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RESUMO

A pandemia da Covid-19 ocasionou uma diminui¢dao na circulagdo de outros virus
respiratorios. Entretanto, esses patogenos continuaram representando um desafio no
diagnostico, pois possuem vias de transmissdo e manifestagdes clinicas similares a infecg¢@o por
SARS-CoV-2. No que concerne aos profissionais de saude, a detec¢do precisa de agentes
etiologicos ¢ critica ja que estes sao considerados uma populagao de risco e podem ser alvos de
infeccdo e fontes de contaminagao dentro da comunidade. Neste contexto, este estudo objetivou
identificar 4 diferentes virus respiratorios (SARS-CoV-2, VSR, Influenza A e Influenza B) que
poderiam ser responsaveis pelo quadro de sindrome gripal em profissionais da saude da
Unidade Basica de Satde n° 1, localizada na Cidade Estrutural — DF durante a pandemia de
Covid-19. Para tal analise, foram testadas, mediante o ensaio RT-PCR multiplex, 309 amostras
de esfregaco nasofaringeo, de profissionais da satude, que ja tinham sido previamente testadas
somente para detec¢do do SARS-CoV-2. O virus sincicial respiratério (VSR) foi o mais
incidente nas amostras que tinham anteriormente obtido resultado negativo para Covid-19,
sendo que a maioria das detecgdes ocorreu dentro do seu periodo de sazonalidade e em
profissionais do sexo feminino que apresentaram sintomas nos dias de coleta. Além disso, o
VSR foi o responsavel pela tnica coinfec¢do identificada durante o processamento das

amostras.

Palavras-chaves: deteccao simultanea; profissionais da satide; RT-PCR; virus respiratorios



ABSTRACT

The Covid-19 pandemic caused a decrease in the circulation of other respiratory viruses.
However, these pathogens have continued being a diagnostic challenge, as they have similar
transmission routes and clinical manifestations to SARS-CoV-2 infection. With regard to
healthcare workers, accurate detection of etiologic agents is critical as they are considered a
population at risk and may be targets of infection and sources of contamination within the
community. In this context, this study aimed to identify 4 different respiratory viruses (SARS-
CoV-2, RSV, Influenza A, and Influenza B) that could be responsible for the influenza like
illness in health professionals from Unidade Bésica de Satde n° 1, located in Cidade Estrutural
- DF during the Covid-19 pandemic. For this analysis, 309 samples collected from the
nasopharyngeal swab of health professionals who had been previously tested only for SARS-
CoV-2 were tested by multiplex RT-PCR assay. Respiratory syncytial virus (RSV) was most
incident in samples that had previously tested negative for Covid-19, with most detections
occurring within its seasonal period and in female healthcare workers who had symptoms on
the days of collection. In addition, RSV was responsible for the only coinfection identified

during sample processing.

Keywords: health care workers; respiratory viruses; RT-PCR; simultaneous detection
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1 INTRODUCAO COM REVISAO DE LITERATURA E JUSTIFICATIVA

A Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) causada pelo coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) foi previamente detectada na China no final do ano de 2019 e logo se tornou
preocupacao internacional apos alerta da Organizagao Mundial da Saude (OMS) que elevou o
surto local em Wuhan a uma pandemia (WHO, 2020). Mediante o esfor¢o mundial de conter a
infeccdo causada pelo SARS-CoV-2, a utilizagdo de mascaras, o distanciamento social e a
frequente higienizagdo das maos, também promoveu uma menor transmissao de outros virus,
como Influenza e o Virus Sincicial Respiratorio (VSR), mesmo em seus meses sazonais em

2020 (OLSEN, S. J. et al., 2021; DI MATTIA, G. et al., 2021; KAROLINA, A. et al., 2021).

Os virus Influenza e VSR sdo virus humanos respiratorios comuns, que circulam em
todos os continentes e que tradicionalmente causam significativas taxas de morbidade e
mortalidade (BONCRISTIANI, H. F. et al., 2009). Anualmente, a infec¢ao por Influenza afeta
quase 10% da populagdo mundial e resulta na morte de cerca de meio milhdo de pessoas
(JAVANIAN, M. et al., 2021). Em relagdo ao VSR, sua gravidade esté relacionada a infec¢do
em idosos, imunocomprometidos e principalmente em menores de 1 ano, sendo este o agente

infeccioso mais presente em bronquiolite e pneumonia em bebés (CDC, 2020).

Mesmo com a reduzida circulagdo, esses patdogenos virais continuaram representando
um desafio no diagnostico, pois possuem vias de transmissdo e manifestagdes clinicas similares
a infec¢ao por SARS-CoV-2, com predominancia de sintomas de febre, tosse, fadiga e dispneia
(BEN SHIMOL, A. et al., 2021). Sendo assim, o emprego de ensaios moleculares como Reacao
em Transcriptase Reversa Seguida pela Reagao em Cadeia da Polimerase (RT-PCR), € essencial
para detecgdo e diferenciacdo rapida de virus emergentes, tanto em pacientes como também em
profissionais da satde, ja que estes sdo considerados uma populacdo de risco (BAKER, M. G.

et al., 2020).

No Brasil, até o dia 1° de margo de 2021, dos 144.420 casos notificados de Sindrome
Gripal (SG) em profissionais da satde, 39.510 (27,4%) foram confirmados para COVID-19. Os
demais 104.910 casos notificados (72,6%) permaneceram sob investigacdo. Porém, o
diagndstico para outros virus nao foi bem estabelecido até 2021 (BRASIL, 2021). Diante disso,
¢ fundamental para satde publica explorar a infeccdo causada por outros virus respiratorios
nesses individuos, para conhecer quais sdo esses virus e estabelecer politicas de controle dessas
infeccdes. Este estudo se insere neste contexto, uma vez que objetiva identificar 4 diferentes

virus respiratorios (SARS-CoV-2, VSR, Influenza A e Influenza B) que poderiam ser
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responsaveis pelo quadro de sindrome gripal em profissionais da saide da Unidade Bésica de
Saude n° 1, localizada na Cidade Estrutural — Distrito Federal, durante a pandemia da COVID-
19.

1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1. Coronavirus

Os coronavirus possuem o genoma constituido por Acido Ribonucleico (RNA) de fita
simples senso positivo, que contém cerca de 27 a 32 kb (quilobase), tornando-se assim o maior
genoma dentre os virus de RNA (WANG et al., 2020). Estes virus pertencem a familia
Coronaviridae e subfamilia Orthocoronavirinae, sendo que esta subfamilia possui quatro
géneros: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gamacoronavirus e Deltacoronavirus (KADAM
et al., 2021). Tais virus sd3o conhecidos por infectar humanos, outros mamiferos e algumas
espécies de passaros, causando doengas de ordem respiratoria, entérica, hepatica e até mesmo

neuroldgica (ZHU et al., 2020).

Dentre os seis coronavirus que eram conhecidos por causar infecgdes em humanos,
quatro deles - Coronavirus Humano 229E, Coronavirus Humano OC43, Coronavirus Humano
NL63 e Coronavirus Humano HKU1 — provocam sintomas de resfriado em individuos
imunocomprometidos. Os outros dois, o0 Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SARS-CoV) e o Coronavirus da Sindrome Respiratoria do Médio Oriente (MERS-CoV) foram
agentes causadores de surtos em 2002 e 2012, respectivamente (ZHU et al., 2020).

O SARS-CoV surgiu em 2002 na provincia de Guangdong na China e durante sua
circulacao entre os anos de 2002-2004, infectou cerca de 8.098 pessoas e resultou na morte de
774 individuos (~10% de taxa de mortalidade) em 29 paises antes de desaparecer. Em 2012, o
MERS-CoV chegou na Arabia Saudita, causou um surto na Coreia do Sul em 2015 e outro na

Arébia Saudita em 2018, e ainda hoje, surge esporadicamente em algumas regides do globo.

Até janeiro de 2020, foram confirmados 2.519 casos e cerca de 866 mortes (~35% de
taxa de mortalidade) em 27 paises que estavam associados a infeccdo pelo MERS-CoV (LI et
al.,, 2020). O SARS-CoV-2, que emergiu na China em 2019, ¢ a segunda espécie viral
relacionada a sindrome respiratoria aguda grave que € capaz de causar uma epidemia humana
(GRAF, 2020), sendo que até meados de julho de 2023, cerca de 767.726.861 casos foram
confirmados para Covid-19 e dentre esses, 6.948.764 resultaram em Obitos em todas as partes

do globo (WHO, 2023).
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Apesar da proximidade genética entre os SARS-CoVs supracitados, ja que ambos
fazem parte do género Betacoronavirus e compartilham cerca de 79,6% da mesma sequéncia
de nucleotideos (ZHOU, P. et al., 2020), o SARS-CoV-2 ndo ¢ de fato um descendente do
SARS-CoV. Além de possuirem fatores externos independentes de introducdo em humanos,
estes virus possuem espectro de doenca e eficiéncia de transmissao distintos (GORBALENYA

et al., 2020).

O genoma do SARS-CoV-2 contém aproximadamente 29.9 kb, cujo dois tercos sao
ocupados pelos genes Open Reading Frames (ORFs) la e 1b, que sdo traduzidos nas
poliproteinas ppla e pplab, precursoras de 16 proteinas nao estruturais (NSP), envolvidas na
transcri¢do e replicagdo do virus (BORGES, A. et al., 2020), como por exemplo a NSP-12, que
conttm a RNA-polimerase RNA dependente (RdRp), que ¢ um componente critico da

replicagdo e transcri¢ao do coronavirus (WANG et al., 2020).

A outra parte do genoma viral € constituida pelos genes S, M, N e E que sdo responsaveis
por codificar as quatro proteinas estruturais do virus, sendo elas: proteina do envelope (E),
proteina spike ou espicula (S) e a proteina de membrana (M), que estio associadas ao envelope
viral. Ja a proteina do nucleocapsideo (N), faz parte da estrutura que envolve o material genético

do SARS-CoV-2 (WANG et al., 2020).

1.1.2. Influenza Virus

Os virus Influenza sdo virus envelopados que possuem RNA de fita simples segmentado,
com senso negativo, que pertencem a familia Orthomyxoviridae e sdo os agentes causadores da
gripe, uma doenga respiratoria em humanos (TE VELTHUIS & FODOR, 2016). Existem quatro
categorias de virus Influenza: A, B, C e D (PAULES & SUBBARAO, 2017), sendo que o tipo
D afeta principalmente suinos e bovinos e ainda ndo hé registro de infeccdo em humanos

(JAVANIAN, M. et al., 2021).

Os virus influenza A e influenza B contém oito segmentos de RNA, que codificam as
subunidades de RNA polimerase (PB1, PB2 e PA), as glicoproteinas virais hemaglutinina (HA)
e neuraminidase (NA), a nucleoproteina (NP); a proteina de matriz (M1), a proteina de
membrana (M2), a proteina de exportacao nuclear (NEP) e as proteinas ndo estruturais NS1 e
NS2. Enquanto isso, o genoma viral dos tipos C e D possuem apenas sete segmentos de RNA

(KRAMMER, F. et al., 2018)

Os virus do tipo A podem ser classificados com base na varia¢do das glicoproteinas HA

e NA que compdem a superficie do envelope. Cerca de 16 variantes antigénicas de HA e nove
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variantes antigénicas de NA foram identificadas (PAULES & SUBBARAO, 2017). Ao
contrario dos virus influenza A, os virus do tipo B ndo sdo classificados em subtipos
(JAVANIAN, M. et al., 2021), porém suas duas linhagens antigenicamente distintas, Victoria e
Yamagata, sdo co-circulantes em seres humanos (BENNETT J.E., et al., 2015).

As glicoproteinas HA e NA do virus Influenza A desempenham um papel essencial na
viruléncia e patogénese do virus (JAVANIAN, M. et al., 2021), sendo que HA se liga aos
receptores da célula hospedeira e propicia a fusdo da membrana do virion com a membrana do
hospedeiro. Enquanto NA, atua na replicacdo viral e cliva o &cido sidlico dos constituintes da
membrana celular hospedeira, que permite a saida dos virions nascentes (BYRD-LEOTIS, L.

etal., 2017)

Tanto o Influenza A como o Influenza B causam morbidade e mortalidade substanciais
globalmente e sdo os patdogenos mais comuns em epidemias, enquanto o virus Influenza C,
provoca surtos esporadicos com sintomas respiratorios leves e afeta principalmente criancas
(TE VELTHUIS & FODOR, 2016). Ao longo dos tltimos 100 anos, quatro pandemias foram
ocasionadas por Influenza: a gripe espanhola HIN1 em 1918, a gripe asidtica H2N2 em 1957,
a gripe de Hong Kong H3N2 em 1968 e a gripe suina HINI em 2009 (PAULES &
SUBBARAO, 2017). A pandemia mais severa foi a gripe espanhola de 1918, que resultou na
morte de mais de 50 milhdes de pessoas no mundo (BIGGERSTAFF, M. et al., 2014).

Durante cada periodo pandémico, o virus surgiu diretamente de um hospedeiro aviario
(1918); através do rearranjo entre um virus avidrio e uma estirpe humana circulante (1957 e
1968); ou através do rearranjo do virus influenza em suinos (2009) e disseminacao através da
populagdo humana (PAULES & SUBBARAO, 2017). O genoma segmentado, a existéncia de
reservatorios naturais em aves € suinos, bem como o a sua variagdo antigénica, que ocorre em
maior escala em Influenza A, sdo as principais causas da prote¢do limitada das vacinas ja
disponiveis e também do surgimento de novas estirpes potencialmente pandémicas (TE

VELTHUIS & FODOR, 2016).

O processo de variagdo antigénica ¢ resultado de dois mecanismos distintos: drift
antigénico e shift antigénico. O drift antigénico € um processo continuo que ocorre tanto na
influenza A quanto no virus Influenza B e resulta do acumulo de mutagdes pontais nos genes
de HA e NA. O drift ¢ impulsionado principalmente pela alta taxa de mutagdes virais devido a
auséncia de mecanismos de reparo da RNA-polimerase dependente de RNA viral. O shift

antigénico ¢ um evento esporadico, restrito ao virus influenza A e refere-se a introdugdo em
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seres humanos de uma nova cepa de virus a qual uma grande proporc¢ao da populacido ndo tem

imunidade (PAULES & SUBBARAO, 2017; BENNETT J.E., et al., 2015).

1.1.3. Virus Sincicial Respiratério

O Virus Sincicial Respiratorio (VSR) ¢ conhecido como um importante agente
infeccioso de infec¢des do trato respiratdrio em criangas em todo o mundo (MESQUITA, F. S.
et al., 2017). Globalmente, estima-se que o VSR cause 33 milhdes de novos casos de infecgao
aguda do trato respiratorio inferior em criangas menores de 5 anos de idade, resultando em ~

3,2 milhdes de hospitaliza¢des por ano e ~ 120.000 mortes (SHI, T. et al., 2017)

O VSR ¢ um virus envelopado, com RNA fita simples ndo segmentado, com senso
negativo que pertence ao género Pneumovirus e a recém-criada familia Pneumoviridiae. O VSR
foi isolado pela primeira vez em 1956 em um primata e seu genoma ¢é constituido por 10 genes
com aproximadamente 15,222 nucleotideos que codificam 11 proteinas. Destas, trés sao
proteinas nao estruturais (NS1 e NS2 e M2-2), e oito sdo proteinas estruturais: N, P, M, M2-1,
L, F, G, SH (MEJIAS, A. et al, 2020: BORCHERS, A. T. et al, 2013).

Dentre as proteinas estruturais, cabe ressaltar aquelas que sao encontradas no envelope
viral: a glicoproteina G, a glicoproteina F e a proteina hidrofobica pequena (SH). A SH ndo ¢
necessaria para o inicio da infeccdo viral, ja as glicoproteinas F e G, s3o cruciais para a
infectividade e patogénese do virus. A proteina G propicia a ligacdo do virus as células
hospedeiras alvo, as células ciliadas das vias aéreas. A proteina F possibilita a fusdo e a entrada
do virus as membranas celulares do hospedeiro e no final da infecg¢@o faz com que as células
infectadas se fundam, induzindo a producao dos sincicios caracteristicos (BORCHERS, A. T.

et al, 2013; MEJIAS, A. et al, 2020).

O VSR tem dois subgrupos conhecidos, A e B, e pode causar varios quadros clinicos,
desde uma gripe comum a bronquiolite € pneumonia, causadas pela necrose dos bronquios e
bronquiolos (MESQUITA, F. S. et al., 2017). Ambos subgrupos podem ser co-circulantes na
mesma estacdo e como sua sazonalidade € variavel, normalmente ¢ possivel detectar infecgdes
durante todo o ano. Contudo, sabe-se que a maior incidéncia ocorre no inverno (MESQUITA,

F.S.etal, 2017).

1.2. JUSTIFICATIVA
Durante a pandemia da COVID-19 diversos pacientes com sintomas caracteristicos de
infec¢des virais, dentre eles sintomas respiratorios, tiveram amostras de swab coletadas e

testadas por RT-PCR somente para a presenca do SARS-CoV-2. Muitos desses casos resultaram
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como negativos para SARS-CoV-2, levando a indefinicdo do caso. Esta mesma situacdo se

estendeu aos profissionais de saude que apresentaram sindrome gripal.

Outras doengas respiratorias causadas pelo VSR e pelo virus Influenza podem estar
circulando em uma populagdo, porém o foco somente na COVID-19 pode mascarar essa
circulagdo, levando ao risco de transmissdo por nao isolamento dos portadores. Diante disso, a
testagem molecular para VSR e Influenza A/B de forma adicional a testagem para o SARS-
CoV-2, permite a identificacdo desses outros agentes virais durante a pandemia da COVID-19

e possibilita que a¢des no intuito de diminuir sua circulagdo sejam tomadas.
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2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Este trabalho tem como objetivo principal realizar a detec¢do molecular de virus
respiratorios (VSR, Influenza A e Influenza B) empregando o ensaio de RT-PCR em amostras

de profissionais de saude previamente testados para a presenca do SARS-CoV-2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a porcentagem de infec¢des respiratorias (SARS-CoV-2, VSR e
Influenza A e B) na populagdo estudada.
e Identificar a presenca de agentes virais nas amostras de swab nasofaringeo que
testaram negativo para SARS-CoV-2.
e Correlacionar a presenca ou a auséncia de sintomas com o patdgeno viral

identificado nas amostras.
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3 METODOLOGIA
3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo estd inserido no projeto “Vigilancia ambulatorial e custos catastroficos
relacionados 3 COVID19 em area vulneravel”, que foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Fundacdo de Ensino e Pesquisa do DF - CEP/FEPECS, com o CAAE N°
40557020.6.3001.5553™.

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO PREVIO DAS AMOSTRAS
As amostras utilizadas neste trabalho sdo provenientes de profissionais da saude, de
ambos os sexos, com idade entre 23 a 65 anos, que sao lotados na Unidade Basica de Saude n°
1, localizada na Cidade Estrutural. O swab de nasofaringe foi coletado a cada 30 dias, contando

a partir da primeira dose do esquema vacinal contra a COVID-19.

A coleta foi realizada em profissionais com auséncia ¢ presenca de sinais/sintomas
relacionados as infec¢des respiratdrias virais. No caso de presenga, um questionario de
sindrome gripal era respondido para descricdo mais detalhada do quadro sintomatoldgico
apresentado. A amostragem ocorreu entre os meses de marco de 2021 e julho de 2022, pela
equipe devidamente qualificada do Projeto ZARICS, que realiza projetos de vigilancia

epidemioldgica de infecg¢des virais no Distrito Federal.

Com o auxilio de um swab, o material foi coletado da cavidade nasofaringea de cada
participante e em seguida, os swabs foram acondicionados em tubos estéreis contendo meio de
transporte viral e foram conduzidos para o Laboratério de Diagnostico Molecular, localizado
no Hospital Universitario de Brasilia. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo por no

maximo 48 horas, até 0 momento da extragdo do RNA viral.

A extracdo do material genético se deu por meio do extrator e purificador de DNA e
RNA EXTRACTA 32, da fabricante LOCCUS, que ¢ um sistema automatizado que realiza a
extracdo utilizando beads magnéticas. Apos a extragdo, as amostras foram submetidas a
amplificagdo génica por meio de RT-PCR com kit de ensaio de rotina do Laboratdrio de
Diagnéstico Molecular. As aliquotas contendo o material genético viral extraido foram

armazenadas em ultrafreezer com temperatura de — 80°C para sua devida preservacao.

3.3 DETECCAO DOS VIRUS INFLUENZA A/B, SARS-CoV-2 E VSR
Durante os quatro periodos de coletas, foram coletadas 351 amostras para somente a
deteccao molecular do SARS-CoV-2, sendo que a primeira amostra foi coletada no més de

margo de 2021 e a ultima em setembro de 2022. Para o presente estudo, foi adotado como
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critério de exclusdo a auséncia da data do primeiro processamento nos tubos das amostras
criopreservadas. Ao final da sele¢do, 309 amostras foram incluidas para serem reprocessadas
para deteccdo dos virus influenza A/B, SARS-CoV-2 e VSR por meio do ensaio PCR multiplex

em tempo real.

Foi utilizado o kit SARS-Cov-2/FluA/Flub/RSV Allplex™ (Seegene Brazil) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Em suma, este kit habilita a amplificacao e diferenciagao
simultanea dos acidos nucleicos alvos do gene S, gene RARP e gene N, que constituem o
genoma do SARS-CoV-2, bem como os virus Influenza A, Influenza B ¢ VSR. A tabela 1
apresenta os fluor6foros utilizados na reacdo de RT-PCR para deteccdo de cada um dos virus

investigados.

Tabela 1 - Fluoréforos utilizados no kit SARS-Cov-2/FIuA/FIub/RSV Allplex™

Fluoréforo Alvos

FAM Gene S/VSR

HEX Gene RdRP/ Flu B
Cal Red 610 Gene N/Flu A
Quasar 670 IC Endogeno/ IC Exogeno

3.3.1 Preparo do Mastermix de RT-PCR
Para a mistura da reagdo, foi previamente calculada a quantidade total de cada reagente
para uma placa branca de 96 pocgos, considerando 94 pocos para as amostras e 0s outros 2 pogos

para o controle positivo e negativo do kit.

A Tabela 2 descreve o conteudo de cada reagente presente no kit, assim como os
respectivos volumes utilizados para se obter o volume final de 1575 pl de Mastermix. Apos a
preparagdo, a mistura foi submetida a agitacdo por vortex e centrifugacdo. Posteriormente,
foram aliquotados 15 uLL. do Mastermix na placa e logo em seguida, foram adicionados 5 uL da

amostra de RNA ja descongelada.

Para o controle negativo, foram utilizados 10 pL de RNase-free Water ao invés do acido
nucléico da amostra. Para o controle positivo, foram utilizados 10 pL de SC2FabR, este
reagente ¢ uma mistura de patdogeno e clones do controle interno (IC). O IC Endodgeno ¢
utilizado para verificar se as amostras foram coletadas adequadamente, enquanto o IC Exdgeno

monitora o processo de extragao do acido nucléico e verifica alguma possivel inibi¢do da PCR.
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Tabela 2 - Reagentes utilizados no preparo do Mastermix

Volume para cada

Volume total no

Reagentes Descricao
reacao Mastermix
Oligo Mix:
Reagente de
SC2FabR MOM 5uL 525 uL
detecgao e
amplificacao
RTase
Polimerase DNA
EMS Uracil-DNA 5uL 525 uL
glicosilase
Tampao com dNTPs
RNase-free Water  Agua ultrapura, grau
4 uL 420 uLL
de PCR
RP-VIC 2 IC Exo6geno 1 pL 105 uL
Volume Final - 15 uL 1575 uLL

3.3.2 Amplificacio do material genético

Para realizacao da RT-PCR em tempo real, foi utilizado o Sistema de Detec¢do por PCR

em Tempo Real CFX96™ (Bio-Rad Laboratories) seguindo as condi¢des descritas na Tabela 3.

A fluorescéncia ¢ detectada a 60°C e 72°C.

Tabela 3 - Protocolo de ciclagem utilizado na RT-PCR

Numero de ciclos Temperatura Duracéo
50°C 20 minutos
! 95°C 15 minutos
95°C 10 segundos
2 60° C 40 segundos
72°C 20 segundos
95°C 10 segundos
42 60° C 15 segundos
72°C 10 segundos
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3.3.3  Visualizacido da amplificacio e analise de resultados
Apo6s a amplificagdo, a andlise de resultados foi realizada no software Seegene Viewer.
A presenca de sequéncias de genes especificos ¢ indicada pela intensidade de fluorescéncia a
cada novo ciclo da reacao e, ao final do ensaio, ¢ estabelecido o limiar de detec¢ao denominado

threshold.

A medida que as curvas de amplifica¢do ultrapassam o limiar, sio gerados valores de Ct
que indicam a quantidade de ciclos necessarios para que o alvo atinja o limiar de deteccgdo
durante a amplifica¢do. Portanto, quanto maior a quantidade de material genético presente na

amostra, menor ¢ o numero de ciclos necessarios para a deteccdo de fluorescéncia.

Conforme descrito pelo fabricante, para verificagcao dos resultados, os valores de Ct que
sdo obtidos nas curvas de amplificagdo devem ser < 40 para os alvos detectados e > 40 para

alvos ndo detectados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
Para este estudo foi possivel testar, mediante o ensaio de PCR multiplex em tempo real,
309 amostras que estavam criopreservadas. Conforme visualizado na Tabela 4, o SARS-CoV-2
foi identificado em 45 amostras (14,6%), o VSR em 7 (2,3%), 6 amostras (1,9%) obtiveram o
resultado positivo para o virus Influenza A e nenhuma amostra foi identificada com o virus

Influenza B.

Tabela 4 - Resultados da deteccao viral pelo ensaio de RT-PCR nas amostras

Deteccao dos Patogenos Frequéncia Percentual (%)
Nao detectado 250 80,9
SARS-CoV-2 45 14,6
RSV 7 2,3
Influenza A 6 1,9
SARS-CoV-2 + VSR 1 0,3
Influenza B 0 0
Total 309 100,0

O uso do ensaio de RT-PCR multiplex para detec¢do de virus respiratdrios ndo emergiu
somente com a pandemia da COVID-19. Um exemplo disso, ¢ o aumento significativo dessa
metodologia entre os anos de 2011 e 2019 para deteccao do metapneumonvirus humano, uma
das maiores causas de infec¢des agudas no trato respiratorio e cujo cultivo € excepcionalmente
fastidioso (JEONG, S. et al., 2020). Além disso, para os virus avaliados neste trabalho, uma
revisdo sistematica publicada em 2021, concluiu que os ensaios multiplex demonstraram alta
acuracia diagnostica para os virus Influenza A, Influenza B e VSR quando comparados aos
ensaios convencionais como os testes rapidos de antigenos e o cultivo celular (HUANG, H. S.

et al., 2018)

Muitos estudos apresentam a pesquisa simultanea desses virus diante da similaridade
que eles apresentam, ja que os virus discutidos neste trabalho compartilham do mesmo tipo de
material genético, o RNA, e também possuem periodos curtos de incubacdo e rapida replicacao
viral. Além disso, os virus Influenza, SARS-CoV-2 e VSR atingem principalmente os tecidos
mucoides do hospedeiro sem causar viremia, 0 que gera uma resposta imune tardia, bem depois
do pico de replicagdo e transmissdo para outros individuos, e que em boa parte das infecgoes,

o0s sinais e sintomas sdo quase indiferenciaveis (MORENS, D. M. et al., 2023).
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A titulo de exemplo, em um artigo publicado em 2021, o ensaio multiplex foi
empregado para testagem de 205 amostras de swab nasal de pacientes internados com suspeita
de COVID-19. Semelhante ao resultado obtido no presente estudo, dentre as amostras testadas,
55 (26,8%) foram positivas para SARS-CoV-2 e nas outras 150 amostras, 19 (12,7%) foram
positivas para o Influenza A, 5 (3,3%) apresentaram o Influenza B e em 2 amostras (1,3%) o

VSR foi identificado (CHUNG, H. Y. et al., 2021).

Quanto aos meses de coleta das amostras, nota-se na Figura 1, que a maior frequéncia
de infeccdes detectadas para o SARS-CoV-2 e o virus Influenza A, foi entre o més de janeiro e
fevereiro de 2022. Neste periodo, foi possivel identificar 17 infec¢des causadas pelo SARS-
CoV-2, 5 casos de Influenza A e somente 1 infecgdo ocasionada pelo VSR. E importante
ressaltar, que para o SARS-CoV-2 o periodo citado corresponde a terceira onda da COVID-19
no Brasil, com predominéncia da variante Omicron, cujo inicio se deu entre os tltimos meses
de 2021 e o pico ocorreu na 6* Semana Epidemiologica de 2022, independente da cobertura

vacinal que ja estava sendo realizada (MOURA, E. C. et al., 2022).

Em relagdo ao Influenza A, o resultado apresentado na Figura 1 também correspondeu
com os resultados apresentados no Boletim Epidemiologico n® 1 de 2022 do DF. Ainda que a
circulagdo deste virus estivesse limitada perante a predominancia do SARS-CoV-2, foi possivel
detectar novamente casos de Influenza entre os tltimos meses de 2021, resultando assim em
um percentual de 23,7% dos casos detectaveis até a 10* Semana Epidemiologica de 2022 no

Distrito Federal (BRASIL, 2022).

De maneira geral, hd uma certa dificuldade de estabelecer uma sazonalidade para o
Influenza no Brasil, j& que o pais possui dimensdes continentais que abrange seis subtipos
climaticos. Nas regides do sul, onde o clima ¢ subtropical, pode-se afirmar que exista uma maior
atividade deste virus nos meses do inverno, entre junho e setembro. Contudo, no caso do DF,
regido do Centro-Oeste predominantemente tropical, as semanas de pico de incidéncia do
Influenza nos ultimos anos foram proximas do inicio do verdo (ALMEIDA, A. et al., 2018),
diferentemente do que foi encontrado neste trabalho, cujo o maior numero de casos foi

detectado no final do verao.

Acerca do Virus Sincicial Respiratério, no periodo supracitado, sua presenca foi
identificada em cerca de 1,0% das 97 amostras detectaveis no Distrito Federal até a 10* SE de
2022 (BRASIL, 2022), ou seja, ¢ possivel inferir que ha uma baixa circulagdo do virus neste

periodo no DF. Este resultado ¢ congruente com o que ¢ estabelecido acerca da sua
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sazonalidade, ja que o VSR possui seus picos de circulagao na regido Centro-Oeste do Brasil
entre os meses de marco e julho (BRASIL, 2015) e este achado também pode ser visualizado
na figura abaixo, pois a maior deteccdo de casos deste virus no presente estudo (n=5), foi no

meés de margo de 2021.

Figura 1 - Distribuicdo mensal do nimeros de casos de infec¢des virais no periodo do estudo
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2023.

Neste trabalho também foi possivel a obtencdo de 1 amostra que apresentou uma
infeccdo concomitante do SARS-CoV-2 e do VSR. Esta coinfec¢do apesar de ndo ser bem
elucidada e possuir lacunas na literatura disponivel (CONG, B. et al., 2022), j4 foi citada em
estudos com populagdes infantis, correspondendo coinfecgdes com COVID-19 moderada
(ZANG C. et al.,2020), coinfecgdes com admissdes em hospitais (LI, Y. et al., 2021) e
hospitalizagdes por sindrome respiratoria aguda em bebés menores de 24 meses (ALVARES, P.
A., 2021). Entretanto, em nenhum desses estudos mencionados, foi possivel associar que essa
coinfec¢do aumentava a chance de necessitar de suplementagdo de oxigénio ou fazer uso da
ventilagdo mecénica e também ndo houve um aumento na chance de ser admitido em unidades

de terapia intensiva ou ter a morte como um desfecho (CONG B. et al, 2022).

No que se refere as diferengas biologicas, as amostras provenientes das mulheres
constituiram a maioria das testagens (n=246), sendo que em 36 dessas amostras (14,6%)
identificou-se 0 SARS- CoV-2, 6 (2,4%) detectaram o VSR e 5 (2,0 %) apresentaram o
Influenza A. Em rela¢do as 12 amostras positivas dos homens participantes, o SARS- CoV-2
foi identificado em 9 amostras (14,3 %), o VSR se apresentou em 1 amostra (1,6%) e o
Influenza A foi detectado em somente 1 amostra (1,6%), conforme visualizado nas Tabela 5. A
amostra que apresentou a coinfeccdo do SARS- CoV-2 e do VSR era proveniente de um

participante do sexo masculino.
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Tabela 5 - Frequéncia da detec¢do viral entre os profissionais da saude do sexo
masculino e feminino

Deteccio viral

Nio detectado Detectado
Sexo SARS- VSR Influenza SARS- Total
CoV-2 A CoV-2 +

VSR

Feminino 199 36 6 5 0 246
80,9% 14,6% 2,4% 2,0% 0,0%

Masculino 51 9 | 1 1 63
80,9% 14,3% 1,6% 1,6% 1,6%

Total 250 45 7 6 1 309

Diante dos nimeros apresentados, o grupos das mulheres foi o mais acometido pelas
infegdes virais aqui estudadas ja que foi o grupo no qual a maioria das testagens foram
realizadas. Apesar disso, ndo se pode afirmar que o sexo feminino ¢ o mais susceptivel as
infec¢des virais pois em niveis percentuais, conforme observado na Tabela 5, dentre as
mulheres, 199 amostras (80,9%) apresentaram um resultado negativo para qualquer infec¢ao
viral e em relacdo aos homens, 51 amostras (80,9%) também obtiveram resultado negativo,

salientando que ndo houve diferenca significativa em detrimento aos sexos.

Também foram observados no estudo que a média de idade dos participantes era de 43
anos e no que diz respeito a categoria ocupacional, os profissionais que obtiveram o maior
numero de resultados positivos para infec¢des virais, foram os agentes comunitarios de satde
(n=13), seguido dos enfermeiros (n=11) e dos técnicos de enfermagem (n=10), conforme
observado na Figura 2. Diante do contato direto e diario com diversos pacientes, tanto em
unidades bésicas de saude como também nos niveis de atencdo de média e alta complexidade,
¢ esperado que esses profissionais estejam dentre os mais vulneraveis frente as viroses, como

as estudadas neste trabalho.
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Figura 2 - Deteccdo viral em relagdo a categoria ocupacional
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2023.

No que se refere aos enfermeiros e técnicos de enfermagem, tais categorias também
apresentaram alta frequéncia de infeccao por SARS-CoV-2 em estudos semelhantes realizados

aqui no Brasil (ALBUQUERQUE, M. F. P. M. et al., 2022; FAICO-FILHO, K. S. et al., 2020).

De igual modo, estes resultados ndo poderiam ser diferentes para os agentes
comunitarios de satude, j4 que esses individuos estdo mais proximos da populagdo, atuando
como articuladores no processo de educagdo em saude e também identificando casos e

monitorando suspeitos NOBREGA, W. F. S. et al., 2022).

O total de 75 amostras (24,3%) foram obtidas de profissionais que responderam ao
questionario de sindrome gripal, ou seja, no dia da coleta havia a suspeita de COVID-19 por
parte da populacao estudada. Para cada amostra coletada, o entrevistado podia relatar a presenca
de 33 diferentes tipos de sintomas listados e ainda descrever outros sintomas que nao estavam
contemplados no questiondrio. Dentre os 33 tipos de sintomas listados que foram referidos, os
mais prevalentes durante os quatro periodos de coleta foram coriza (20,7%), cefaleia (15,8%),

tosse (14,0%) e dor de garganta (13,7%).

Ainda em relacdo as amostras testadas da populagdo que se apresentou sintomatica
(n=75), amédia de dias de sintomas era de 4,12 dias e em 61 amostras (81,3%) ndo foi possivel
identificar nenhum patodgeno viral avaliado neste trabalho. O agente causador da COVID-19, o
SARS-CoV-2, foi detectado em 9 amostras (12,0%) e o Virus Sincicial Respiratorio foi

encontrado em 5 amostras (6,7%). Os sintomas mais prevalentes nesse estudo estiveram
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presentes pelo menos 1 vez nas amostras dos profissionais sintomaticos que testaram positivo
para COVID-19 (n=9) e pelo menos 2 vezes nas amostras dos participantes que detectaram a

infecc¢do pelo VSR (n=5).

Adicionalmente, ndo foi possivel fazer uma distingdo nitida entre os sintomas relatados
pelos profissionais sintomaticos cujas amostras testaram positivos para o SARS-CoV-2 entre
aquelas amostras provenientes de individuos sintomadticos infectados pelo VSR. Os unicos
sintomas referidos que talvez possam ter predito uma infec¢do por SARS-CoV-2, foi o relato
da presenca de anosmia e ageusia em uma amostra. Em relagdo a estes sintomas, um estudo que
definiu critérios para testagem de profissionais da saude, mostrou que apresentar
ageusia/anosmia implica em 3,33 mais chances de predizer um resultado positivo para COVID-
19 (CLEMENCY, B. M. et al., 2020). Entretanto, ndo foi possivel estabelecer com certeza essa
associagdo, ja que este estudo ndo apresentou uma populacao tao representativa de sintomaticos

que estavam infectados com agente virais.

Tabela 6 - Frequéncia da virus respiratorios em relagao a presenga e auséncia de sintomas

Deteccao viral

Nao Detectado
detectado
Sintomas SARS-CoV-2 VSR Influenza  SARS- Total
A CoV-2 +

VSR

Sim 61 9 5 0 0 75
81,3% 12,0% 6,7% 0,0% 0,0%

Nao 189 36 2 6 1 234
80,8 15,4% 0,8% 2,6% 0,4%

Total 250 45 7 6 1 309

Conforme apresentado na Tabela 6, dentre as amostras testadas de individuos que ndo
apresentavam quadro sintomatologico nos dias de coleta (n=234), 189 (80,8%) foram negativas
para patogenos virais. Nas demais, o SARS-CoV-2 foi detectado em 36 amostras (15,4%), o

virus Influenza A foi encontrado em 6 amostras (2,6%) e em relagdo ao VSR, sua presenca foi
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detectada em 2 amostras (0,8%). Além desses achados, nesse grupo assintomatico, foi possivel
visualizar também a coinfec¢do do VSR e do SARS-CoV-2 apos a realizagdo do ensaio de RT-

PCR.

Os resultados descritos acima apontam que a presenca ou auséncia de sintomas nao
define com certeza a detecgdo de uma infecgdo por um virus. Conforme observado, para
espécimes virais deste estudo, hd a possibilidade da infecdo ser pré-sintomatica ou
assintomatica, at¢ mesmo para o VSR, no qual esta situagao ¢ rara e na maioria dos casos, os
infectados desenvolvem sintomas como coriza, dor de garganta e congestdo nasal entre 3 ¢ 5

dias apos a infeccao (NAM, H. H., ISON, M. G., 2019).

Para os profissionais da saude, esse cendrio mostra a necessidade de estabelecer medidas
para manuten¢do da seguranga dos ambientes de cuidado a saude, visto que estes trabalhadores
ndo estdo apenas em um nivel mais alto de risco ocupacional, mas eles também sdo uma fonte
significativa de transmissdo viral para seus colegas, familiares e pacientes (YOUSSEF, D. et
al., 2022). Uma estratégia muito utilizada ¢ a triagem de individuos sintomaticos antes do inicio
do turno de trabalho, entretanto, para rastrear casos assintomaticos, conforme foi observado
neste trabalho, tal medida pode ser ineficiente (HAIGH, K. Z. & GANDHI, M., 2021). Do
mesmo modo, o uso de EPIs também ¢ primordial, no caso do VSR, dados na literatura ja
exibiram que a taxa de adoecimento pelo virus em profissionais de saude ap6s o manejo de
pacientes, pode diminuir significativamente com o uso de mascaras e 6culos (CHERRY J. D.,

2020).

Adicionalmente, ndo se pode deixar de mencionar a adesdo das vacinas por parte dessa
categoria profissional. Embora seja fundamental, a cobertura vacinal entre profissionais da
saude ainda ¢ baixa em muitos paises (BIANCHI, F. P. et al., 2020) e se tratando da prevengao
contra a gripe e a COVID-19, hé vacinas disponiveis para ambas infec¢des. Além disso, existem
evidéncias de que a aplicagdo da vacina contra o Influenza nestes profissionais durante a
pandemia, foi capaz de prevenir e controlar a gripe e reduzir a pressdo da COVID-19 sobre os

sistemas de saude (SHI, X. et al., 2022).

Em relagdo ao VSR, recentemente o 6rgdo regulador sanitario dos Estados Unidos, o
Food and Drug Administration (FDA), aprovou duas vacinas contra este virus que
demonstraram resultados promissores para a populacdo idosa e mulheres gestantes (SONI, A.
et al., 2023). Entretanto, a Unica alternativa profilatica disponivel no Brasil, é o anticorpo

monoclonal Palivizumabe, que ¢ distribuido pelo SUS somente para bebés de até¢ 24 meses, que
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possuem condicdes especificas como a displasia broncopulmonar ou a cardiopatia congénita e
dessa forma, apresentam mais chances de serem acometidas pela bronquiolite aguda causada

pelo VSR (BRASIL, 2015).
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5 CONSIDERACOES FINAIS
Este trabalho contribuiu para o entendimento da circulag@o de virus respiratorios durante
o periodo de margo de 2021 a setembro de 2022, abrangido pela pandemia da COVID-19.
Apesar do SARS-CoV-2 ter sido a causa dessa recente emergéncia global e ter influenciado
diretamente na circulag@o de outros patogenos virais, ¢ interdito negligenciar a presenca desses

agentes infecciosos no ambiente de cuidado a saude.

Os achados obtidos aqui mostraram que apesar do predominio das amostras detectadas
com o0 SARS-CoV-2, outros virus foram identificados em amostras negativas dentre os
profissionais de satde testados. O virus sincicial respiratorio foi o mais incidente nessas
amostras, sendo que a maioria das detec¢des ocorreu dentro do seu periodo de sazonalidade e
em profissionais do sexo feminino que apresentaram sintomas nos dias de coleta. Além disso,
o VSR foi o responsavel pela tnica coinfec¢do identificada durante o processamento das

amostras.

No presente estudo foi possivel elucidar a presenga desses virus em profissionais da
saude, diferenciando-se da maioria dos trabalhos, que empregam o ensaio de RT-PCR multiplex
e a pesquisa simultanea dos virus avaliados, em pacientes internados ou atendidos por
emergéncias. Diante disso, ressalta-se a importancia de testar essa populag@o e mitigar os riscos
de contaminacdo em todos os niveis de saude, inclusive na aten¢do primaria, que foi o objeto
de avaliagdo deste trabalho e que abrange as agdes do agente comunitario de satude, que foi a

ocupacdo mais atingida nesta monografia.

Embora os resultados descritos sejam consideraveis para a finalidade proposta, pode-se
citar como limitag¢des deste estudo, a desisténcia dos participantes o que ocasionou no nimero
limitado de amostras e na descri¢cao limitada referente aos sinais e sintomas referidos no dia da
coleta e além disso, ndo houve seguimento dos pacientes para verificar o desfecho diante da
infec¢do detectada. Neste sentido, pesquisas futuras devem ser realizadas, a fim de se obter

mais achados significativos para a literatura.
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