literatura, que ndo descrevee diferenca no status nutricional dos
dois grupos (ASNER et al., 2012; GOFFARD et al., 2014; SMYTH et al., 1995). Por outro
lado, nao houve diferenca significativa do Escore de Shwachman entre os grupos, que avalia a
gravidade e estadiamento da FC, assim como em Goffard et al. (2014). Sugere-se, por tanto,
que as infecgdes virais nao sejam mais comuns nos pacientes mais graves.

Houve deteccdo viral em todos os meses do ano, exceto dezembro, porém a maior
concentracdo de positividade foi de marco a agosto, nas estacdes de outono e inverno, como
em outros estudos (GOFFARD et al., 2014). Em janeiro e fevereiro apenas RV foi
identificado. Estas sdo as estagdes mais associadas a circulagdo de virus respiratorios. Houve
dois casos de Flu A na amostra do estudo, sendo um Influenza A H3N2 (detectado em abril) e
um Influenza A (HIN1)pdm09 em junho. De acordo com o programa de vigilancia do
Ministério da Saude, a circulagdao de Influenza A(H3N2) na regido Sudeste predominou de
marco a julho, com pico em junho. Ja a de Influenza A(HIN1) ocorreu de margo a agosto,
com pico também em junho. Também de acordo com os dados do MS, a circulagdo de VSR
predominou de margo a setembro. Neste estudo, o VSR foi detectado de abril a setembro, com

pico também em abril (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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6.3 Relacao da Detec¢ao Viral com Cultura Bacteriana

Nesta amostragem, a cultura de P. aeruginosa foi mais frequente no grupo positivo
para virus (45,8%) do que no negativo (27,3%), apesar de ndo alcangar significancia
estatistica. Estas taxas sdo consideravelmente mais altas que em outro estudos (ASNER et al.,
2012). No grupo menor de 5 anos, esta diferenca se torna ainda mais marcante (42,9% e 19%,
respectivamente). Estudos in vitro demonstraram que diversos virus estdo associados a
infeccdo por Pseudomonas (HENDRICKS et al.,, 2016) ou, em pacientes ja colonizados,
liberacao desta bacteria do biofilme (CHATTORAIJ et al., 2011). Outros estudos clinicos
tiveram resultados distintos. Ramirez et al. (2014) também encontraram maior prevaléncia de
Pseudomonas nos pacientes com virus, porém outros estudos ndo mostraram diferenca entre
os dois grupos (BURNS et al., 2012; ESTHER et al., 2014; HOEK et al., 2013; WAT et al.,
2008).

Além disso, ja foi demonstrada associagdo entre a infecgdo viral com a aquisi¢ao de
nova bacteria (COLLINSON et al., 1996). Neste estudo, comparamos a cultura bacteriana do
momento da ER com a da consulta imediatamente anterior. A aquisicao de Pseudomonas (nao
presente no exame anterior) foi maior no grupo positivo para virus (25%) do que no negativo
(13,6%), embora também sem significancia estatistica. Olesen et al. (2006), por outro lado,
nao encontraram diferenca da aquisi¢ao de Pseudomonas entre os grupos.

Do mesmo modo, apesar de nao alcangar significancia estatistica, as infec¢des virais
foram mais frequentes em pacientes com colonizagdo intermitente ou, principalmente, cronica
por P. aeruginosa. Ja foi sugerido que a presenga de bactérias no trato respiratorio de
individuos com FC favoreca a infec¢ao viral (BELLINGHAUSEN et al.,, 2016), sendo
necessarios mais estudos para avaliacdo do efeito especifico da Pseudomonas.

Por outro lado, quando analisadas as culturas bacterianas coletadas na consulta apos a
exacerbagao (1 a 4 meses), ndo houve aumento da deteccdo de Pseudomonas no grupo que
havia tido detecgdo viral, sugerindo assim que os efeitos que favocerem a colonizagdo sejam
transitorios. Bucher et al. (2016) também nao encontraram associagdo entre a infec¢ao por

FluA e mudancga na colonizagao bacteriana.
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6.4 Caracteristicas Clinicas e Avaliacdo da Gravidade

Em relacdo as caracteristicas clinicas dos pacientes, a presenca de sintomas catarrais
como congestdo nasal e coriza se associou a detec¢do viral de forma estatisticamente
significativa, assim como observado em estudos anteriores (FLIGHT et al., 2014; WAT et al.,
2008). Burns et al. (2012) também descrevem esta associagdo, porém com RV
especificamente. Em outros estudos, no entanto, ndo houve diferenga da presenca destes
sintomas entre os grupos (ASNER et al., 2012; SHAH et al., 2015). A presenca de febre e
prostracdo também foram mais frequentes no grupo positivo para virus, embora sem
significancia estatistica. No entanto, quando analisado o subgrupo com idade menor que cinco
anos, a diferenca da frequéncia de febre entre os grupos se torna mais marcante e significativa
(p=0,01), como descrito por outros autores (ASNER et al., 2012). Para Wat et al. (2008), o
virus influenza em particular se associou a febre quando comparado a outros virus. De fato,
em nossa amostragem, em ambos os casos de influenza se apresentou febre.

Na avaliacao da ausculta respiratoria, esta se mostrou alterada com mais frequéncia no
grupo negativo para virus. A principal diferenga se mostrou na presenca de estertoragao
localizada, mais frequente nos pacientes negativos para virus respiratorios, sendo o achado
auscutatorio mais frequente neste grupo. Tal diferenca permanece e torna-se mais marcante
no subgrupo menor que 5 anos. Uma possivel razao para este achado seria estes casos terem
etiopatogenia bacteriana como responsavel pelas ER, uma vez que a estertoragdo localizada ¢
um sinal semiologico associado a ocupagdo alveolar, mais frequente nestas infecgdes. No
grupo positivo para virus respiratérios predominaram alteracdes difusas da ausculta, como
estertoracdo difusa e redugdo do murmurio vesicular. Chama a aten¢ao que no subgrupo
menor que 5 anos a presenga de sibilancia difusa ndo se associou a detecgdo viral, embora
tenha sido frequente a deteccdo de VSR nesta faixa etdria. Este virus € o mais associado aos
quadros de bronquiolite, que geralmente cursam com sibilancia difusa. E possivel, portanto,
que as manifestagdes clinicas da infec¢do por VSR em pacientes com FC sejam diferentes da
populagdo geral. que muitas vezes se associa a quadros de bronquiolite com sibilancia difusa
em criangas higidas (SBP, 2017).

A solicitagdo de radiografia de torax foi mais frequente no grupo negativo. Este exame
¢ geralmente solicitado em casos mais graves, quando se busca documentar e quantificar a

piora radioldgica, sendo sempre realizado em caso de internagdo hospitalar. Deste modo, o
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maior nimero de internagdes deste grupo pode ter contribuido para o maior nimero de
exames. O percentual de radiografias com presenga de alteragdes agudas sugestivas de
infeccdo também foram mais frequentes no grupo negativo.

O uso de antibiodticos foi mais frequente no grupo negativo para virus, embora sem
significancia estatistica, assim como em Goffard et al. (2014), sugerindo que em casos de
grande suspeita clinica de infec¢do viral tenha-se restringido o uso desta medicacao. De fato,
a pesquisa de agentes virais nos quadros de ER tem grande potencial de reducdo do uso de
antibiotico, que ¢ muito frequente nos pacientes com FC. Apesar do grande nimero de casos
com co-detecgdo viral e bacteriana, pode ser razoavel que, em pacientes clinicamente
estaveis, se aguarde o resultado da pesquisa viral e bacteriana antes do inicio do tratamento,
caso este possa ser obtido prontamente. Em termos de tecnologia para identificagdo rapida, o
protocolo de RT-PCR com deteccdo em tempo real permite a rapida investigagdo do caso,
facilitando o manejo. Durante o estudo, uma paciente apresentou internacao por ER e foi
iniciada antibioticoterapia empirica baseada no resultado bacterioldégico do ultimo escarro
disponivel. Enquanto aguardava-se o resultado da nova cultura bacteriana a mesma
apresentou persisténcia da febre, sendo cogitado a troca de antibiotico. No entanto, a pesquisa
viral detectou VSR, tendo a equipe médica assistente optado entdo, com base no achado
virolégico, pela manutencao do esquema.

Chama a atengdo a baixa taxa de prescri¢ao de oseltamivir na populacdo do estudo.
Apesar de um grande numero de pacientes internados com febre e dispnéia, preenchendo
critérios para SRAG, somente um deles recebeu a medicacdo. Apds inicio empirico do
oseltamivir, por RT-PCR confirmou-se a detec¢dao de influenza A (H3N2) neste paciente. Ja
no segundo paciente com influenza detectada, nao foi iniciada medicagdo empiricamente, € o
resultado da pesquisa viral ficou disponivel apds 5 dias de sintomatologia, com paciente ja
apresentando melhora do quadro, sendo optado por ndo se iniciar a medicacao. Em vista da
alta gravidade dos casos de influenza na populagdo com FC, deve-se incentivar a suspeita
clinica e o inicio da administragdo de Oseltamivir empirico nestes pacientes, como ¢
preconizado pelo MS. Além disso, apesar da FC constituir indicagdo para vacinagdao anual
contra influenza, apenas 58,1% da populacdo do estudo havia sido vacinada. Baixas taxas de
vacinacao também foram descritas por outros estudos (COUSIN et al., 2016; SOMAYAIJI et

al., 2017). Tal achado ¢ preocupante, uma vez que diversos estudos caracterizaram um alto
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risco de morbidade por influenza em pacientes com FC (RENK et al., 2014), com até 48%
dos pacientes infectados necessitando de hospitalizagdo (VIVIANI et al., 2011).

Sinais indiretos de gravidade, como dispnéia, queda de saturacdo de oxigénio,
necessidade de internagdo hospitalar e necessidade de oxigenioterapia continua foram mais
frequentes no grupo negativo para virus, porém sem significancia estatistica. A nica excegao
foi a necessidade de ventilagdo nao invasiva, discretamente maior no grupo positivo. Os
valores médios do CFCS, utilizado como medida objetiva de gravidade da exacerbagdo, foram
muito similares entre os dois grupos. Este resultado difere de estudos anteriores, que haviam
sugerido maior gravidade das ER com detec¢ao viral (ASNER et al., 2012; COUSIN et al.,
2016; ETHERINGTON et al., 2014; FLIGHT et al., 2014). Comparando-se os diferentes
virus, nota-se que o virus influenza A teve a maior media de CFCS. Ambos os casos onde foi
feita a detecgdo deste agente cursaram com dispnéia e necessitaram de internagao hospitalar e
suporte ventilatorio, sendo um com oxigenioterapia isolada e outro com ventilagdo nao
invasiva. Apesar do numero limitado de casos, estes resultados chamam a atencdo para a
potencial gravidade do influenza em pacientes com FC, ja descrito em outros estudos (RENK
et al. 2014; VIVIANI et al., 2011).

Outra medida de gravidade que pode ser avaliada em pacientes com FC ¢ a fungao
respiratoria. Achados em relacao ao efeito das infecgdes virais na fungdo pulmonar tem sido
controversos, com alguns estudos descrevendo associacdo destes agentes com maior queda do
VEF1 (ETHERINGTON et al., 2014) ou menor recuperagao deste apos a ER (COUSIN et al.
2016), enquanto outros nao encontraram diferenga entre pacientes positivos ou negativos para
os virus respiratorios testados (COLLINSON et al., 1996; SMYTH et al., 1995). Neste dado
entretanto, ndo podemos fazer nenhuma comparagdo, pois nao foi possivel a avaliagdo
espirométrica dos pacientes.

Viarios trabalhos buscaram a associagdo de um agente etiologico viral aos quadros de
ER em pacientes com FC. Apesar de alguns estudos demonstrarem uma associagao
significativa entre a infeccdo por RV e as ER (GOFFARD et al. M 2014; STELZER-BRAID
et al., 2017), outros questionaram o papel etiologico deste agente. Para Burns et al. (2012) ele
nao se associou a ER, e para De Almeida et al. (2010) apenas os subtipos A2 e C se
associaram. Por este motivo, realizamos uma analise dos indicadores de gravidade excluindo-
se do grupo positivo aqueles com deteccdo de RV. No entanto ndo houve alteracao

significativa destes indicadores.
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A principal limitagdo do estudo foi a impossibilidade de convocagdo dos pacientes
para coleta das amostras no surgimento dos primeiros sintomas de ER, uma vez que o IFF nao
dispoe de servico de emergéncia, e as coletas foram realizadas de modo oportuno conforme
pacientes compareceram as consultas, em sua grande maioria pré agendadas. Esta
impossibilidade pode ter aumentado o tempo entre inicio de sintomas e coleta das amostras, e
afetatado a taxa de positividade encontrada. Além disso, a nao distingdo entre
RV/entero/coxsachie devido as sondas utilizadas limitou a identificagdo precisa da proporgao

de RV positivos da amostra.
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7- CONCLUSOES

Neste estudo, os virus respiratorios foram identificados em um numero significativo
de amostras (35,7%), corroborando sua alta frequéncia nestes eventos. No entanto, uma vez
que s6 foram avaliados pacientes em ER, ndo foi possivel estabelecer relagao causal entre a
presenca dos virus e as ER, mas que ja foi estabelecida por outros estudos (WAT et al., 2008;
DE ALMEIDA et al., 2010; FLIGHT et al., 2014), nao sendo objeto desta dissertagao.

Os virus mais comuns foram RV/enterovirus/coxsackie virus, sendo o RV o mais
frequente na literatura (DE ALMEIDA et al., 2010; EMERSON et al., 2013; ESPOSITO et
al., 2014; ESTHER et al., 2014; FLIGHT et al., 2014; GOFFARD et al., 2014; JONES et al.,
2011; KORTEN et al., 2018; RAMIREZ et al., 2014; WAT et al., 2008). No entanto, uma
importante limitacdo do nosso e de outros estudos aqui citados foi a ndo diferenciagdo entre
estes virus. Houve dois casos de influenza, ambos com necessidade de antibioticoterapia, e
apenas um caso de prescricdo de oseltamivir. A taxa de vacinacao dos pacientes com FC
também se mostrou muito abaixo do indicado.

A deteccdo dos virus coincidiu com a sazonalidade de circulagdo dos virus
respiratorios no Sudente, com pico de casos de Maio a Agosto. A presenga de virus
respiratorios foi mais prevalente em pacientes mais jovens, € se associou de forma
estatisticamente significativa a presenca de sintomas catarrais na populagdo geral do estudo, e
a febre em menores de cinco anos. A presenca de estertoragdo localizada foi mais frequente
no grupo negativo para virus. Nao houve diferenga significativa em indicadores de gravidade.

Apesar de nao alcancar significancia estatistica, a deteccao de virus foi mais comum
em pacientes colonizados de forma intermitente, ou principalmente, cronica por P.
aeruginosa, ¢ a detec¢ao desta bactéria durante a ER foi mais comum no grupo com virus. No
entanto, a cultura de pseudomonas na consulta apds a ER foi menor no grupo positivo. Ainda
sd0 necessarios mais estudos para avaliacdo da relagdo dos virus respiratorios com o
microbioma bacteriano do trato respiratério de individuos com FC, e as consequéncias desta

interacao para as ER.
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8- PERSPECTIVAS

Devido a alta prevaléncia de RV/enterovirus/coxsackie virus na amostra estudada, faz-
se necessario prosseguir a investigagdo com o sequenciamento das amostras positivas para
estes virus a fim de distinguir entre estes virus, além de caracterizar os subtipos de RV. Além
disso, pode-se realizer também o sequenciamento dos virus VSR e Influenza detectados,
permitindo a comparacao genética entre amostras de pacientes com FC, outros grupos de risco
e a populagdo geral. A andlise das amostras para a presenga de coronavirus e bocavirus
também poderia identificar mais casos positivos. Seria também interessante prosseguir o
estudo, a fim de obter um maior nimero de pacientes, o que poderia agregar um poder
estatistico maior as analises.

A elaboracao de estudo prospectivo, com grupo controle de individuos com FC sem
ER, e com avaliagdo de marcadores inflamatorios na secrecao respiratoria, poderia permitir
um melhor conhecimento em relagdo ao papel etiopatogénico de cada espécie de virus, além
de sua interagdo com a flora bacteriana colonizadora destes pacientes.

Em vista da frequéncia dos virus nas exacerbacdes, corroboradas por este estudo, ¢
necessario a divulgacao destes dados nos centros de referéncia para tratamento de FC, a fim
de se implementarem medidas de prevengdo, como isolamento de casos suspeitos, €
tratamento. Isto se aplica principalmente ao virus influenza, que possui profilaxia disponivel

com vacinacao e tratamento com oseltamivir, ambos subutilizados no presente estudo.
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APENDICE A - Termo de Assentimento Livre e Escclarecido para Criancas de 6 a 12

anos

Pesquisa: Impacto dos Virus Repiratorios nas exacerbacdes respiratorias em criangas
e adolescentes com Fibrose Cistica

Pesquisadores: Viviane Mauro Corréa Meyer, Fernando do Couto Motta, Patricia
Fernandes Barreto Machado Costa

Contato: Dra Viviane e Dr Fernando > Laboratério de Virus Respiratorios ¢ do
Sarampo LVRS/IOC - tel: 2562-1801 (8-17h); Dra Patricia = Pneumologia/ IFF - tel: 2554-
1770 (8-17h). Em caso de urgéncia, contactar Dra Viviane pelo telefone (21) 99441-6762
(24h).

CEP: O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Fernandes Figueira se
encontra a disposi¢ao para eventuais esclarecimentos €ticos e outras providéncias que se

facam necessarias (e-mail: cepiff@iff.fiocruz.br; Telefones: 2554-1730/fax: 2552-8491).

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO 6-12 ANOS

Ola! Tudo bem?

Vocé tem Fibrose Cistica.

Estamos convidando vocé e outras criangas e adolescentes do Instituto Fernandes
Figueira (IFF) com Fibrose Cistica para participar da nossa pesquisa!

Vocé quer participar?

Seus pais sabem que estamos te convidando e também precisarao k ﬁ

concordar para que vocé€ possa participar. Nao tem problema se vocé
preferir conversar com alguém antes de decidir. E se vocé tiver dividas também pode me
perguntar que eu respondo.

E muito ruim ficar doente. Vocé concorda? O o

As vezes as criancas com fibrose cistica ficam doentes, com tosse,
falta de ar, perda de peso, cansago, como vocé deve estar agora.
Estamos estudando se alguns ‘“bichinhos” chamados virus estdo
presentes nesses quadros de piora.
Se vocé quiser participar vamos passar um ‘“cotonete” na sua *
boca e nariz. Isso ndo doi mas pode dar um pouco de incomodo e & #
vontade de vomitar, que passam rapido.
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Faremos também algumas perguntas sobre como vocé se sente e olharemos algumas
informacdes no seu prontuario. SO os pesquisadores irdo saber das suas informagdes e vocé
terd um numero ao invés de seu nome.

M.rvia 1
Jr10 2

Tudo o que voc€ nos contar sera segredo!

O cotonete vai entdo para um Laboratorio (Laboratorio de Virus Respiratorios e do
Sarampo), onde fardo os exames.

Quando tivermos o resultado do exame vamos contar tudo para vocé e seu responsavel.
Pode ser que isso ajude no seu tratamento, ¢ no futuro ajude a cuidar de outras criangas!
Também vamos contar para vocés no fim da pesquisa o que descobrimos e como ela ajudou a
voceés e as outras criangas. Depois, contaremos a outros médicos o que aprendemos.

Eu entendi que o estudo ¢ sobre ver se “bichinhos” chamados virus estdo fazendo
criancas como eu que tem fibrose cistica ficarem doentes. Eu entendi que para participar vou
ter que responder algumas perguntas e vao passar um ‘“cotonete” no meu nariz e garganta.

Nome do Paciente Assinatura do Paciente Data
Nome do responsavel Legal Assinatura Responsavel Legal Data
Nome do pesquisador Assinatura pesquisador Data
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APENDICE B -Termo de Assentimento Livre e Esclarecido para Adolescentes de 13 a
17 anos

Pesquisa: Impacto dos Virus Repiratorios nas exacerbacdes respiratorias em criangas
e adolescentes com Fibrose Cistica

Pesquisadores: Viviane Mauro Corréa Meyer, Fernando do Couto Motta, Patricia
Fernandes Barreto Machado Costa

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO 13-17 ANOS

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada “Impacto dos
Virus Repiratdrios nas exacerbagdes respiratorias em criangas € adolescentes com Fibrose
Cistica”, que estd sendo realizada com pacientes com Fibrose Cistica (FC) no Instituto
Nacional de Saude da Mulher, da Crianga ¢ do Adolescente Fernandes Figueira (IFF).
Antes de decidir se vocé quer participar do estudo, pedimos que leia estas orientacoes.

Este documento ¢ um Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) e da
informacdes sobre este estudo. Um pesquisador conversard com vocé€ sobre estas
informacodes. Ha duas vias deste termo e se vocé desejar participar da pesquisa, as duas vias
serdo assinadas, uma sera entregue a vocé e uma ficara retida com o pesquisador
responsavel. Um termo semelhante a este serd entregue ao seu responsavel legal e o estudo
s sera realizado se vocés dois autorizarem.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

Os pacientes com FC podem apresentar quadros de piora do quadro respiratdrio
chamados de exacerbagdes, que precisam de tratamento especifico. A maioria desses
quadros sdo atribuidos a infeccdo por bactérias, mas queremos saber se outros
microorganismos, os virus, também causam as exacerbagdes para que no futuro isso ajude a
decidir sobre os exames, tratamentos ¢ medidas preventivas realizados.

COMO SERA FEITO O ESTUDO?

Nos iremos fazer algumas perguntas sobre o seu quadro atual e também olharemos seu
prontudrio para colher informagdes. Além disso, serd colhido um swab (“cotonete”) da sua
boca e nariz. Este material serd enviado para o Laboratério de Virus Respiratorios e do
Sarampo do Instituto Oswaldo Cruz (LVRS) onde serao realizados os exames para a pesquisa
dos virus. Assim que pronto vocé e seus médicos na pneumologia do IFF receberao uma copia
do resultado. O material serd guardado no laboratério por até¢ 2 anos mas s6 podera ser usado
em novos estudos se entrarmos em contato com vocé€ e pedirmos uma nova autorizacao. Se
vocé decidir nao participar do estudo vocé continuard sendo tratado e acompanhado pela
equipe de pneumologia do IFF normalmente.

QUAIS SAO OS RISCOS E BENEFICIOS DO ESTUDO?

Ha o risco de vocé sentir um pouco de desconforto e vontade de vomitar na coleta do
swab, apesar dele nao doer. Para diminuir este risco a coleta serd feita apenas por
profissionais treinados. Ha também o risco de perda do anonimato das suas informagdes. Para
diminuir este risco apenas pesquisadores que assinarem o termo de sigilo irdo ter acesso aos
nomes dos pacientes, com senha especifica. O principal beneficio imediato em participar do
estudo € poder identificar se voc€ esta ou ndo com um virus respiratorio. Isto pode ajudar em
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decisoes do seu tratamento. Além disso vocé estard ajudando a conhecermos mais sobre o
papel dos virus nas exacerbagdes respiratorias da FC, que no futuro pode ajudar a tratarmos
melhor as criangas.

0S DADOS DO ESTUDO SAO CONFIDENCIAIS?

Todos os dados clinicos, do prontuario e laboratoriais do estudo sdo confidenciais.
Durante o estudo vocé sera identificado apenas por um niimero e seu nome nao sera revelado.
Caso os resultados sejam publicados também sera mantido o seu anonimato.

QUANTO CUSTARA PARA MIM?

O estudo ndo trard nenhum custo para voc€. Vocé também nado precisara ir ao IFF
além de suas consultas agendadas. Vocé também ndo receberd nenhum pagamento para
participar.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS COMO PARTICIPANTE NA PESQUISA?

A sua participacao ¢ voluntaria. Vocé tem direito de receber o resultado dos exames
colhidos e também tem direito a receber os resultados finais da pesquisa, sem o nome dos
participantes. Vocé também pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, ¢
continuara normalmente com seu acompanhamento e tratamento no IFF.

O QUE DEVO FAZER SE TIVER DUVIDAS OU PROBLEMAS?

Para questdes sobre esse estudo ou sobre a sua participagcdo nele, entre em contato com 0s
pesquisadores responsavel por esse estudo Dra Viviane Meyer e Dr Fernando Motta no
LVRS/IOC - tel: 2562-1801 ou Dra Patricia Barreto no IFF tel: 2554-1770 (ambos de 8-
17h) Em caso de urgéncia, contactar Dra Viviane pelo telefone (21) 99441-6762 (24h). O
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Fernandes Figueira, se encontra a
disposicdo para eventuais esclarecimentos éticos e outras providéncias que se fagcam
necessarias (e-mail: cepiff@iff.fiocruz.br; Telefones: 2554-1730/fax: 2552-8491).

ASSENTIMENTO:
Eu entendi que a pesquisa ¢ sobre avaliar se virus respiratorios estdo presentes nos quadros
de exacerbagdo de FC, e concordo em participar. Eu entendi que irdo colher um swab de
minha boca e nariz e ver dados do meu prontudrio.

Nome do Paciente Assinatura do Paciente Data
Nome do Responsavel Legal Assinatura do Responsavel legal Data
Nome do pesquisador responsavel Assinatura pesquisador Data
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APENDICE C- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pesquisa: Impacto dos Virus Repiratorios nas exacerbacdes respiratorias em criangas
e adolescentes com Fibrose Cistica

Pesquisadores: Viviane Mauro Corréa Meyer, Fernando do Couto Motta, Patricia
Fernandes Barreto Machado Costa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
RESPONSAVEIS

Seu filho(a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada “Impacto
dos Virus Repiratérios nas exacerbacodes respiratdrias em criangas e adolescentes com
Fibrose Cistica”, que esta sendo realizada com pacientes com exacerbacao respiratoria de
Fibrose Cistica (FC) acompanhados no Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e
do Adolescente Fernandes Figueira (IFF). Antes de decidir se vocé, como responsavel
legal, deseja que seu filho(a) participe do estudo, solicitamos que leia estas orientagdes.

Este documento ¢ um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e fornece
informacdes sobre este estudo. Um pesquisador conversard com voc€ sobre estas
informacodes. Sinta-se a vontade para fazer perguntas sobre o estudo a qualquer momento. O
termo ¢ apresentado em duas vias. Caso vocé deseje participar da pesquisa, as duas vias
serdo assinadas, uma sera entregue a voc€ e uma ficard retida com o pesquisador
responsavel. Caso seu filho (a) seja maior de 6 anos, um termo semelhante a este sera
entregue a ele(a) (Termo de Assentimento Livre e Esclarecido), e o estudo so6 sera realizado
se voces dois desejarem.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO E PORQUE MEU FILHO ESTA
SENDO CONVIDADO A PARTICIPAR?

Os pacientes com FC podem apresentar episodios de piora respiratoria (chamados de
exacerbagdes respiratorias) que precisam de tratamento especifico. A maioria desses sao
atribuidos a infeccdo por bactérias, mas novos estudos tem mostrado uma participagao
importante de infec¢des por virus. As exacerbagdes respiratorias sdo causas importantes de
internagdo hospitalar, piora da progressao da doenca e até mesmo morte. Seu filho(a) estd
sendo convidado a participar do estudo pois tem FC e estd apresentando uma exacerbagao
respiratoria. Queremos pesquisar a presenca de virus em sua secrecao e de outras criancas
com este quadro, para avaliar se ha participacdo dos virus nestas exacerbacgdes, para que no
futuro isso ajude a decidir sobre os exames diagndsticos, tratamentos e medidas preventivas.

COMO SERA FEITO O ESTUDO?

Se voce e seu filho(a) concordarem em participar nés iremos fazer algumas perguntas
sobre o quadro atual de piora dele e também consultaremos seu prontuario para colher
informacodes sobre o seu diagndstico e como esta a evolugdo da FC. Além disso seréd colhido
um swab da boca e nariz para pesquisa de virus respiratorios. Este material serd enviado para
o Laboratorio de Virus Respiratérios € do Sarampo do Instituto Oswaldo Cruz (LVRS) onde
serdo realizado os exames de imunofluorescéncia e PCR (pesquisa viral) para diversos virus
respiratorios (influenza A e B, parainfluenza, virus sincicial respiratorio, metapneumovirus
humano, coronavirus, rhinovirus/enterovirus/coxsackie). Assim que pronto vocé e seus
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médicos na pneumologia do IFF receberdo uma copia do resultado. Caso vocé seja internado
no IFF poderemos repetir a coleta a cada semana e na alta.

As amostras colhidas serdo armazenadas no biorrepositorio (setor do Laboratério para
armazenamento de amostras) do LVRS por até 2 anos. Elas s6 poderdo ser utilizadas em
novos estudos se o pesquisador entrar em contato com vocé e pedir uma nova autorizagao,
com novo termo de consentimento. Se vocé decidir ndo participar do estudo vocé continuara
sendo tratado e acompanhado pela equipe de pneumologia do IFF sem nenhum prejuizo.

QUAIS SAO OS RISCOS E BENEFICIOS DO ESTUDO?

H4 o risco de desconforto e ansia de vomito na coleta do swab, apesar do
procedimento nao ser doloroso. Para diminuir este risco a coleta serd feita apenas por
profissionais treinados. Ha também o risco de perda do sigilo dos dados. Para diminuir este
risco apenas pesquisadores que assinarem o termo de sigilo irdo ter acesso aos nomes dos
pacientes, com senha especifica.

O principal beneficio imediato em participar do estudo ¢ poder identificar se ha ou ndo
identificacdo de virus respiratorio no seu (sua) filho(a). Isto pode ajudar em decisdes de
tratamento. Além disso vocés estardo contribuindo para um melhor conhecimento sobre o
impacto dos virus nas exacerbagdes respiratorias da fibrose cistica, que no futuro pode levar a
um melhor diagndstico e tratamento destas.

0S DADOS DO ESTUDO SAO CONFIDENCIAIS?

Todos os dados clinicos, do prontuario e laboratoriais do estudo sdo confidenciais.
Durante o estudo seu (sua) filho(a) sera identificado(a) apenas por um nimero € seu nome nao
serd revelado. S6 terdao acesso aos dados nominais os pesquisadores que assinarem o termo de
sigilo. Caso os resultados sejam publicados também sera mantido o seu anonimato.

QUANTO CUSTARA PARA MIM?

O estudo ndo acarretard em nenhum custo para voce. Vocé€ também nao precisard ir ao
IFF em nenhuma ocasido além de suas consultas agendadas. Para se comunicar com os
pesquisadores vocé pode utilizar ligagao telefonica a cobrar. Vocé também nado recebera
nenhuma remuneragao para participar da pesquisa.

QUAIS SAO OS DIREITOS DO MEU FILHO(A) COMO PARTICIPANTE NA
PESQUISA?

A sua participagao e de seu(sua) filho(a) neste estudo ¢ voluntaria. Vocés tem direito
de receber o resultado dos exames colhidos, que serdo fornecidos assim que prontos, e
também tem direito a receber os resultados finais da pesquisa, sem identificagdo dos
participantes. Vocés também podem desistir de participar da pesquisa a qualquer momento,
sem qualquer prejuizo ao seu acompanhamento e tratamento no IFF. Além disso seu filho(a)
tem direito a assisténcia integral e imediata a qualquer dano que ocorra decorrente da
pesquisa.

O QUE DEVO FAZER SE TIVER DUVIDAS OU PROBLEMAS?

Para questdes sobre esse estudo ou sobre a participacdo de seu/sua filha nele, entre em

contato com os pesquisadores responsavel por esse estudo Dra Viviane Meyer e Dr

Fernando Motta no LVRS/IOC - tel: 2562-1801 ou Dra Patricia Barreto no IFF tel: 2554-

1770 (ambos de 8-17h) Em caso de urgéncia, contactar Dra Viviane pelo telefone (21)

99441-6762 (24h).Para questdes sobre os direitos de sua filha e neto(a) participantes da
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pesquisa, contate 0 Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — CEP do IFF no
telefone : 2554-1730/fax: 2552-8491 ou email cepiff@iff.fiocruz.br. O CEP é um comité
que analisa e aprova os estudos cientificos para garantir que os estudos estejam de acordo
com as normas brasileiras de protecdo ao sujeito de pesquisa e que os direitos dos
participantes estejam sendo respeitados durante e apos o estudo.

CONSENTIMENTO:
Se vocé leu este formulario de consentimento (ou lhe explicaram), todas as suas perguntas

foram respondidas e vocé concorda em participar deste estudo, assine seu nome abaixo e
rubrique todas as folhas.

Nome da Paciente:

Nome do Responsavel Legal Assinatura do Responsével legal Data
Nome da Testemunha (se necessario)  Assinatura da Testemunha Data
Nome do pesquisador responsavel Assinatura pesquisador Data
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ANEXO A- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do IFF

INSTITUTO FERNANDES

FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ W

MS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto dos Virus Respiratorios nas Exacerbagdes Respiratorias em Criangas e
Adolescentes com Fibrose Cistica.

Pesquisador: PATRICIA FERNANDES BARRETO MACHADO COSTA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 79277117.0.0000.5269

Instituicao Proponente: Instituto Femandes Figueira - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ MS
Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 2.374.629

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional transversal que avaliara a presenga de virus na via aérea atraves da
coleta de swab oral e nasal nas exacerbagdes respiratorias de pacientes com fibrose cistica de 0 a 17 anos
acompanhados no IFF

Objetivo da Pesquisa:

Tem como objetivo determinar a proporgao de exacerbagdes respiratorias de pacientes pediatricos com

Fibrose Cistica associadas a infecgfo respiratoria viral.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O principal beneficio do estudo & permitir o diagnostico de infecgdes virais que podem estar contribuindo
para a exacerbagao respiratoria da FC, podendo em alguns casos auxiliar na decisao de uso e duragio de
antibioticoterapia. Alem disso, o estudo visa contribuir para um melhor conhecimento sobre a etiologia das
exacerbagdes respiratorias que podem no futuro guiar novas terapéuticas e medidas preventivas.

Os riscos do estudo sao possivel desconforto na coleta do swab combinado, principalmente de orofaringe,
que pode causar ansia de vomito. Este risco tentara ser minimizado pela coleta ser realizada apenas por
pesquisadores treinades para tal. Aleém disso, ha o risco de perda do sigilo das informagdes coletadas, o que
sera controlado pela restrigdo de acesso ao banco de dados, fornecido somente aos pesquisadores
autorizados atraves de senha e login.

Enderego: AUI BARBOSA, 716

Bairro: FLAMENGO CEP: 22250-020
UF: RJ Munidipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2554-1730 Fax: (21)2552-8481 E-mail: cepiff@if focruz.bx

Pigine 01 de 3
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INSTITUTO FERNANDES

FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - RJ/

MS

Continuaglio do Parecer 2 374529

Comentarioe e Consideragoes gobre a Peequisa:

pssquiza relevants

Congzideragoes sobre oe Termos de apresentagao obrigatoria:
Termos de anuencia pressntes. folha de rosto assinada pelo dep pesquisa presentss. TCLE e TALE=s

adsquados.
Recomendagoes:

n&o hé& recomendagdes.
Conclusoes ou Pendénciazs e Lista de Inadequacgses:

n&o h& pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Eete parecer foi slaborado bazsado noe documentos abaixo relacionados:

o ™

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagiio
Declaragdio de carta_psaquisa.docx 09/11/2017 |Ana Maria Aranha Acsito
Instituigdio o 17:1704 |Magalhise Costa
| Infrasatrutura
Declaragdio de carta_psaquisa.docx 09/11/2017 |Ana Maria Aranha Acsito
Instituigdio o 17:1126 |Magalhise Costa
Infrasatrutura
InformagBes Bésicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 24/10/2017 Acsito
| do Projsto ROJETO_1015719 pdf 09:15:14
Declaragdio de gigilocarimbado.pdf 24/10/2017 |PATRICIA Acsito
Pesquisadores 09:14:47 |FERNANDES

BARRETO
MACHADO COSTA
Declaragdio de anuenciataniaFC.pdf 23/10/2017 | Viviane Mauro Acsito
Instituigdo & 15:3455 |Cormréa Meysr
infrasatrutura
Declaragdio de anuencialiviaFC pdf 23/10/2017 | Viviane Mauro Acsito
Instituigdio & 15:3328 |Coméa Meyer
Infracatrutura
TCLE/Termozde | TALEGA12FINAL.docx 231072017 | Viviane Mauro Acsito
Aszentimento / 09:4032 |Coméa Maysr
Juetificativa de
Ausdncia
TCLE/Termosde | TALE13A17FINAL.docx 23/10/2017 | Viviane Mauro Acsito
Aszentimento / 09:40:13 |Comréa Meysr
Justificativa de
Ausdncia
Enderego: RN BARSBOSA, 716
Balro: FLAMENGO CEP: 222%0.020
UF: RJ Municiplo: RO DE JANEIRO

Telofone: (21126541730

Fax: (21)2552-8401
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INSTITUTO FERNANDES

FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ W‘, -
MS
Continuagio do Parecer: 2 374 29
TCLE/Termozde |TCLE.docx 231072017 |Viviane Mauro Aceito
Azszentimento / 09:30:56 |Coméa Meysr
Justificativa de
| Auséncia I
Folha de Rosto folhadsrosto. pdf 19/10/2017 | Vwviane Mauro Aceito
| 12:1052 | Cormréa Meyer
Declaragdo de anuenciafernando.pdf 1711072017 |PATRICIA Acsito
Instituigdio & 213744 |FERNANDES
Infrasatrutura BARRETO
| MACHADO COSTA
Qutros anuenciapatricia_pdf 1710/2017 |PATRICIA Aceito
213557 |FERNANDES
BARRETO
| _ MACHADO COSTA
Progsto Detalhado / | FICHADECOLETADEDADOSFINAL doc| 17/10/2017 |PATRICIA Acsito
Brochura X 213334 |FERNANDES
Inveatigador BARRETO
- _ _ _____{MAGHADO COSTA
Progsto Detalhado / | projetovirusfcFINAL .docx 1710/2017 |PATRICIA Aceito
Brochura 21:33:14 |FERNANDES
Inveatigador BARRETO
MACHADO COSTA
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necssszita Apreciagdao da CONEP:
Nio

RIO DE JANEIRO, 09 de Novembro de 2017

Enderego: AU BARBOSA, 716

Balrro:
UF: RJ
Telefone:

FLAMENGO

(21)2652.1730

Municiplo: R0 DE JANEIRO
Fax: (21)2552-8491

Azzinado por:
Ana Maria Aranha Magalhase Costa
(Coordenador)

CEP: 22250.020
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ANEXO B- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do IOC

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - Plataoforma
FIOCRUZ/IOC %‘W

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipants
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquiza: Impacto dos Virus Respiratérios nas Exacsrbagbes Respiratériaz em Criangas e
Adolescentes com Fibroas Clstica.

Pesquisador: PATRICIA FERNANDES BARRETO MACHADO COSTA
Area Tematica:

Verzao: 1

CAAE: 79277117.0.3001.5248

Instituigio Proponents: Instituto Oswaido Cruz-RJ

Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 2.450.906

Apresentagdo do Projeto:
Trata-2e de um estudo obesrvacional transversal gque avaliard a pressnga de virus na via aérea atravée da
colsta de swab oral & nasal naz exacsrbagdes respiratbrias de pacientse com fibross clsticads 0 a 17 ance

acompanhados no IFF.
Projeto aprovado no CEP Fiocruz IFF 2ob nimero 2.374.629, datado de 08 de novembro de 2017.

Objstivo da Pesquisa:

Tem como objstivo dsterminar a proporgdo de exacerbagdes respiratérias de pacientss pedidtricos com
Fibroze Clstica associadas a infecgiio respiratoria viral.

Avaliagao dos Riecos e Bensficios:

Os riscos do sstudo sfio possivel desconforto na colsta do swab combinado, principalments de orofarings,
que pode causar 4nsia de vimito. Este riaco tentard ser minimizado pela colsta ser realizada apenas por
pesquizadores treinados para tal. Além dizso, hé o risco de perda do sigilo das informagdes coletadas, o que
serd controlado pela restrigiio de acesso ao banco de dados, fornecido soments acs pesquisadores
autorizados atravée de senha e login.

O principal bensficio do estudo & permitir o diagnbstico de infecgdes viraiz que podem estar contribuindo
para a exacerbagio respiratéria da FC, podendo em alguns casos auxiliar na decisio

Enderego: Av. Erasil 4036, Sala 705 (Campus Expanso)

Bairo: Mangunhos CEP: 21.040-3%0
UF: BJ Municiplo: R0 DE JANEIRO
Telefone: (21)3882.9011 Fax: (21)2561-4815 E-mall: cepfiocnz@loc Socnz.br
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IO C | FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ - Plataoforma
= FIOCRUZ/IOC %ofl

wiv Ovw sl Crus

Continuagio do Parecer: 2 450 908

de uso & duragiio de antibioticoterapia. Além disso, 0 estudo viza contribuir para um melhor conhacimento
sobre a stiologia das exacerbagdes respiratérias que podem no futuro guiar novas terapéuticas & medidaz
preventivas.

Comentarioe e Congideragoes sobre a Pesquiza:

O projeto ssté suficientements claro sm ssus propdsitos s devidaments fundamentado, & ndio necessita de
submizseio & CONEP antes de ser iniciado.

Consideragoes sobre og Termos de apresentagao obrigatoria:

Projeto final;

Carta de anuéncia;

TALE_6_12;

TALE_13_17;

Ficha de coleta de dados;

Recomendagoes:
Apresentar relatdrios parciais (anuaiz) e relatbrio final do projsto de psequisa & responsabilidade indslegévsl
do peequisador principal.

Qualguer modificagio ou emenda ao projsto de pesquisa em pauta deve ser submsetida & apreciagio do
CEP Focruz/IOC.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Diante do exposto, o Comitd de Etica em Peaquiza do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), em sua
234a Rsunifio Ordindria, realizada em 12.12.2017, de acordo com as atribuighes definidas na Resolugiio
CNS 466/12, manifesta-gs pela aprovagiio do projeto de peesquisa proposto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi slaborado bazsado noe documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagsm Autor Situagiio
TCLE / Termoz de | TALEGA12FINAL docx 231072017 | Viviane Mauro Aceito
Assantimento / 09:4032 |Cormréa Meyer
Justificativa de

Enderego: Av. Erasil 4036, Sala 705 (Campus Expansio)

Bakro: Mangunhos CEP: 21080350
UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO
Telofone: (21)3882.9011 Fax: (21)2561-4815 E-mall: cepfioone@loc focnuz.br

Pigina 02 de 00

83



FIOCRUZ/IOC

Continuagio do Parecer: 2 450 905

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - W

Ausdncia TALEGAT2FINAL docx 23/10/2017 |Viviane Mauro Aceito
_ 09:4032 | Coméa Meyer
TCLE /Termozsde |TALE13A17FINAL.docx 231072017 | Vviane Mauro Acsito
Assantimento / 09:40:13 |Comréa Meysr
Justificativa de
| Ausdncia ____ _
TCLE/Termozsde |TCLE.docx 231072017 | Vviane Mauro Aceito
Assantimento / 09:3056 |Comréa Meysr
Justificativa de
 Auséncia
Qutros anuenciapatricia_pdf 171072017 |PATRICIA Aceito
213557 |FERNANDES
BARRETO
— | _______|MACHADOGOSTA
Progsto Detalhado / | FICHADECOLETADEDADOSFINAL doc| 17/10/2017 |PATRICIA Aceito
Brochura X 213334 |FERNANDES
Investigador BARRETO
- _ __ _________|MACHADO COSTA
Progsto Detalhado / | projetovirusfcFINAL .docx 171072017 |PATRICIA Aceito
Brochura 21:33:14 |FERNANDES
Investigador BARRETO
MACHADO COSTA
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necsszita Apreciagao da CONEP:
Néo

RIO DE JANEIRO, 20 de Dezembro de 2017

Aszzinado por:
Jozs Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

Enderego: Av. Erasil 4036, Sala 705 (Campus Expansio)

Balro: Manguinhos CEP: 21.040-3%0
UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO
Telofone: (21)3882.9011 Fax: (21)2561-4815 E-mall: cepfiocnz @loc focnuz.br
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ANEXO C- Fichas de Protocolo de RT-PCR

Muresmo 43 Nacds

Fandaglo Owwaldo Cres ( low tan Owesldo Coux
Labomaden de Viros Resperstdnes ¢ 4o Sarampo
Labosudew de Hefeolrcis Nacocal pacs Iafhaceas

-

¢ Doczgm Exsvemidtica ¢ Regocal pacs SacsmpoUMS

Diferenciagho de Influenza A (H1pdm09 x H3) por RT-PCR em tempo real (Protocelo CDC)

Linha de Pesquisa: Vigilinca Influsnza

No. Protocolo

Data:

Responsivel técnico: Venficador.
Amostra Resultado Amostra Resultado
1] Atad NTC 17| Ar.as
2] =1 MOCK [
5 C1Ls 19] CT49
oi-m 2| Urne
3 13 21 17.15
& .1 = L A
7] GiLi) 28] GrLs
| s 2 1
Amostra Resultado Amostra Resultado
9] AsAs 28] Aro.A12
10] Ban 2| slo-m12
1| csos | croci2
12] D4-De | Dio-2
13 14-14 2] B2
15] raae w| F10-112
15| Gasie 1] Gro<inz
16] s s2| a1o.m12
Kit utilizado: ( x ) GoTag— RTPCR kit ( ) SuperScript™ I RTPCR kit ( ) AgPath JD™ RTPCR kit
Reagentes ix & Lote Ix Lote Ix Lote
[ Agua 55 33 5.5 0 5 0
Tampdo 2x 125 75 125 0 125 0
Mix Oligo/Sonda 15 9 15 0 15 0
Mix enzima 0.5 1 0.3 0 1 0
Total 20 120 20 0 20 1]
Ciclagem GoTag— RTPCR kit SuperScript™ Il RTPCR kit AgPath ID™ RTPCR kit
RT Ix 45°C 25 min Ix S0C 10 min Ix 45°C 10 min
Ativacio Enxima ix | 95C 02 min iIx | 95C 02 min Ix | 95C 10min
Amplificagio 45x 95'C 15 seg 45x 95°C 15 seg 45x 95°C 15 seg
S§C 30 e SS§°C 30 seg S5C 0l min
MoiedA | Mdall 4] MoiedA | Md=all M3 MoindA | Pdmall 14 P=iedA | M=all M3 Aboar poga
1 2 1 4 5 & 7 £ 9 10 11 12 |20t Mo
A NTC 0 0 0 Sl amsoattm oo
B MOCK 0 0 0 Sl de coetrobon
C 0 0 0 0
D 0 0 0 0 Cos
E 0 0 0 0 NIC et &4 PCR
I 0 0 0 0 [IEpUp——
G 0 0 0 0 PIC Poitive dod dves
H 1] 0 0 0

Equpamento [CJir 0242 (a1 7500)

Arquivo: 2018003 PdmH1xH3 11.01.2018

[CJir 0s0s (A1 7500) [CJir 0234 (Stepine)

Inicio: Fimx

Observagdes
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Mrzes-o da Satds
Fandagho Owwaldo Crez ez tan Owealdo Coux

Labosasdow de Viros Hospersdnos ¢ 4o Sarampo
Ladomuden ce Hefeolrcs Nacocal pacs 13fhacrss ¢ Docogm Exsvemltica ¢ Regocal pacs SarsmpoUMS

PCR em tempo real para detecglio de Influenza (AxB) ¢ RSV (Protecolo CDC)

No. Protocolo:

Linha de Pesquisa: Vigilinca Influenza

Data:
Responsivel técnico: Venficador.
Amostra Resultado Amostra Resultado
1| Arag NTC 17] AS.A12
2| m1ms MOCK 1 15| wamiz
Cles 19] cuciz
sl Dins 2| os.p12
14 21| rvpn2
o] s1as 2| #5012
GL4 ]| a2
x| aine 28] s
Amostra Resultado
o asan
10] Bamx
1| ceox
12| Ds.os PTIC
13] re.ps
13] 151y =
18] s
16] MS-HY
Kit utilizado: ( x ) GoTag— RTPCR kit ( ) SuperScript™ I RTPCR kit ( ) AgPath ID™ RTPCR kit
Reapentes Ix 14 Lote Ix 1 Lote ix Lote
Agua 55 77 5.5 5.5 5 0
| Tampdo 2x 125 175 128 125 125 0
Mix Oligo/Sonda 15 21 15 S 15 0
Mix enzima 0.5 7 0.5 0.3 1 0
Total 20 280 20 20 20 0
Ciclagem GoTag— RTPCR kit SuperScript™ Il RTPCR kit AgPath ID™ RTPCR kit
RT 1x 45°C 25 min ix SoC 10 min Ix 45°C 10min |
Ativagio Enzima iIx | 95C 02 min iIx | 95C 02 min Ix | 95C 10min |
Amplificagio 45x 95C 15 seg 45x 95'C 15 seg 45x 95'C 15 seg
§5C 30 seg 33°C 10 seg 33°C 0! min
_Lnf,\ InfB RSV RNF | InfA InfB RSV RNF | InfA InfB RSV RNP | aoicarpogo
1 2 1 4 5 & 7 £ 9 10 1) 12 20wt M
A NTC 0 0 Sl apsoattm o
i3 MOCK 1 0 0 Sl de coetrobon
C 0 0 0
D 0 PIC 0
I 0 0 0
F 0 0 0
G 0 0 0
H 0 0 0
Fgupamento [CJir 0242 (Am1 7500) [CJir 0s0s (am1 7500 [CJir 0234 (StepOne)

Arquivo: 2018002 FluAxB RSV 10.01.2018

Inicio:

Fimx

Observagdes:

Concentragdes de uso: Primers Influenza ¢ RNP: 40uM Sonda: 10uM - RSV Direto: S0uM/ Reverso: 25uM! Sonda: SpM
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