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RESUMO

As infecgdes respiratorias representam carga significativa na morbimortalidade em paises de
baixa e média renda, especialmente em criangas. Dessa forma, analisar a prevaléncia e as
caracteristicas clinicas associadas aos patdgenos respiratorios serve como base para tomada de
decisdes de saude publica. Assim, esta tese investigou, em trés estudos transversais, a
prevaléncia de patdgenos respiratorios e variantes de preocupacdo do SARS-CoV-2 e sua
relagdo com manifestagdes clinicas em infecgdo respiratéria aguda grave (SARI) e Doenca do
Coronavirus 2019 (COVID-19), respectivamente, em sete municipios do sertdo pernambucano,
Nordeste do Brasil. Nos trés estudos, o material genético foi obtido a partir de amostras de swab
nasofaringeo utilizando extrator automatizado. Em seguida, a deteccdo de 22 patdgenos
respiratorios foi realizada por meio de RT-PCR em tempo real utilizando sondas de hidrolise.
Os dados clinicos e sociodemograficos foram obtidos a partir da Ficha de Notificagdo de
Sindrome Gripal e da Ficha de Investigagao de Sindrome Respiratoria Aguda Grave do Sistema
de Informagdo de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe). As andlises estatisticas
foram realizadas em sofiwares, como R, IBM SPSS Statistics e JASP. No primeiro estudo, entre
2022 e 2023, em 326 casos pediatricos e adultos de SARI, verificou-se maior frequéncia de
Outros Patogenos Respiratorios (ORP) (80,37%), subdivididos em detecg@o tnica por amostra
(39,88%) e codeteccdo de pelo menos dois patdogenos por amostra (40,49%), em comparacao
com SARS-CoV-2 (9,50%). No grupo ORP, rinovirus (RV) (25,11%) e virus sincicial
respiratorio A e B (RSV) (19,91%) foram os agentes mais prevalentes, sobretudo em criangas,
e a andlise de regressdo logistica miltipla mostrou que a febre se associou a maior chance de
codetec¢ao (OR = 2,054; IC 95% = 1,048 - 4,026; p = 0,036), enquanto o vOmito esteve
associado a menor chance de codetec¢ao (OR =0,323; IC 95% = 0,141 - 0,741; p = 0,008). No
segundo estudo, foram analisadas 316 amostras de sujeitos com COVID-19 (157 Delta e 159
Omicron), entre agosto de 2021 e margo de 2022. Identificou-se alta prevaléncia de coriza,
perda do olfato e paladar, cefaleia e mialgia nos casos da Delta (p < 0,05), sem diferenca
significativa na carga viral entre as variantes. A Omicron exibiu associagdo com a forma
assintomatica da doenca (p = 0,003). O terceiro estudo analisou um surto de SARI em criancgas
de até cinco anos de idade, entre as semanas epidemiologicas 11 e 21 de 2024. RSV (32,21%)
e bocavirus humano (HBoV, 23,43%) foram identificados como os principais agentes. Em
conjunto, os resultados evidenciam que a carga de SARI no sertdo pernambucano ¢ fortemente
determinada por virus respiratorios de relevancia global, em um cenario de codetecgdes e sinais
clinicos heterogéneos, e que a emergéncia de variantes do SARS-CoV-2, como a Omicron,
altera o perfil clinico da COVID-19 sem impacto significativo na carga viral. Os achados
destacam a necessidade de vigilancia epidemiolédgica e laboratorial continua e de estratégias de
manejo e controle direcionadas a patdgenos respiratdrios € grupos etarios especificos. Além
disso, os resultados contribuirem para melhorias no diagnéstico e prognostico das infecgdes
respiratorias € servem como base para tomada de decisdes de satide publica, como auxilio a
organizagdo da rede assistencial, ajuste de medidas de tratamento e controle, bem como a
atualizacdo de vacinas, especialmente nas populagdes mais suscetiveis.

Palavras-chave: infec¢des respiratorias; sindrome respiratéria aguda grave; coronavirus
relacionado a sindrome respiratéria aguda grave; rhinovirus; virus sincicial respiratério
humano.



ABSTRACT

Respiratory infections account for a significant burden of morbidity and mortality in low- and
middle-income countries, particularly among children. Therefore, analyzing the prevalence and
clinical characteristics associated with respiratory pathogens provides a basis for public health
decision-making. Thus, this thesis investigated, in three cross-sectional studies, the prevalence
of respiratory pathogens and variants of concern of SARS-CoV-2 and their relationship with
clinical manifestations in severe acute respiratory infection (SARI) and Coronavirus Disease
2019 (COVID-19), respectively, in seven municipalities in the hinterland of Pernambuco,
Northeast Brazil. In the three studies, genetic material was obtained from nasopharyngeal swab
samples using an automated extractor. Subsequently, 22 respiratory pathogens were detected
by real-time RT-PCR using hydrolysis probes. Clinical and sociodemographic data were
obtained from the Influenza Syndrome Notification Form and the Severe Acute Respiratory
Syndrome Investigation Form of the Influenza Epidemiological Surveillance Information
System (SIVEP-Gripe). Statistical analyses were performed using software such as IBM SPSS
Statistics and JASP. In the first study, between 2022 and 2023, in 326 pediatric and adult cases
of SARI, a higher frequency of Other Respiratory Pathogens (ORP) (80.37%), subdivided into
single detection per sample (39.88%) and co-detection of at least two pathogens per sample
(40.49%), compared to SARS-CoV-2 (9.50%). In the ORP group, rhinovirus (RV) (25.11%)
and respiratory syncytial virus A and B (RSV) (19.91%) were the most prevalent agents,
especially in children, and multiple logistic regression analysis showed that fever was
associated with a higher chance of co-detection (OR = 2.054; IC 95% = 1.048 - 4.026; p =
0.036), while vomiting was associated with a lower chance of co-detection (OR = 0.323; IC
95% = 0,141 —0.741; p = 0.008). In the second study, 316 samples from subjects with COVID-
19 (157 Delta and 159 Omicron) were analyzed between August 2021 and March 2022. A high
prevalence of runny nose, loss of smell and taste, headache, and myalgia was identified in Delta
cases (p < 0.05), with no significant difference in viral load between the variants. Omicron
showed an association with the asymptomatic form of the disease (p = 0.003). The third study
analyzed an outbreak of SARI in children up to five years of age between epidemiological
weeks 11 and 21 0f2024. RSV (32.21%) and human bocavirus (HBoV, 23.43%) were identified
as the main agents. Together, the results show that the burden of SARI in the Pernambuco
hinterland is strongly determined by respiratory viruses of global relevance, in a scenario of co-
detections and heterogeneous clinical signs, and that the emergence of SARS-CoV-2 variants,
such as Omicron, alters the clinical profile of COVID-19 without a significant impact on viral
load. The findings highlight the need for continuous epidemiological and laboratory
surveillance and management and control strategies targeting specific respiratory pathogens
and age groups. In addition, the results contribute to improvements in the diagnosis and
prognosis of respiratory infections and serve as a basis for public health decision-making, such
as assisting in the organization of the healthcare network, adjusting treatment and control
measures, and updating vaccines, especially in the most susceptible populations.

Key words: respiratory tract infections; severe acute respiratory syndrome; severe acute
respiratory syndrome-related coronavirus; rhinovirus; respiratory syncytial virus, human.
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1. INTRODUCAO

As infecg0es respiratorias estdo entre as principais causas de morbimortalidade em criangas,
especialmente em paises emergentes. Virus e bactérias sdo os patdgenos mais frequentemente
associados a essas infecgdes, tais como virus sincicial respiratério, rinovirus, influenza,
coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) e Mycoplasma pneumoniae.
Ha uma extensa diversidade de prevaléncia e espectro desses e de outros patdogenos respiratorios
entre as populagdes, paises e estacoes do ano (FALSEY et al., 2014; MADEWELL et al., 2023;
MARTIN et al., 2013; VOS et al., 2020).

As principais manifestacdes clinicas das infec¢des respiratorias sdo variaveis. Os quadros
leves geralmente envolvem febre, cefaleia, tosse e coriza. J4 os casos graves podem apresentar
bronquiolite, pneumonia e evoluir para infec¢do respiratoria aguda grave (SARI), por apresentar
saturacdo de oxigénio inferior a 95%, dispneia e/ou desconforto respiratorio, segundo critérios do
Ministério da Saide do Brasil (BRASIL, 2021). Bebés, criangas, idosos, pessoas com
comorbidades e imunocomprometidos estao entre os grupos com maior suscetibilidade a SARI e

maior risco de 6bito (TROEGER et al., 2019; VOS et al., 2020).

Em 2020, os esforcos das autoridades de saude se voltaram a pandemia de COVID-19,
principalmente no &mbito das campanhas de vacinagdo e medidas de controle social, para combater
a disseminagdo do SARS-CoV-2. Ao longo do tempo, novas variantes surgiram, entre as quais
podem ser citadas as variantes de preocupacdo, capazes de evadir as defesas do sistema
imunolédgico e proporcionar implicagdes clinicas e epidemiologicas. Esse cenario ressaltou a
importancia da elucidacdo da associacdo entre a ocorréncia de variantes de preocupaciao e
manifestacdes clinicas, a fim de proporcionar melhores tratamentos e prognosticos da COVID-19

(BAZARGAN; ELAHI; ESMAEILZADEH, 2022; ROY et al., 2021a).

Acrescenta-se que a implementacdo de interven¢des ndo farmacéuticas, como o uso de
mascara, distanciamento social, lockdowns, para o controle da pandemia modificou os padroes
sazonais de patogenos respiratorios pré-existentes (ARMERO et al., 2024). Com o surgimento do
SARS-CoV-2, tornou-se ainda mais importante a compreensao das interagcdes entre os patdogenos
respiratorios, especialmente em termos de coinfeccdo no hospedeiro e de suas associacdes com
manifestagdes clinicas. Vale destacar que a coinfec¢do de patdgenos circulantes em uma

determinada area pode aumentar a gravidade das infecgdes respiratorias, em razao de sinergismo
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ou sobreposi¢do da patogenicidade (LONG et al., 2024).

Diante disso, estudos de deteccdo e monitoramento desses patogenos se tornam cada vez
mais essenciais, por exemplo, para ado¢ao de medidas de controle especificas e prevencao de
possiveis surtos (ABUSHAHIN et al., 2024; FOLEY et al., 2024; GASHGAREY et al., 2024;
HAO; CHENG; LU, 2023). Assim, o objetivo desta tese foi verificar a prevaléncia de patdgenos
respiratorios e sua associagdo com caracteristicas clinicas em sujeitos pediatricos e adultos com
SARI e COVID-19. Como hipoétese, considera-se que existe associagdo entre a identificacdo de
patogenos respiratdrios e a presenga de manifestacdes clinicas, caracterizando perfis clinicos

distintos entre pacientes com detecc¢do Unica e codetecgdo de patdgenos respiratorios.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Patégenos respiratorios

2.1.1 Aspectos gerais

Virus e bactérias sdo os principais agentes etioldgicos de infecgdes respiratorias agudas em
criangas e adultos, e representam a maior causa de morbidade e mortalidade infantil (TROEGER
et al., 2017). A disseminagdo desses patdgenos ocorre geralmente por via aérea, transportados por
aerossois (ANDRUP et al., 2024). Os virus respiratorios podem apresentar acido ribonucleico
(RNA) ou acido desoxirribonucleico (DNA) como seu material genético. Entre os virus de RNA
estdo virus influenza A (FLUAV) e B (FLUBYV), virus parainfluenza humano 1 a 4 (HPIV1-4),
metapneumovirus humano A e B (HMPV), enterovirus (EV), rinovirus (RV), virus sincicial
respiratorio humano A e B (RSV) e os coronavirus. Enquanto os principais virus de DNA sdo
adenovirus humano (HAdV) e bocavirus humano (HBoV) (LI et al., 2021; WALKER et al.,
2022b).

Os principais métodos de diagnostico das infec¢des respiratorias agudas sdo laboratoriais e
por imagem. As metodologias laboratoriais, como a reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (RT-qPCR), permitem a discriminac¢do de patdgenos em estagios iniciais de infec¢do, o que
pode reduzir prescri¢oes inadequadas e a resisténcia a antimicrobianos. O diagndstico por imagem
geralmente ocorre apos a confirmagdo laboratorial, como uma estratégia de monitoramento da
progressdao e manejo adequado dessas doencas (LI et al., 2023; LONG et al., 2024; NARDI et al.,
2023).

Entre os sintomas mais frequentes nos quadros de infecgdo respiratoria aguda estdo tosse,
astenia, febre, congestdo nasal, dispneia e outros. Além disso, registra-se a ocorréncia de sintomas
gastrointestinais leves e até traqueobronquite € pneumonia em casos mais graves (LONG et al.,
2024; POTT et al., 2024). Diante disso, compreender a associagdo entre a ocorréncia de patogenos
respiratorios e caracteristicas clinicas ¢ essencial para a vigilancia epidemiologica e o auxilio no
progndstico clinico das infec¢des respiratorias. Dessa forma, aqui serdo destacadas as principais
familias virais envolvidas nessas infec¢des: Pneumoviridae, representada por RSV e HMPV;

Picornaviridae, que abrange os enterovirus, como o RV, e o parechovirus humano (HPeV);
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Orthomyxoviridae, que compreende os virus influenza; Paramyxoviridae, representada pelos virus
parainfluenza; Parvoviridae, destacada por meio do HBoV; e Adenoviridae, que consiste na

familia do HAdV (WALKER et al., 2022b).

2.1.2 Pneumoviridae

Os membros da familia Pneumoviridae apresentam virion filamentoso ou esférico, envelope
e genoma nao segmentado composto por RNA de fita negativa. Eles sao classificados em dois
géneros: Orthopneumovirus, que infectam mamiferos, e Metapneumovirus, que compreendem
virus infectantes de aves e mamiferos. Aos géneros Orthopneumovirus ¢ Metapneumovirus
pertencem o virus sincicial respiratorio (RSV) e o metapneumovirus humano (HMPV),

respectivamente, os quais causam doenca exclusivamente em humanos (RIMA et al., 2017).

O RSV esta entre os principais virus causadores de infecgdes respiratorias agudas (ARI) e
graves (SARI) tanto em criangas quanto adultos (LI et al., 2021; SEO et al., 2014; WALKER et
al., 2022a), representando papel fundamental na morbidade e mortalidade infantil por doencas
infecciosas no mundo, especialmente em paises de baixa e média renda (TROEGER et al., 2017;
VOS et al., 2020). Nesse contexto, um trabalho realizado em uma populacao australiana adulta
mostrou que as intervengdes ndo farmacéuticas executadas durante a pandemia da Doenca do
Coronavirus 2019 (COVID-19) impactaram significativamente a sazonalidade do RSV (FOLEY
et al., 2024). Apesar disso, no Brasil, tem sido reportada alta prevaléncia de RSV em casos de
SARI e sindrome do desconforto respiratério agudo (ARDS) em criancas e adultos hospitalizados,
inclusive durante a pandemia (EISEN et al., 2021). Acrescenta-se que outro estudo brasileiro
mostrou que o RSV estava entre os virus respiratorios mais frequentes em profissionais de saude
infectados entre julho de 2020 e janeiro de 2022 (BARBOSA et al., 2024). J4 em 2023, um estudo
com criancas e adultos na Eslovénia reportou aumento no nimero de casos de RSV, FLUAV e

FLUBV em 2023 (LUSTREK et al., 2024).

O virus sincicial respiratorio recebe essa nomenclatura por ocasionar a formagao de um
sincicio, que ocorre quando varias células se unem em uma tUnica célula mantendo seus respectivos
nucleos, nos locais de infecgdo, seja no trato respiratério superior ou inferior. A deteccao de RSV
esta relacionada a um amplo espectro de sinais clinicos em diferentes populacdes humanas.
Geralmente, a infec¢do por RSV ¢é autolimitante, caracterizada por quadros leves de até duas
semanas, porém criangas com até dois anos de idade exibem alta suscetibilidade as formas graves

da doenca, uma vez que o contato com criangas mais velhas e adultos e a presenca de comorbidades
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representam fatores de risco. Dessa forma, o RSV se configura como o agente etiolégico mais
prevalente em casos de bronquiolite em bebés e criangas. Febre, tosse, coriza, diminui¢ao do
apetite, espirros e sibilancia (chiado no peito) estdo entre os sintomas mais frequentemente
associados ao RSV em populagdes chinesas e americanas, por exemplo. Sintomas
gastrointestinais, como o vOomito, também tém sido reportados, tanto em adultos quanto em

criangas hospitalizados (LONG et al., 2024; UMAR et al., 2023; WEIDMANN et al., 2023).

A relagao entre as coinfecgdes de RSV e outros patdgenos respiratorios e as manifestacoes
clinicas das infecg¢des respiratorias agudas ainda estdo em debate na literatura. Um estudo apontou
o RSV entre os virus mais comuns em codetec¢des com influenza, com potencial impacto nos
desfechos clinicos em uma populagdo brasileira (SIQUEIRA et al., 2024). As coinfec¢des entre
RSV e RV sido apontadas como uma das principais causas de mortalidade relacionada a infeccao
respiratdria aguda em uma populacdo pediatrica brasileira (MENEZES et al., 2024). Vale citar
aqui uma meta-analise de 78 estudos realizados entre 2019 e 2023, que mostrou que as codetecgdes

entre RSV e RV eram as mais frequentes em criangas hospitalizadas (DALLMEYER et al., 2024).

A vacinacdo estd entre as principais estratégias de preven¢do e tem mostrado eficacia contra
a bronquiolite por RSV na Espanha. No Brasil, o governo disponibilizou uma vacina nacional no
final de 2025, por meio do Sistema Unico de Satde (SUS), tendo como publico-alvo gestantes a
partir da 28" semana (BRASIL, 2025a; MOLINA GUTIERREZ et al., 2024; RODRIGUEZ-
FERNANDEZ et al., 2024).

Outro patégeno componente da familia Pneumoviridae ¢ o metapneumovirus humano
(HMPV). A infeccao pelo HMPV ocorre em alta frequéncia tanto em criangas quanto em adultos.
Na China, febre e tosse foram os sintomas mais prevalentes em criancas infectadas e menores de
cinco anos de idade (JI et al., 2023). Enquanto no Japdo, entre 2017 e 2019, houve maior
prevaléncia de infec¢do pelo HMPV em adultos hospitalizados, incluindo maior necessidade de
internagdo em unidade de terapia intensiva, em comparagao com influenza e RSV (SHINKAI et
al., 2024). Assim como outros virus respiratorios, o HMPV também foi afetado pelas intervengoes
durante a pandemia, o que fez com que os casos de infec¢do respiratdria aguda por esse agente
diminuissem na China (CONG et al., 2022). Entretanto, apds a pandemia, o HMPV tem sido
detectado em alta frequéncia em criangas hospitalizadas até nove anos de idade por infecgoes

respiratorias agudas no Brasil (RUIVO et al., 2025).

A infec¢do por HMPV também ¢ autolimitante, com periodo de incubagdo de cerca de uma
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semana, em e quadro clinico que pode apresentar febre, tosse, congestdo nasal até dispneia,
bronquite e pneumonia (LONG et al., 2024). Além desses sintomas, a sibilancia e alteragdes na
funcgdo hepatica podem ocorrer, inclusive como indicadoras de doenga grave em criangas, o que
ressalta a importancia da intervengao e reconhecimento clinico precoce (VERONESE et al., 2024;
YANG et al., 2025). Além disso, uma andlise comparativa entre a infeccdo por HMPV ¢ RSV
mostrou que as criangas hospitalizadas por HMPYV apresentavam idade superior e maior frequéncia
de comorbidades que aquelas hospitalizadas por RSV no Reino Unido entre 2016 e 2020
(GOLDSTEIN et al., 2025). O papel das codeteccdes de HMPYV e outros patégenos respiratdrios
ainda estd em debate. A codeteccdo com RSV pode aumentar a gravidade da infecgdo, elevando o
risco de suporte ventilatorio em até 10 vezes (PARANHOS-BACCALA et al., 2008; SEMPLE et
al., 2005).

2.1.3 Picornaviridae

Os membros da familia Picornaviridae sdo virus de formato icosaédrico com RNA de fita
simples positiva e sem envelope. Os hospedeiros desses patdogenos sdo animais vertebrados e
humanos, e a sintomatologia pode compreender desde doengas febris leves até doengas graves
cardiacas, hepaticas e do Sistema Nervoso Central. A familia Picornaviridae engloba diversos
géneros, como Enterovirus (EV), aqui representado pelo rinovirus (RV) e Parechovirus,

representado pelo parechovirus humano (HPeV) (ZELL et al., 2017).

A infecgdo por RV ¢ autolimitante, com periodo de incubagdo entre dois e cinco dias, ndo
excedendo duas semanas para a recuperagao. Sintomas mais leves sao prevalentes nas populagdes
infectadas, como dor no corpo, febre, espirros, congestdo nasal, dor de garganta, coriza, tosse.
Entretanto, tem sido relatada a ocorréncia de bronquite, sinusite, bronquiolite, exarcebagdo da

asma, pneumonia e infec¢des da orelha média em casos graves (LONG et al., 2024).

A deteccdo de RV em casos de infec¢des respiratorias tem sido associada a tosse, dor de
garganta e espirros (LIU et al., 2024). Um estudo realizado nos Estados Unidos, entre 2015 e 2023,
demonstrou alta prevaléncia de enterovirus de modo geral e, em especial, RV em criangas, o que
pode preceder um aumento na incidéncia de infec¢ao respiratoria na comunidade em geral (BELL
et al., 2024). Além disso, outro estudo, realizado na Alemanha, mostrou que a incidéncia de
infec¢do por RV em criangas nao foi afetada pela pandemia, ao contrario do observado para outros

patégenos, como HPIV e HBoV, que apresentaram redugdo de 100 e 70% dos casos,
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respectivamente (KLEE et al., 2024). Virus sem envelope, como EV, RV e HAdV, apresentam
alta resisténcia a fatores ambientais e dissemina¢do prolongada entre infectados, o que pode ter

influenciado sua persisténcia durante a pandemia (KIM et al., 2021).

Acrescenta-se que pode ocorrer aumento na gravidade da doenca em casos de detecc¢ao unica
de RV e codetecgdo com outros virus respiratérios, como relatado em um estudo brasileiro,
realizado entre margo de 2020 e dezembro de 2021, que evidenciou maior necessidade de oxigénio
em sujeitos coinfectados (ITO et al., 2024). Outro estudo brasileiro, realizado entre junho e julho
de 2022, destacou RV, EV ¢ RSV como os principais patogenos virais envolvidos em codeteccdes,
especialmente em criangas (RHODEN et al., 2024). Na Espanha, a probabilidade de detecgdes
unicas de RV e EV e codetecgao de RV e RSV foi 1,5 vezes e 8 vezes maior em criangas
hospitalizadas de até 15 anos, respectivamente. Além disso, detecgdes tinicas de RV e EV elevaram
o risco de exarcebacdo de asma e doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (LOPEZ-

VILLALBA et al., 2025).

A diversidade de espécies de RV também pode se relacionar a gravidade da infec¢do. Um
estudo israelita realizado entre 2020 e 2022 demonstrou associagdo entre as espécies A
(Enterovirus alpharhino) e C (Enterovirus cerhino) e desfechos graves em criangas e adultos
hospitalizados. Além disso, a infec¢do por RV elevou o numero de internagdes de criangas em
unidade terapia intensiva (UTI) e a necessidade de suporte ventilatério em idosos (JURKOWICZ
et al., 2025). Todavia, ¢ importante destacar que a gravidade e o espectro clinico das infecg¢oes
respiratorias agudas sdo um resultado de diversos fatores, como imunossupressao e comorbidades,

que acabam elevando a suscetibilidade dos hospedeiros (REN et al., 2023).

Outro patdgeno representante da familia Picornaviridae é o parechovirus humano (HPeV),
espécie Parechovirus ahumpari, que abrange 19 variantes distribuidas ao longo dos continentes
americano, africano, asiatico e europeu. A infec¢do por esse virus pode provocar erup¢ao cutanea,
sintomas gastrointestinais, como vOmito, diarreia e nauseas, além de manifestagdes clinicas no
sistema nervoso central, como epilepsia, edema e paralisia cerebral. Neonatos e lactentes podem
desenvolver meningite em decorréncia da infeccdo por HPeV (ALAM; LI; VOGT, 2025;
BRITTON et al., 2018; EVANS et al., 2024; VERBOON-MACIOLEK et al., 2008; VERGNANO
et al., 2015; WOLTHERS et al., 2008).

Um estudo realizado no Quénia, entre 2007 e 2011, mostrou que HPeV estava relacionado a

piores desfechos em criangas, como pneumonia grave, febre e baixos niveis de saturagdes de
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oxigénio (BREIMAN et al., 2015). Outro estudo, dessa vez na Franga, entre 2007 e 2018, reportou
maior frequéncia de intubagdo, drenagem venosa € maior tempo de internagao em bebés infectados

por HPeV em comparagao com EV (ARCHIMBAUD et al., 2025).

2.1.4 Orthomyxoviridae e Paramyxoviridae

A familia Orthomyxoviridae compreende virus dotados de envelope com glicoproteinas
(hemaglutinina - HA e neuraminidase - NA), genoma segmentado composto por RNA de fita
negativa e sdo esféricos ou pleomorficos, isto €, podem variar entre o formato esférico e
filamentoso. Os membros de maior importincia na saude humana consistem nos géneros
Influenzavirus A e Influenzavirus B. A transmissao ocorre por aerossois, mas também pode ocorrer

por contato direto (BLUMEL et al., 2009).

O género A infecta mamiferos e aves e abrange 16 subtipos antigénicos de HA e 9 subtipos
antigénicos de NA, que permitem a classificagdo das variantes virais, entre as quais podem ser
destacadas HIN1, H3N2 e H5NI1. A variante HINI1 foi responsavel pelas pandemias que
ocorreram nos anos de 1918, 1977 e 2009. Em 1968, H3N2 causou a “gripe de Hong Kong”.
Enquanto H5N1 ocasionou 6bitos em humanos em 1997 e 2003. O género B infecta humanos e,
apesar de ndo serem reportados subtipos antigénicos distintos, duas linhagens com HA e NA
diferentes do ponto de visto antigénico e genético sdo relatadas: Victoria e Yamagata, que tém

circulado desde os anos 1990 (MCCAULEY et al., 2011).

Quanto a sintomatologia, a infec¢ao por influenza geralmente envolve febre, dor de cabecga,
tosse e cansago, assim como sintomas gastrointestinais. A literatura também aponta formas mais
graves, envolvendo complicagdes neuroldgicas, cardiacas, musculoesqueléticas e respiratorias,
como sinusite, bronquite e pneumonia. Criangas jovens, idosos com idade superior a 65 anos,
imunossuprimidos (pacientes oncologicos e sujeitos que vivem com HIV, por exemplo) e pessoas
com comorbidades estdo mais suscetiveis a infec¢do grave e, por conseguinte, apresentam maiores
riscos de oObito. O periodo de incubagdo viral dura entre 1 e 4 dias (GHEBREHEWET;
MACPHERSON; HO, 2016). Vale acrescentar que pressdo arterial sistolica, frequéncia
respiratoria, desidratagdo, obesidade, gravidez e vomito tém sido relatados como preditores de
forma grave de infeccdo em adultos e criangas, conforme um estudo brasileiro da pandemia de

virus influenza A (HIN1)pdm09 de 2009 (BRAGA, 2024).
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Diversos trabalhos debatem a respeito dos efeitos da pandemia de COVID-19 sobre a
circulacao dos virus influenza. Um estudo realizado em Portugal evidenciou que os virus influenza
A (FLUAYV) e influenza B (FLUBV) estavam entre os virus respiratorios mais frequentes antes da
pandemia, bem como associados a ocorréncia de febre, cefaleia e mialgia (DURAO et al., 2024).
FLUAV foi o virus respiratdrio mais detectado em idosos acima de 65 anos de idade na Republica
da Coreia nos anos pré-pandémicos (2007 — 2019). Essa faixa etaria representou 52% dos
infectados por virus respiratorios durante os anos pandémicos (2020 — 2022) e pds-pandémicos
(2023 — 2024). Além disso, o estudo relatou supressao da circulagdo de influenza durante os anos
pandémicos e recuperagdo parcial nos anos pds-pandémicos (HAN et al., 2025). Durante a
pandemia de COVID-19, entre o segundo semestre de 2020 e o primeiro semestre de 2022, outro
estudo mostrou que ndo houve detec¢do de casos de influenza em criangas coreanas, ressurgindo
com sazonalidade habitual somente a partir do segundo semestre de 2022 (CHO et al., 2024). As
interagdes entre os patdgenos respiratdrios em circulagdo na comunidade sdo complexas e
necessitam de estudos e debates. Em um desses trabalhos, por meio de modelos endémicos-
epidémicos, por exemplo, foi relatado que esses agentes etiologicos compdem um sistema
interconectado e que influenza é capaz de inibir a circulagdo do rinovirus e do virus da
parainfluenza humana. Estudos como esse fornecem informagdes importantes para adocao de

estratégias de mitigacdo de epidemias (BARTH et al., 2025).

Os membros da familia Paramyxoviridae apresentam envelope, genoma ndo segmentado
composto por RNA de fita negativa e sdo esféricos em sua maioria. Seus hospedeiros
compreendem desde aves e mamiferos até répteis e peixes. A transmissdo ocorre por via aérea e
contato direto com infectados. Pertencem a essa familia os seguintes patdgenos: virus do sarampo,

virus da caxumba e os virus parainfluenza humanos 1 a 4 (HPIV1-4) (RIMA et al., 2019).

A infe¢do por HPIV geralmente ¢ autolimitante, com periodo de incubacdo de dois a seis
dias, em todas as faixas etarias, especialmente em bebés e criancas mais jovens. As manifestagcoes
clinicas consistem em dor de garganta, coriza, febre, tosse, espirros € até pneumonia em casos
graves; e o tratamento envolve basicamente o alivio desses sintomas (LONG et al., 2024). Apesar
da sintomatologia ser bem conhecida, sdo necessarios mais estudos para elucidacdo da
epidemiologia de HPIV em paises de baixa e média renda. Um desses trabalhos reportou alta
frequéncia de sintomas gastrointestinais, mialgia, fraqueza e calafrios, além de sinais clinicos do
trato respiratorio inferior e superior em uma coorte de pacientes indianos, entre 2016 e 2018.

HPIV3 foi o mais prevalente tanto em criancas quanto em adultos hospitalizados, mas
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especialmente em criangas de até 9 anos de idade (DEVADIGA et al., 2025). Outro trabalho focou
no impacto de fatores meteorologicos sobre a incidéncia de HPIV3, que apresentou pico no verao
e queda no inverno, uma vez que as altas temperaturas aumentaram o risco relativo de infecg¢ao
por HPIV3, entre 2007 e 2019, na China (HONG et al., 2025). J& no Ird, houve associagdo entre a
infeccdo por HPIV1 e a ocorréncia de cianose em criangas hospitalizadas entre 2021 e 2022

(NATEGHI et al., 2025).

A pandemia de COVID-19 também ocasionou reduc¢ao da incidéncia de HPIV, como
reportado por um estudo de tendéncias de longo prazo (2007 — 2024) realizado na Coreia do Sul,
onde as criancas de até 12 anos de idade foram as mais infectadas (KIM et al., 2025). Enquanto na
Alemanha, houve reducdo de 100% dos casos (KLEE et al., 2024). Nos anos pos-pandemia,
percebe-se uma tendéncia de retorno aos padrdes sazonais observados nos anos pré-pandémicos,
entretanto notam-se mudangas nas circulagdes virais, uma vez que tanto a imunidade do

hospedeiro quanto as caracteristicas virais evoluem ao longo do tempo (GOSERT et al., 2025).

2.1.5 Parvoviridae

A familia Parvoviridae ¢ composta por virus diminutos, de formato icosaédrico, sem
envelope, com DNA linear de fita simples e apresentam alta resisténcia ambiental. Ela ¢ dividida
nas subfamilias Densovirinae, a qual utiliza insetos, crustdceos e equinodermos como hospedeiros,
e Parvovirinae, que infecta mamiferos, aves ou répteis (COTMORE et al., 2019). Essa ultima
subfamilia sera representada aqui pelo bocavirus humano (HBoV). A infeccao por HBoV ocasiona
febre, tosse, vomito e sibilancia (chiado no peito) em alta frequéncia, além de dispneia e saturacao

de oxigénio inferior a 92% em casos pediatricos graves (TANG et al., 2023b; WANG et al., 2022).

A gravidade da infec¢do por HBoV ¢ alvo de debates na literatura. HBoV apresenta maior
probabilidade de causar infecciao grave em comparagdo a outros virus respiratorios, como HMPV
(TANG et al., 2023b). A deteccao tnica de HBoV nao indica necessariamente um agravamento da
doenca, porém a codetec¢ao com outros patdégenos respiratorios, como RSV, pode significar um
aumento substancial na morbidade, especialmente em pacientes pediatricos (CETIN et al., 2025).
Uma meta-analise de 21 estudos envolvendo 4 mil pacientes infectados por HBoV entre 2013 e
2025, em 9 paises dos cinco continentes, evidenciou maior risco de pneumonia em casos de
codetec¢ao em comparacao com aqueles em que houve detec¢dao unica. Além disso, os autores

refor¢aram que as condi¢des socioecondmicas, regido geografica e idade influenciam de maneira
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significativa os padrdes de codeteccdo, a sazonalidade e a prevaléncia de HBoV (DONG et al.,
2025). Em contrapartida, outro trabalho aborda a infec¢ao por HBoV como nosocomial, isto €,
adquirida no ambiente hospitalar, principalmente por criangas internadas na UTI, nas quais a
detecgdo tinica de HBoV foi associada a um maior tempo de internagdo em comparagdo com
aquelas em que houve codetecgdo com outros virus respiratorios (MITRA et al., 2025). A idade
também pode ser considerada como um preditor de pneumonia decorrente da infeccao por HBoV,
conforme reportado por um estudo que descreveu um conjunto especifico de caracteristicas
clinicas para cada faixa etdria de criangas de até 48 meses, por meio de um modelo de predicao
(WANG et al., 2025). Vale acrescentar que, em casos de bronquite, a prevaléncia de HBoV ¢é maior
em lactentes (0 - 3 anos) em compara¢ao com crianc¢as em idade pré-escolar e escolar (até 6 anos).
Além disso, houve alta prevaléncia de dispneia, sibilancia e internagdao em UTI nos lactentes,

conforme dados multicéntricos coletados entre 2014 ¢ 2025 na China (HE; QIU; YANG, 2025).

A circulagao comunitaria de HBoV também foi afetada pelas intervengdes nao farmacéuticas
adotadas para conter a disseminagdo do SARS-CoV-2. A taxa de positividade caiu para menos de
1% em 2020, ressurgindo posteriormente em 2021 na Republica da Coreia (HAN et al., 2026). Na
Alemanha, houve reducdo de 70% na incidéncia de HBoV durante a pandemia (KLEE et al., 2024).
Apesar disso, HBoV se manteve como um dos virus mais prevalentes entre pacientes pediatricos

chineses com pneumonia nos anos pandémicos e pos-pandémicos (CHEN et al., 2025).

2.1.6 Adenoviridae

Os virus da familia Adenoviridae possuem DNA linear de fita dupla como material genético
e capsideo de formato icosaédrico, além de ndo apresentarem envelope. Os adenovirus sao
frequentemente utilizados na confec¢do de vacinas de vetores virais, imunoterapia e terapia génica,
uma vez que sdo altamente eficientes na entrega de material genético as células humanas. Seis
géneros compdem essa familia e se distinguem por seus hospedeiros: Aviadenovirus (aves),
Ichtadenovirus (peixes), Testadenovirus (tartarugas), Barthadenovirus (répteis, marsupiais, aves €
ruminantes), Siadenovirus (anfibios, aves e tartarugas) e Mastadenovirus (mamiferos) (BENKO

et al., 2022).

A esse ultimo género pertencem os adenovirus humanos (HAdV), que abrangem seis
espécies (A — G). A infec¢ao por HAAV apresenta um periodo de incubagdo de 3 a 5 dias, ¢

autolimitante e a recuperacdo ocorre em torno de uma semana. As manifestacdes clinicas podem
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ser similares as da gripe ou resfriado comum, como dor de garganta e febre, até quadros mais
graves de bronquite aguda e pneumonia, além de gastroenterite aguda e conjuntivite. Sujeitos com
idade inferior a 5 anos apresentam maiores frequéncias de infeccao em relagao a individuos mais
velhos, apesar de HAdAV ocasionar doenca grave em diferentes faixas etdrias. O tratamento

geralmente consiste no alivio dos sinais clinicos (LONG et al., 2024).

Apesar de sua relevancia clinica, os HAdV acabam recebendo menos atengao em detrimento
de outros virus respiratorios, além de serem subnotificados. No Brasil, os HAdV podem circular o
ano inteiro e serem responsaveis por casos de infec¢do respiratdria aguda grave (SARI),
especialmente em criangas entre 1 e 5 anos de idade e individuos com cardiopatias e
imunocomprometidos, que apresentam maior risco de 0bito, conforme estudo realizado entre 2004
e 2018 (PSCHEIDT et al., 2021). Na China, HAdV esteve entre os patdgenos respiratorios mais
frequentes em criangas hospitalizadas com infec¢do respiratoria aguda antes, durante e apos a
pandemia de COVID-19 (NIU et al., 2025). Apesar disso, houve redu¢do na circulagdo de HAdV
durante a pandemia, e posterior aumento apos a retomada do contato social, especialmente em

criangas hospitalizadas (ZENG et al., 2025).

Diferentes perfis de codetec¢do tém sido relatados na literatura, inclusive relacionados a
gravidade das infecgdes por HAdV. Um estudo chinés realizado em 2024 reportou alta prevaléncia
de codeteccdes virais (RV, RSV, HPIV e influenza) e bacterianas (Mycoplasma pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae € Haemophilus influenzae) em criangas com pneumonia ocasionada
por HAdV, que variaram segundo estagdo do ano, idade e sexo (LANG; GONG; LI, 2025). No
Brasil, codetec¢des entre SARS-CoV-2 e outros virus respiratorios, como o HAdV, tém
representado maior risco de morte entre criangas e adolescentes com SARI residentes na regido
Nordeste, conforme dados do Sistema de Informagdo de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe

(SIVEP-Gripe) de 2020 a 2023 (DIAS et al., 2024).
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2.2 Doenca do Coronavirus 2019

2.2.1 Aspectos gerais

Em dezembro de 2019, na provincia de Hubei, cidade de Wuhan, China, foram detectados
os primeiros casos de uma pneumonia de etiologia desconhecida e epidemiologicamente
relacionada a um mercado de frutos do mar, que também comercializa aves e animais selvagens
(ROTHAN; BYRAREDDY, 2020). Tratavam-se de cinco sujeitos que foram internados
apresentando caracteristicas clinicas semelhantes aos individuos com Sindrome Respiratdria
Aguda Grave (SRAG), causada pelo coronavirus (severe acute respiratory syndrome coronavirus
- SARS-CoV), e sintomas similares a infeccdo pelo MERS-CoV, coronavirus da sindrome
respiratoria do oriente médio: desconforto toracico, febre e tosse e, nos casos graves, infiltragcao

pulmonar bilateral e dispneia (HU et al., 2021).

Essas semelhangas colaboraram para a identifica¢do do patdégeno causador dessa pneumonia
e, a partir de sequenciamento de RNA metagendmico e isolamento viral, foi possivel concluir que
se tratava de um novo coronavirus, denominado coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda
grave (SARS-CoV-2), de origem zoonotica (morcegos, serpentes e pangolins) (HU et al., 2021).
A partir disso, em fevereiro de 2020, a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) nomeou essa nova
patologia como Doenga do Coronavirus 2019 (Coronavirus Disease 2019 - COVID-19) que, um
més depois, se disseminou globalmente (ROTHAN; BYRAREDDY, 2020).

Entre 2020 e 2025, foram registrados 779 milhdes de casos da COVID-19, dos quais cerca
de 7,1 milhdes foram a 6bito, em todo o mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020,
2021, 2022, 2023, 2025). No Brasil, entre 2020 e 2025, 39,3 milhdes de casos foram notificados,
dentre esses 716 mil foram a 6bito (BRASIL, 2023, 2025b). Os numeros elevados de casos podem
ser explicados pela alta transmissibilidade: um individuo ainda em estagio inicial de infeccao,
sintomatico ou assintomatico, ¢ capaz de transmitir a doenca para outros individuos. Ademais, a
COVID-19 apresenta transmissibilidade e taxa de infecciosidade superiores as infecgdes por
SARS-CoV e MERS-CoV. Por sua vez, a taxa de mortalidade por COVID-19 leve ¢ geralmente

inferior aos casos dos outros coronavirus supracitados (SAHIN et al., 2020; ZAKI et al., 2012).

Salienta-se que o risco de contagio da COVID-19 também ¢ influenciado por determinantes
sociais. Estudos tém evidenciado que a transmissdo da doenga foi associada a indicadores sociais,
como alfabetizacao dos sujeitos, populacdo parda residente e domicilios com mais de quatro

moradores, o que demonstrou que a doenca afeta, em maior grau, individuos em situacdo de
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vulnerabilidade socioecondmica (DE SOUZA; DO CARMO; MACHADO, 2021; DE SOUZA;
MACHADO; DO CARMO, 2020; DO NASCIMENTO et al., 2022). Ainda vale destacar que os
indices de transtornos de ansiedade, depressao e estresse foram elevados na populagdo em geral

durante a pandemia (DOUKKY et al., 2016; MAUGERI et al., 2020; SHIGEMURA et al., 2020).

Diante disso, diagnosticar a COVID-19 tornou-se essencial para o combate a doenga. Os
métodos de diagnostico baseiam-se na deteccdo de anticorpos, antigenos e genes virais, além de
exames de imagem. As técnicas que verificam a presenga de anticorpos (Imunoglobulinas - Ig) no
soro ou plasma ndo detectam diretamente a infecg¢do, por exemplo, os exames sorologicos IgM,
IgG e IgA. A detecgdo de antigenos, fragmentos dos componentes virais passiveis de
reconhecimento pelo sistema imunoldgico, corresponde ao diagnostico direto da infecgdo. Os
exames de imagem permitem a identificacdo de padrdes caracteristicos da doenca, por exemplo, a
opacidade de vidro fosco no pulmio. Contudo, o exame padrao ouro do diagndstico da COVID-
19 ¢ a RT-PCR em tempo real, pois ela detecta os genes virais presentes em amostras de swab da

nasofaringe de individuos infectados (YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021).

A COVID-19 apresenta um amplo espectro de caracteristicas clinicas, desde quadros
assintomaticos, leves, moderados até graves, em que ha hospitalizagcdo e, em alguns casos, Obito
do paciente (Figura 1). Geralmente, os sintomas aparecem apos 2 a 5 dias de incubagdo do virus
(LT et al., 2020; MOHAMADIAN et al., 2021). Como uma sindrome gripal, os sintomas mais
frequentes sdo tosse, febre, cefaleia, coriza, distarbios olfativos e gustativos. Uma vez que o
individuo com sindrome gripal apresenta dispneia, saturagdo de oxigénio menor que 95%, cianose
nos labios ou rosto ou pressao persistente no torax, o Ministério de Satide considera este caso como
SRAG (BRASIL, 2021; FALZONE et al.,, 2021). Existem certos fatores de risco para o
desenvolvimento da forma grave da COVID-19, como idade avancada e sexo masculino. Além
disso, a presenca de comorbidades, como diabetes, hipertensdo arterial sist€émica e doencas
cardiovasculares, pode levar a um mau progndstico, aumentando o risco de uso de suporte

ventilatorio e de cuidados em UTI (CHIDAMBARAM et al., 2020; NANDY et al., 2020).

25



Disturbios olfativos e
gustativos
: : SRAG
Sindrome de Guillan-
Barre Neurologicas . Falha respiratoria
Cefaleia i Dispneia
o Osse ‘ Pulmonares )
Mialgia T — . " Pneumonia
. garg Respiratérias g intersticial
Neuropatia . . =]
Rinorreia =
falite | )\ iocardi
Encefali 5& f Infarto do miocardio
Encefalopatia | 8 . Falha cardiaca
2.8 -;‘.. Cardiacos
Alteracoes das transaminases — Hepaticas ,’ Miocardite
= $ <
o < w Injurias renais agudas Arritmia
Diarreia
) Gastrointestinais - Febre
Anorexia
Vasculares Fadiga
Irritagdo - e sistémicas Tempestade de
Dermatite - Dermatolégicos ——— citocinas
5 s Desordens de
Urticéria <
coagulagao

—

Figura 1: Manifestagdes clinicas da COVID-19. Fonte: Adaptado de Falzone ef al. (2021).

Ademais, uma manifestacdo clinica associada a alta morbidade e mortalidade por COVID-
19, principalmente em individuos com comorbidades ¢ idade avangada, ¢ a tempestade de
citocinas, que consiste em uma liberacdo sistémica exarcebada de proteinas (pr6 e anti-
inflamatodrias) em resposta a infec¢ao pelo SARS-CoV-2 (TANG et al., 2020). Luo et al. (2020)
relataram Obito de pacientes que apresentaram concentracdo sérica elevada de citocinas no
momento da admissdo hospitalar. Dentre as proteinas liberadas durante a tempestade de citocinas
estd a interleucina 1B (IL-1PB), responsavel pelo recrutamento de neutréfilos e mondcitos e
favorecimento da diapedese por meio da elevagdo da expressdo de moléculas de adesdao no
endotélio. A atividade pro-inflamatéria da IL-1B na COVID-19 acaba resultando em edema
intersticial e pulmonar e, em funcdo disso, o sujeito infectado pode desenvolver dispneia,

oxigenacao prejudicada ou hipoxemia (FAHEY; DOYLE, 2019).

E importante mecionar que os neutréfilos liberam subprodutos de degradagdo viral no sitio
de infeccao provocando danos ao tecido pulmonar, o que intensifica a tempestade de citocinas pois
ocorre expressao de padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs). Por sua vez, os leucdcitos
liberam prostaglandinas e leucotrienos, capazes de gerar broncoconstri¢cdo, resultando em
ventilagdo prejudicada e, por conseguinte, hipoxemia. Como uma forma de tentar suprir a
oxigenacao, o individuo infectado pode desenvolver taquipneia e taquicardia. Portanto, o acimulo
de liquido no pulmao, hipoxemia e o dano tecidual se caracterizam como a principal causa de dbito

por COVID-19 (GONZALES; LUCAS; VERIN, 2015; LAND, 2021; RAHMAN et al., 2021).
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2.2.2 SARS-CoV-2

Os coronavirus sdo capazes de infectar aves, humanos e outros mamiferos, nos quais
provocam doengas respiratorias, neurologicas, hepaticas e entéricas. Entre os coronavirus
causadores de doengas em humanos estdio MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2, que foram
classificados dentro da familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae (Figura 2), género
Betacoronavirus, pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (WALKER et al., 2022b).
Os membros da familia Coronaviridae sao virus de RNA de fita simples, sentido positivo e envolto

por um envelope (MASTERS; PERLMAN, 2013; ZHU et al., 2020).

Deltacoronavirus Gammacoronavirus

Night heron CoV HKU19 Avian CoV

Wigeon CoV HKU20 \ BWCoV SW1

Alphacoronavirus 3 Betacoronavirus

Figura 2: Antecedentes filogenéticos do SARS-CoV-2 na subfamilia Orthocoronavirinae. Os virus
patdgenos de humanos estdo em vermelho. Fonte: Adaptado de Singh e Yi (2021).

O virion do SARS-CoV-2 (Figura 3) ¢ composto por RNA de fita simples e sentido positivo,
além de proteinas estruturais e acessorias. As proteinas estruturais consistem em proteinas Spike
(S), de membrana, envelope e nucleocapsideo. As proteinas acessorias sdo formadas durante a
replicacdo intracelular, como as proteinas 3a, 6 e 9b, e influenciam a patogenicidade e evasao ao
sistema imune do hospedeiro. As proteinas S circundam toda a particula viral, dando o aspecto de
coroa. O genoma do SARS-CoV-2 (Figura 4) varia de 26,4 a 31,7 kb e ¢ o maior entre os virus de

RNA (HARTENIAN et al., 2020; KANNAN, 2020; MOUSAVIZADEH; GHASEMI, 2021).
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Figura 3: Estrutura do SARS-CoV-2. Fonte: Adaptado de Gu (2020) BioRender.
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Figura 4: Genoma do SARS-CoV-2. Fonte: Adaptado de Tucker (2020) BioRender.

O SARS-CoV-2 infecta principalmente células epiteliais alveolares, uma vez que migra de
um hospedeiro para outro, por meio de goticulas e superficies, o que provoca sintomas
respiratorios. Essa infecg@o € similar entre os coronavirus. O ciclo de replicagdo do SARS-CoV-2
baseia-se na entrada, replicacdo intracelular e liberacdo da particula viral. Inicialmente o SARS-
CoV-2 ¢ reconhecido pela enzima conversora de angiotensina 2 (ACE 2) e pela serina protease de
membrana 2 (TMPRSS 2) presentes na membrana das células epiteliais alveolares e que permitem
a fusdo com a membrana da célula hospedeira. Uma vez que o RNA genomico ¢ liberado no
citoplasma da célula hospedeira logo ¢ reconhecido pelo ribossomo. Se o ribossomo reconhecer o

sitio de mudancga de quadro no RNA gendmico, ocorrera traducao de ppla pois somente a regiao
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aberta de leitura 1a (ORF1a) sera lida. Por outro lado, se o ribossomo nao reconhecer o sitio, tanto
a ORF1la quanto a regido aberta de leitura 1b (ORF1b) serdo traduzidas em uma Unica proteina:
pplab. As proteinas ppla e pplab sofrem autoproteolise e clivagem cotraducional em proteinas
ndo estruturais (nsps), que compdem o complexo RNA Polimerase dependente de RNA (RdARP).
Esse complexo ¢ responsavel pela transcricio subgendmica do RNA, que gera transcritos
codificadores das proteinais estruturais e acessorias virais (N, S, M e E) e replicacdo de RNA
genomico. Posteriormente, as proteinas estruturais e acessorias sao traduzidas. A proteina N
permanece no citoplasma e forma o nucleocapsideo junto com o RNA gendémico. Por sua vez, as
proteinas S, E e M sdo direcionadas para o reticulo endoplasmatico (ER), de onde sao liberadas
por meio do compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC). O nucleocapsideo e as proteinas S,
E e M se organizam formando o virion, que atinge a matura¢do no Complexo de Golgi. Finalmente,
por meio de vesicula exocitica, o virion ¢ liberado e pode infectar outra célula, retomando o ciclo
(Figura 5) (HARTENIAN et al., 2020).
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Figura 5: Ciclo de replicagdo do SARS-CoV-2. Fonte: Adaptado de Tucker (2020) BioRender.
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2.2.3 Variantes do SARS-CoV-2

Ao longo do tempo, o genoma do SARS-CoV-2 sofre mutacdes. Essas alteragdes podem ter
ou nao influéncia nas caracteristicas do virus, principalmente se ocorrerem em regioes
responsaveis pela entrada na célula hospedeira ou reconhecimento por anticorpos (HOFFMANN
et al.,, 2021). Diante disso, a OMS definiu que as variantes que apresentassem aumento da
transmissibilidade, alteragao prejudicial na epidemiologia da COVID-19, aumento da viruléncia
ou mudanga na apresentacao clinica da doenca, diminuigdo da eficacia das medidas sociais e de
saude publica ou diagndsticos, vacinas ¢ terapias disponiveis, seriam classificadas como variantes
de preocupagao (Variants Of Concern - VOCs) a fim de possibilitar o monitoramento da pandemia

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, [s.d.]).

Além das VOCs, existem outras variantes denonimadas variantes sob monitoramento
(Variants Under Monitoring - VUMSs) que, como o nome sugere, t€m sua circulagdo verificada
pelas autoridades de satde, a fim de identificar se elas podem se tornar VOCs futuramente. Até o
momento, as principais VOCs descritas foram: Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1), Delta
(B.1.617.2) e Omicron (BA.1). Até 05 de dezembro de 2025, a OMS reportou a circulagdo das
seguintes VUMs: KP.3.1.1, LP.8.1, NB.1.8.1, XFG, BA.3.2. Dentre as VOCs, as de maior
preocupacao, foram Gama, Delta e Omicron. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, [s.d.]).

O primeiro registro da variante Gama ocorreu em novembro de 2020, no estado do
Amazonas, Brasil, e em 11 de janeiro de 2021, ela foi reportada como VOC. Dentre as mutagdes
apresentadas pela variante Gama, trés merecem destaque: K417T, E484K e N501Y, que ocorrem
no dominio de ligagdo ao receptor da proteina S, em comparagdo com sua ancestral imediata,
B.1.1.28. Essas mutag¢des permitiram um aumento na capacidade viral de ligacao a ACE 2, o que
resultou em um aumento de 1,7 a 2,4 vezes na transmissibilidade em compara¢ao com as linhagens
anteriores. Tanto Gama quanto suas sublinhagens foram capazes de alta disseminagdo e evasao a
imunidade gerada por infecg¢do prévia ou vacinas, o que ocasionou uma segunda onda de COVID-
19 no Brasil. Estudos mostraram que a infec¢do prévia as linhagens anteriores forneceu somente
54 a 79% de protecdo contra a Gama (FARIA et al., 2021; NAVECA et al., 2022; ROY et al.,
2021b; THAKUR et al., 2022).

A variante Delta teve seu primeiro registro em outubro de 2020, na India, e rapidamente se
disseminou no mundo (LIU; ROCKLOV, 2022). Essa variante emergiu como uma VOC devido a

sua maior capacidade de transmissdo, habilidade de evadir o sistema imunologico e maior risco de
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infeccdo em individuos vacinados (KEEHNER et al., 2021). Ela demonstrou ser mais contagiosa

que a variante Alfa e mais transmissivel que a variante original identificada em Wuhan, China

(AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY, 2021).

No que se refere a virologia, Delta se distingue da Alfa por 23 mutacdes, das quais seis
ocorrem no gene da proteina S: TI19R, L452R, T478K, D614G, P681R e d960N, além de delecdes
nas posicoes 157 e 158 (SHIEHZADEGAN et al., 2021). Sugere-se que a mutagao L452R seja
responsavel pelo aumento da afinidade entre a proteina S e o receptor ACE 2, o que pode dificultar
o reconhecimento do virus pelos anticorpos (oriundos a partir da vacinagdo) via proteina S
(STARR et al., 2021). A mutagdo P681R permite integragdo e fusdo superiores a membrana pois
auxilia a clivagem da proteina S em subunidades S1 e S2 (CHERIAN et al., 2021).

Quanto a epidemiologia, a disseminag@o da Delta se mostrou duas vezes superior a da Alfa.
As taxas de infeccdo e mortalidade também foram elevadas durante a infec¢do pela Delta, além
disso, o risco de hospitalizagdo dobrou em comparacao com a Alfa. Os sintomas mais prevalentes
nos casos da Delta foram mialgia, perda de olfato e paladar, febre, cefaleia, tosse, vomito, diarreia

e dispneia (SHIEHZADEGAN et al., 2021).

Pessoas infectadas pela Delta geralmente apresentavam quadros mais graves da doenca em
comparacao com a infec¢ao por outras VOCs. Um estudo realizado no Canadd demonstrou que a
internacdo em UTI e a ocorréncia de 6bito aumentaram 234 e 132%, respectivamente, nos casos
da Delta em comparag¢do com outras variantes (NASREEN et al., 2022). Outro estudo também
demonstrou associagdo entre a infec¢ao pela Delta e aumento na gravidade da doenca, além de alta
carga viral representada por baixos valores de threshold cycle (Ct) nos casos da Delta em

comparagdo com as variantes selvagem, Alfa e Beta (ONG et al., 2022).

No final de 2021, a variante Omicron surgiu e rapidamente substituiu a Delta em todo o
mundo, devido ao seu grande nimero de mutagdes ndo sindnimas e a capacidade de evadir ao
sistema imunologico (MANNAR et al., 2022). Em particular, as mutacdes Q493R, N501Y, S371L,
S373P, S375F, Q498R e T478K no dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina S
permitiram uma elevacdo da afinidade entre o virus e a ACE 2 nos casos da Omicron em
comparagdo com a Delta (Figura 6). Além disso, a taxa de mutagdo ¢ estendida de 6 a 10 vezes

quando se compara a Omicron com outras VOCs (KUMAR et al., 2022; WANG; CHENG, 2022).
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(a) Delta (B.1.617.2) (b) Omicron (B.1.1.529)

Figura 6: Comparagao entre as mutagdes (em vermelho) na proteina S das variantes (a) Delta e (b) Omicron

do SARS-CoV-2. Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2022).

A Omicron apresenta transmissibilidade 2,5 a 3,8 vezes maior em comparag¢ao com a Delta
(LIU; ROCKLOV, 2022). Apesar de seu alto poder de disseminacio, estudos anteriores em
populagdes africanas, europeias e americanas mostraram que a Omicron estd associada a um menor
risco de hospitalizagdo (GREENE et al., 2022; HARRIGAN et al., 2022; HYAMS et al., 2023;
WOLTER et al., 2022). Os sintomas mais frequentes nos casos da Omicron foram perda de olfato
e paladar, cansaco, febre, tosse, faringite, cefaleia e dispneia (MAISA et al., 2022). Um estudo
realizado no Brasil sugeriu que a ocorréncia de distirbios olfativos pode estar associada ao tipo de
variante. Individuos infectados pela Omicron demonstraram menores chances de reportar
distirbios olfativos quando comparados com individuos acometidos pela Delta e variante original

(CARDOSO et al., 2022).

Até o momento, as linhagens circulantes do SARS-CoV-2 sdo sublinhagens oriundas da
Omicron. Dentre elas, podem ser citadas: BA.1, BA.2, BA.3, BA.4 e BA.5. A principal diferenca
entre BA.1 e BA.2 foram as mutagdes relacionadas a transmissibilidade. BA.2 apresentou maior
taxa de infeccdo e patogenicidade quando comparada com BA.1 (CHEN; WEI, 2022). A despeito
disso, os casos de BA.1 e BA.2 ndo diferiram em relacdo a taxa de hospitalizagao e gravidade da
doenca (WOLTER et al., 2022). Mutagdes na regido RBD da proteina S em BA.4 e BA.5 sugerem
que essas variantes podem apresentar maior escape as respostas de anticorpos neutralizantes
(GREANEY et al., 2021; TEGALLY et al., 2022). BA.4 e BA.5 denotaram um aumento na
transmissibilidade, infecciosidade e dissemina¢do em comparagdo com as outras subvariantes da
Omicron, inclusive em individuos com histérico de infeccdo ou vacinados (TEGALLY et al.,

2022).
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Uma das principais estratégias de combate a COVID-19 ¢ a vacinagdo. Dentre as principais
vacinas permitidas pelas autoridades de saude destacam-se BTN162b2 (Pfizer), mRNA-1273
(Moderna), Ad26.COV2.S (Janssen), AZD1222 (Oxford) e CoronaVac (Sinovac). BTN162b2,
mRNA-1273 ¢ Ad26.COV2.S tém como imundgeno a proteina S correspondente a variante
original de Wuhan. A estratégia de nanoparticulas lipidicas contendo mRNA codificante da
proteina S foi utilizada na confec¢ao de duas dessas vacinas, BTN162b2 ¢ mRNA-1273. Por sua
vez, a vacinas da Janssen e Oxford utilizam um vetor viral (adenovirus) como estratégia de
imunizacdo. A vacina da Sinovac foi confeccionada a partir do virion inativado do SARS-CoV-2

(BADEN et al., 2021; JIN et al., 2020; POLACK et al., 2020; SADOFF et al., 2021).

As vacinas obtiveram sucesso na indugdo de resposta neutralizante celular e humoral, além
de proporcionar diminuic¢ao de incidéncia, hospitalizagao e mortalidade, tanto em ensaios clinicos
quanto na populagdo mundial (TREGONING et al., 2021). Pesquisas tém sugerido que ha uma
maior resposta humoral em decorréncia da imunizacdo por mRNA (EARLE et al., 2021;
MCDONALD et al., 2021). Em relacao a eficacia, foram detectadas variacdes de 60 a 94% entre
as vacinas, porém as particularidades de cada uma delas dificultam a comparagao. Uma estratégia
a esse problema seria verificar a eficacia de diferentes vacinas em uma mesma populagdo, dentro

do mesmo intervalo de tempo (TREGONING et al., 2021).

Como citado anteriormente, o surgimento de VOCs pode compremeter a eficacia das
vacinas, uma vez que as mutacdes na proteina S, por exemplo, podem dificultar o reconhecimento
do virus pelos anticorpos neutralizantes (TREGONING et al., 2021). Um estudo sobre a
imunizagdo com a Pfizer demonstrou reducao nos titulos de anticorpos neutralizantes nos casos da
Delta em comparagdo com a Alfa. Além disso, identificou-se eficacia reduzida mesmo ap6s duas
doses das vacinas BNT162b2 (88%) ou AZD1222 (67%) durante a infec¢do pela Delta. A despeito
disso, as vacinas possibilitaram a preven¢ao a forma grave da doenca, que ¢ o objetivo primordial

dos programas de imunizacdo (WALL et al., 2021).

Em relagdo a resposta vacinal nos casos de infec¢do pela Omicron, estudos revelaram que
individuos que receberam a dose de refor¢o baseada em mRNA apresentaram uma maior
capacidade de neutralizacdo, ao contrario daqueles que receberam apenas uma dose (GARCIA-
BELTRAN et al., 2021, 2022). Quanto ao desfecho clinico, foi possivel obter prote¢ao contra
hospitalizagdo e morte em casos da Omicron a partir de vacinas mono e bivalentes de mRNA

(GREWAL et al., 2023).
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3. JUSTIFICATIVA

Os estudos de deteccdo e monitoramento de patdgenos respiratdrios sdo essenciais para
subsidiar acdes de satide publica e ganharam ainda mais relevancia com o advento do SARS-CoV-
2, em especial em paises emergentes. Esses estudos permitem compreender a dindmica de
circulagdo dos patogenos e orientar estratégias para evitar a rapida propagacdo de doencas que
podem evoluir para surtos, epidemias ou pandemias. Além disso, possibilitam a identificagdo de
novas variantes, etapa fundamental para o desenvolvimento e a atualiza¢ao de vacinas e farmacos,
bem como para o ajuste de medidas de prote¢do e de tratamentos dirigidos a popula¢des mais
vulneraveis. Pesquisas dessa natureza também contribuem para a compreensdo das manifestacdes
clinicas das infec¢des respiratorias, desde os sintomas iniciais até o desfecho, auxiliando o
diagnostico e o progndstico em diferentes faixas etdrias e contextos assistenciais (DENG et al.,

2024; LONG et al., 2025; XU et al., 2024).

Nesse cenario, a investigacdo da frequéncia de deteccdo unica e codetec¢do de patdogenos
respiratorios, bem como de sua associagdo com manifestagdes clinicas em casos de infec¢io
respiratoria aguda grave (SARI), sdo particularmente relevantes para o sertdo pernambucano,
especialmente pela escassez de estudos com esse objetivo na regido. A andlise das variantes de
preocupacao do SARS-CoV-2, incluindo sua frequéncia, perfis clinicos associados e relacdo com
a carga viral, permite aprofundar o entendimento do comportamento do virus em nivel local e suas
implicagdes para a vigilancia e o manejo clinico. Dessa forma, estudos de deteccdo e
monitoramento de patdgenos respiratorios na area de abrangéncia da VIII Geréncia Regional de
Satde de Pernambuco sdao de fundamental importancia, pois fornecem a base de conhecimento
necessaria para a tomada de decisdes em diferentes niveis de enfrentamento das infeccdes
respiratdrias, incluindo a organizacdo da rede assistencial, a defini¢do de prioridades de vigilancia
e a adog¢do de medidas de prevengao voltadas, em especial, as populagdes pediatricas mais afetadas

por SARL
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de patdgenos respiratdrios € sua associagdo com caracteristicas

clinicas em infecgdes respiratorias agudas no sertdo pernambucano.

4.2 Objetivos especificos

- Determinar a frequéncia de deteccdo Uinica e codeteccdo de patdgenos respiratdrios em
amostras de swab nasofaringeo oriundas de individuos adultos e pediatricos com infecg¢ao
respiratoria aguda grave (SARI) notificados pela VIII Geréncia Regional de Saude de
Pernambuco (VIII GERES);

- Verificar a associagdo entre a detec¢do unica e codetec¢do de patdgenos respiratorios e
sinais clinicos, comorbidades, desfecho e dados sociodemograficos de individuos adultos e

pediatricos com SARI;

- Determinar a frequéncia de casos de variantes de preocupacdo do SARS-CoV-2 em

amostras de swab nasofaringeo individuos com COVID-19;

- Verificar a associagdo entre variantes de preocupacdo do SARS-CoV-2 e sinais clinicos,

comorbidades, desfecho e dados sociodemograficos de individuos com COVID-19;

- Verificar a associacao entre variantes de preocupacao do SARS-CoV-2 e carga viral em

amostras de swab nasofaringeo de individuos com COVID-19;

- Identificar os patdgenos respiratdrios predominantes associados ao aumento de

internagdes pediatricas por SARI.
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5. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Artigo 1

O artigo I teve como objetivo determinar a prevaléncia de patdogenos respiratorios e sua
relacdo com as manifestagdes clinicas em pacientes pediatricos e adultos diagnosticados com

infeccdo respiratdria aguda grave (SARI).

5.1.1 Desenho do estudo

Este estudo transversal incluiu pacientes pediatricos e adultos diagnosticados com SARIL
Inicialmente, o banco de dados Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) do Ministério da
Satde do Brasil (BRASIL, 2024) foi consultado para obter o nimero nacional de testes positivos
para patogenos respiratorios entre 2017 e 2022. O periodo de fevereiro a setembro nos anos de
2017 e 2019 apresentou nimeros mais elevados de casos de SARI em comparagdo com os meses
de outubro a janeiro. Com base nesse padrao, como uma decisdo analitica planejada, o periodo de
fevereiro a setembro de 2022 e 2023 foi selecionado para a deteccdo de patdogenos respiratdrios
em amostras de swab nasofaringeo. Além disso, observou-se um aumento substancial nos casos

de SARI em todo o pais entre 2020 e 2022, coincidindo com a pandemia da COVID-19.

5.1.2 Coleta de amostras e dados clinicos

Amostras de swab nasofaringeo foram coletadas de pacientes residentes em sete municipios
(Afranio, Cabrob6, Dormentes, Lagoa Grande, Petrolina, Orocd e Santa Maria da Boa Vista) no
estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Essas amostras foram enviadas ao Laboratorio de
Pesquisa Multiusuario do Hospital Universitario Dr. Washington Antonio de Barros (EBSERH-
UNIVASF), em Petrolina, Pernambuco, entre fevereiro e setembro de 2022 e 2023. As amostras
elegiveis foram obtidas de pacientes pediatricos e adultos com suspeita de infecgdo por SARS-
CoV-2, apresentando doenga semelhante a gripe e que evoluiram para SARI, conforme definido
pela presenca de pelo menos um dos seguintes sinais clinicos: dispneia, saturagao de oxigénio
abaixo de 95% ou desconforto respiratério, de acordo com os critérios estabelecidos pelo
Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2021). Os dados clinicos e sociodemograficos foram
obtidos a partir da Ficha de Investigacdo de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG)
registrada no Sistema de Informagdo de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe).
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5.1.3 Detecgdo de patogenos respiratorios

As amostras recebidas em meio de transporte viral foram aliquotadas em criotubos de 2,0
mL e armazenadas em ultrafreezer a —80°C. O RNA/DNA viral foi extraido utilizando o kit
Extracta DNA e RNA Viral Fast com o sistema automatizado Extracta 32 (Loccus do Brasil, Sdo

Paulo, Brasil), seguindo o protocolo do fabricante.

A detecg@o do SARS-CoV-2 foi realizada por RT-qPCR utilizando um dos seguintes kits de
diagnostico, dependendo do momento da coleta da amostra: Allplex™ SARS-CoV-2 Assay
(Seegene, Seul, Coreia do Sul), SARS-CoV-2 EDx (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
Brasil), BIOMOL One Step/COVID-19 (IBMP, Parand, Brasil), GeneFinder™ COVID-19/Flu
A&B RealAmp (OSANG Healthcare, Coreia do Sul) ou protocolo CDC (Centers for Disease
Control and Prevention, EUA) (Quadro 1).

Quadro 1: Dados dos ensaios de detecgdo de SARS-CoV-2.

Nome do kit Fabricante Sensibilidade Especificidade
Allplex™ SARS-CoV-2 Assay Seegene 100% 96,70%
SARS-CoV-2 EDx Bio-Manguinhos/FIOCRUZ 100% 100%
Instituto de Biologia
BIOMOL One Step/COVID-19 Molecular do Parana 92% 98%
(IBMP)

GeneFinder™ COVID-19/Flu
A&B RealAmp

OSANG Healthcare >95% 100%

Centers for Disease Control
Protocolo CDC ) 100% 100%
and Prevention

A deteccdo de outros patdgenos respiratorios (ORP) foi realizada utilizando o kit Xgen Multi
PR 21 (Mobius Life Science, Parand, Brasil), que tem como alvo os seguintes agentes: virus
influenza A (FLUAYV), virus influenza B (FLUBYV), influenza A(HINI1)pdm09 (HINTI),
coronavirus humanos (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-HKU1), virus
parainfluenza humanos 1-4 (HPIV1—4), metapneumovirus humanos A e B (HMPV), rinovirus
(RV), virus sincicial respiratorio A e B (RSV), enterovirus (EV), parechovirus humano (HPeV),
adenovirus humano (HAdV), bocavirus humano (HBoV) e Mycoplasma pneumoniae (Mpneu). A
deteccao foi realizada utilizando sondas de hidrélise marcadas com fluoroforos (FAM, VIC, ROX

e Cy5) e a amplificagdo foi realizada no sistema de PCR em tempo real QuantStudio™ 5 (Thermo

37



Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). O virus da arterite equina (EAV) foi utilizado como
controle da extracdo. Uma vez que o rinovirus humano pertence ao género Enterovirus, ha alta
homologia entre suas sequéncias gendomicas. Assim, as amostras positivas para RV e EV, foram
consideradas positivas para EV. Acrescenta-se que as amostras positivas para HIN1 e para
FLUAV e HINI simultaneos foram considerados resultados positivos para HIN1. Enquanto as
amostras positivas apenas para FLUAYV, foram considerados resultados positivos para FLUAV

(Quadro 2).

Quadro 2: Dados do ensaio de deteccdo de patdgenos respiratorios por meio do kit Xgen Multi PR 21.

Mix de RT-qPCR Patogeno™ Fluoréforo reporter Sensibilidade** Especificidade
FLUAV FAM 10 100%
RV VIC 10° -
PSPR 1
FLUBV ROX 10 100%
HINI1 Cy5 104 100%
HCoV_229E FAM 10* 100%
HCoV_NL63 VIC 103 100%
PSPR2
HCoV_HKU1 ROX 10* 100%
HCoV_0C43 Cy5 10° 100%
HPIV3 FAM 10° 100%
HPIV2 VIC 10° 100%
PSPR3
HPIV4 ROX 10° 100%
EAV Cy5 - -
HPIV1 FAM 103 100%
HMPV VIC 10° 100%
PSPR 4
HBoV ROX 104 100%
Mpneu Cy5 10* 100%
RSV FAM 10 100%
HPeV VIC 10 100%
PSPRS
EV ROX 10* -
HAdV CyS5 10* 100%

*virus influenza A (FLUAV), virus influenza B (FLUBV), influenza A(HIN1)pdm09 (HIN1), coronavirus
humanos (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-HKU1), virus parainfluenza humanos 1-4 (HPIV1-
4), metapneumovirus humanos A e B (HMPV), rinovirus (RV), virus sincicial respiratério A e B (RSV),
enterovirus (EV), parechovirus humano (HPeV), adenovirus humano (HAdV), bocavirus humano (HBoV), virus

da arterite equina (EAV) e Mycoplasma pneumoniae (Mpneu). ** n° de copias/mL com probabilidade > 95%.

5.1.4 Aprovacgao ética e consentimento para participacdo

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HC-UFPE (CAAE: 51751121.0.0000.8807),
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que concedeu dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por se tratar de pesquisa
com material biolodgico e dados secundarios provenientes da rotina assistencial, sem intervencao
ou contato direto com os participantes. A obten¢do individual do consentimento mostrou-se
invidvel diante da natureza retrospectiva ¢ do volume de registros analisados. As amostras e
informagdes foram codificadas numericamente, garantindo anonimizagdo, confidencialidade e
risco minimo aos participantes, em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/2012 e diretrizes

do Sistema CEP/CONEP.

5.1.5 Tratamento de dados ausentes

A andlise inicial dos dados revelou a presenca de dados omissos (missing data) em
variaveis clinicas categoricas. Para evitar o viés de selecdo decorrente da exclusdo de amostras e
manter o poder estatistico da analise, optou-se pela técnica de imputacao multipla nao paramétrica.
Utilizou-se o algoritmo missForest, implementado via pacote missForest (STEKHOVEN;
BUHLMANN, 2012) no software R (versdo 4.5.2) (R CORE TEAM, 2025). A escolha deste
método justifica-se por sua robustez em lidar com dados bioldgicos multidimensionais, variaveis
categoricas e continuas simultaneamente, além de ndo exigir pressupostos sobre a distribui¢dao
normal dos dados. O algoritmo opera através do treinamento de florestas aleatorias (Random
Forests) de forma iterativa, imputando os valores ausentes com base na predicdo das demais
variaveis do conjunto de dados. A configuragdo do algoritmo incluiu o uso de 100 arvores por
floresta (ntree = 100) e um limite de 10 iteragdes para convergéncia. A qualidade e a acuricia da
imputagdo foram validadas por meio da estimativa do erro Qut-of-Bag (OOB). O tratamento dos
dados ausentes demonstrou alta precisao, com uma Propor¢ao de Classificacdo Incorreta (PFC) de
2,71% para as varidveis categdricas, o que confirmou a fidedignidade do processo de

preenchimento e a preservacdo da estrutura original dos dados clinicos.

5.1.6 Analises estatisticas

As variaveis categodricas foram apresentadas como frequéncias absolutas e percentuais. O
teste qui-quadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario, foram aplicados para avaliar
as associacOes entre as varidveis categoricas (sexo, idade, sinais clinicos, vacinagdo contra a
COVID-19, hospitalizagdo, ocupacdo de leitos hospitalares, uso de suporte ventilatorio e
desfecho). Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo, com um intervalo
de confianga de 95%. As seguintes varidveis foram incluidas no modelo de regressao logistica
multipla: sexo, idade e presenca de comorbidades, bem como as variaveis com p < 0,05 na analise
univariada. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares JASP, versoes 0.18.3
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e 0.19.1 (Amsterda, Holanda do Norte, Holanda), IBM SPSS Statistics v. 22 (Chicago, Illinois,
EUA) e R, versdo 4.5.2 (Viena, Austria) (R CORE TEAM, 2025).

5.2 Artigo 11

O artigo II teve como objetivo verificar a ocorréncia de variantes de preocupagdo do SARS-

CoV-2 ¢ sua associagdo com manifestacoes clinicas.

5.2.1 Populacdo de estudo

Entre agosto de 2021 e margo de 2022, foram coletadas amostras de swab nasofaringeo
oriundas das cidades assistidas pela VIII GERES. Essas amostras foram recebidas em meio de
transporte viral e processadas no LAMUPE. O diagnéstico de COVID-19 foi confirmado por RT-
qPCR. No periodo do estudo, casos suspeitos atendidos pelo sistema publico de satde com
sintomas gripais, casos e Obitos por SRAG, contatos de casos confirmados com COVID-19 e

pacientes submetidos a cirurgias eletivas, foram testados por RT-PCR em tempo real.

5.2.2 Dados clinicos

Os dados clinicos e sociodemograficos foram obtidos a partir da Ficha de Notificagdo de
Sindrome Gripal (SG) preenchida no momento da admissdo do paciente e disponivel no Sistema

de Informacao de Vigilancia Epidemiologica da Gripe (SIVEP-Gripe).

5.2.3 Extragdo de material genético e detec¢io do SARS-CoV-2

As amostras de swab nasofaringeo foram processadas utilizando vortex e armazenadas em
criotubos de 1,8 mL. Posteriormente, o material genético foi extraido por meio do Extracta Kit
Fast - DNA e RNA Viral em extrator automatico (Extracta 32, Loccus do Brasil, Sdo Paulo, Brasil),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Imediatamente depois, as amostras de RNA (5 pL)
foram testadas para SARS-CoV-2 no sistema de PCR em tempo real QuantStudio 5 (Thermo
Fisher Scientific). Durante o periodo do estudo, foram utilizados os seguintes kits para deteccao
do SARS-CoV-2 por sondas de hidrolise: Allplex SARS-CoV-2 Assay (Seegene), que detecta os
genes E, N e RARP; SARS-CoV-2 EDx (Bio-Manguinhos, FIOCRUZ), que identifica o gene E; e
o Kit BIOMOL OneStep/COVID-19 (Instituto de Biologia Molecular do Parana - IBMP), que
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permite o diagnostico por meio da detecgdo dos genes ORF e N. Todos os kits utilizaram também

um controle interno humano, por exemplo a RNase P, para controle de qualidade do teste.

5.2.4 Sequenciamento

Uma subamostra aleatoria dos casos positivos com valor de threshold cycle (Ct) inferior a
27 foi encaminhada para sequenciamento na Plataforma Tecnoldgica do Instituto Aggeu
Magalhdes - Fundag¢do Oswaldo Cruz Pernambuco. Bibliotecas gendmicas foram construidas
utilizando o kit CovidSeq (Illumina, San Diego, Califérnia, EUA) inserindo 3 conjuntos de primers
descritos por Naveca et al. (2022), e o sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma Miseq

[llumina com o kit Miseq V3 150 ciclos.

5.2.5 Analise dos dados de sequenciamento

Os dados de sequenciamento foram analisados com o ViralFlow v0.6.0 (DEZORDI et al.,
2022), que compreende o processamento de dados de sequenciamento, geracdo de genomas de
consenso, assinatura de variantes e obtencdo de métricas de montagem. Leituras duplicadas,
primers, leituras menores que 75 nucleotideos e regides de leituras com qualidade média do Phred
Score inferior a 20 foram removidas com o fastp (CHEN et al., 2018). As leituras tratadas foram
mapeadas em relacdo ao genoma de referéncia SARS-CoV-2 (NC 045512.2) com a ferramenta
BWA (LI; DURBIN, 2009), e o consenso foi gerado usando os dados de mapeamento em
combinacao com SAMtools (LI et al., 2009) e iVar (GRUBAUGH et al., 2019), usando um limite
de qualidade de mapeamento de 30 e uma profundidade minima de 5 leituras para identificar
variantes de nucleotideo nico e indels presentes como alelos majoritarios. A profundidade média
de sequenciamento de cada amostra foi calculada com a ferramenta bamdst (SHIQUAN, [s.d.]), e
a cobertura exata considerando o limite de profundidade de 5 foi calculada com uma fun¢ao
ViralFlow interna. As variantes foram assinadas com Pangolin, Nextclade e Outbreak.info

(AKSAMENTOV et al., 2021; GANGAVARAPU et al., 2023; O'TOOLE et al., 2021).

5.2.6 Criterios de inclusao

Amostras identificadas como Delta (B.1.617.2, AY.*) ou Omicron (B.1.1.529, BA.*) por

sequenciamento genético foram incluidas na analise.
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5.2.7 Critérios de exclusao

Foram excluidos da analise individuos infectados por outras variantes e aqueles cujos dados

clinicos nao puderam ser obtidos.

5.2.8 Analises estatisticas

A distribuicdo normal das variaveis continuas foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. As
comparagdes entre dois grupos foram feitas por meio do teste de Mann-Whitney. As variaveis
categoricas foram expressas em frequéncia absoluta e percentual. As associagdes entre as variaveis
categoricas foram verificadas pelo teste qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher. As anélises

estatisticas foram realizadas no software JASP v.0.16.3.

5.3 Artigo 111

O artigo III teve como objetivo identificar os principais patdogenos respiratorios associados

ao aumento no numero de internagdes pediatricas por infecgdo respiratdria aguda grave (SARI).

5.3.1 Coleta de amostras e dados clinicos

Amostras de swab nasofaringeo de sete municipios (Afranio, Cabrobo, Dormentes, Lagoa
Grande, Petrolina, Oroc6 e Santa Maria da Boa Vista) no estado de Pernambuco, Nordeste do
Brasil, foram recebidas no Laboratério Avangado de Diagnoéstico e Estudos em Saude e Ambiente
da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (LADESA/UNIVASF), localizado em
Petrolina, entre as semanas epidemioldgicas 11 e 21 de 2024 (margo a maio), durante a epidemia
de SARI em pacientes pediatricos. Este estudo transversal incluiu amostras de pacientes de até
cinco anos de idade com doenga semelhante a gripe que evoluiram para SARI devido a presenca
de um ou mais dos seguintes sinais clinicos: dispneia, niveis de saturacao de oxigénio inferiores a
95% ou desconforto respiratorio. Esses critérios foram estabelecidos pelo Ministério da Satde do
Brasil. Os dados clinicos e sociodemograficos foram obtidos a partir da Ficha de Investigag¢do de
Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) registrada no Sistema de Informagdo de Vigilancia

Epidemiologica da Gripe (SIVEP-Gripe).

5.3.2 Detecgao de patogenos respiratorios

As amostras de swab nasofaringeo, que foram recebidas em meio de transporte viral, foram
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processadas em criotubos de 2,0 mL e armazenadas em um ultrafreezer ajustado a -80°C.
Posteriormente, o material genético foi extraido utilizando o kit Extracta DNA e RNA Viral Fast
em um extrator automatizado (Extracta 32, Loccus do Brasil, Sao Paulo, Brasil) de acordo com as
instrugdes do fabricante. A presenca do SARS-CoV-2 foi confirmada por PCR em tempo real,
utilizando o kit GeneFinder COVID-19/Flu A&B Real Amp (OSANG Healthcare, Gyeonggi-do,
Republica da Coreia).

O kit Xgen Multi PR 21 (Mobius Life Science, Parand, Brasil) foi utilizado para a detec¢ao
dos seguintes patogenos: virus influenza A (FLUAV), virus influenza B (FLUBV), influenza
A(HIN1)pdm09 (HINI1), coronavirus humanos (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43,
HCoV_HKU1), virus parainfluenza humanos 1-4 (HPIV1-4), metapneumovirus humanos A ¢ B
(HMPV), rinovirus (RV), virus sincicial respiratorio A e B (RSV), enterovirus (EV), parechovirus
humano (HPeV), adenovirus humano (HAdV), bocavirus humano (HBoV) e Mycoplasma
pneumoniae (Mpneu). O kit emprega sondas de hidrdlise marcadas com fluor6foros distintos
(FAM, VIC, ROX e Cy5) para a deteccao dos alvos. Todas as reacdes foram realizadas no sistema

de PCR em tempo real QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

5.3.3 Analises estatisticas

A normalidade da distribuicao das variaveis continuas foi verificada utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. As variaveis categoricas foram expressas como frequéncia absoluta e percentual,
enquanto as varidveis continuas foram expressas como mediana e intervalo interquartil. Os dados
ausentes foram tratados como “em branco” e excluidos da andlise estatistica. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o software JASP, versdo 0.18.3 (Amsterda, Holanda do

Norte, Holanda).

5.3.4 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HC-UFPE (CAAE: 51751121.0.0000.8807),
que concedeu dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por se tratar de pesquisa
com material bioldgico e dados secundérios provenientes da rotina assistencial, sem intervengao
ou contato direto com os participantes. A obtencdo individual do consentimento mostrou-se
inviavel diante da natureza retrospectiva e do volume de registros analisados. As amostras e

informagdes foram codificadas numericamente, garantindo anonimizagdo, confidencialidade e
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risco minimo aos participantes, em conformidade com a Resolu¢do CNS n° 466/2012 e diretrizes

do Sistema CEP/CONEP.

6. RESULTADOS

6.1 Artigo 1

Titulo: Prevaléncia e fatores clinicos associados a deteccdo de patdgenos respiratdrios em casos
pediatricos e adultos de infecgao respiratoria aguda grave: um estudo transversal do Nordeste do

Brasil
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Resumo

Contexto: A infeccdo respiratoria aguda grave (SARI) continua a representar uma carga
significativa nas populacdes pediatricas e adultas, especialmente em paises de baixa e média
renda. Este estudo transversal teve como objetivo determinar a frequéncia e os fatores clinicos
associados a patdgenos respiratorios em casos de SARI em sete municipios do Nordeste do

Brasil.

Meétodos: De fevereiro a setembro de 2022 e 2023, amostras respiratdrias de pacientes com SARI
foram analisadas utilizando RT-PCR em tempo real para detectar 22 patdgenos respiratorios,
incluindo o SARS-CoV-2. Dados clinicos e demograficos foram avaliados para identificar

associagdes com padroes de deteccao de patdogenos.

Resultados: Dos 326 casos de SARI, 262 (80,37%) foram positivos para outros patdgenos
respiratorios (ORP) e 31 (9,50%) para SARS-CoV-2. Entre os casos de ORP, 130 (49,61%)
foram detecg¢des unicas e 132 (50,38%) foram codeteccdes. Os patdgenos detectados com mais
frequéncia foram o rinovirus (RV, 25,11%) e o virus sincicial respiratorio A e B (RSV, 19,91%)).
A febre dobrou as chances de codetec¢ao (OR = 2,054; IC 95% = 1,048 - 4,026; p = 0,036),
enquanto o vomito representou uma reducao de aproximadamente 68% (OR = 0,323; IC 95% =

0,141 — 0,741; p = 0,008).

Conclusdes: O rinovirus (RV) e o virus sincicial respiratorio A e B (RSV) foram os patégenos
mais prevalentes, particularmente em casos pediatricos de SARI. Padrdes clinicos distintos foram
observados entre detecgdes unicas e codetecgdes, incluindo diferencas na prevaléncia de febre e
vomito. Esses achados destacam a apresentagao clinica heterogénea da SARI e a necessidade de

estratégias de vigilancia e manejo especificas para cada patdégeno.

Palavras-chave: crianga, adulto, infecgdes, virus, epidemias.
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Introducio

As infecgOes respiratorias agudas (ARI) continuam sendo uma grande preocupagdo de
saude publica global e sdo causadas principalmente por uma ampla variedade de patdégenos. Estes
incluem, entre outros, rinovirus (RV), virus sincicial respiratério (RSV), adenovirus humano
(HAdV), virus da gripe e coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2)
(SEO et al., 2014). Criangas e idosos sdo particularmente suscetiveis & ARI, com um risco maior
de desenvolver complicagdes em comparacdo com adultos mais jovens (TREGONING;
SCHWARZE, 2010). As manifesta¢des clinicas da ARI variam de sintomas leves, como tosse,
dor de cabega e rinorreia, a condigdes graves, incluindo pneumonia e infecgdo respiratoria aguda

grave (SARI), que podem ser fatais.

No Brasil, o Ministério da Satde define a SARI com base na presenc¢a de sinais clinicos
como dispneia, desconforto respiratorio e saturacao de oxigénio abaixo de 95% (BRASIL, 2021).
Grande parte das pesquisas atuais sobre patdgenos respiratorios tem se concentrado na
caracterizacao de seus perfis etiologicos e padrdes de transmissdo sazonal em diferentes grupos
demograficos (FU et al., 2024; KARABULUT et al., 2024; LI et al., 2021; PUN et al., 2024;
WALKER et al., 2022a). Um ntimero crescente de estudos também tem explorado o papel das
codetecgdes, tanto na expansao do espectro clinico das ARI (ALKHALF et al., 2022; JI et al.,
2023; YAKOVLEV et al., 2024) quanto na gravidade da doenga (DUYU; KARAKAYA, 2021;
GOMEZ-GARCIA et al., 2024; ZHANG et al., 2021).

Dados epidemioldgicos do Brasil destacam a carga clinica dos patdogenos respiratorios.
Eisen et al. (2021) relataram altas taxas de infec¢des por SARS-CoV-2 e RSV entre criancgas e
adultos hospitalizados com sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) entre margo e
dezembro de 2020. Da mesma forma, Dias et al. (2024), utilizando dados do Sistema de
Informagao de Vigilancia Epidemiologica da Gripe (SIVEP-Gripe), identificaram aumento da
mortalidade entre criancas e adolescentes com ARI grave, especialmente aqueles que
apresentavam saturagdo de oxigénio abaixo de 95%, comorbidades e residéncia na regido
Nordeste do pais. Esses pacientes foram afetados tanto pelo SARS-CoV-2 quanto por virus

respiratorios sazonais, incluindo influenza, HAdV e RSV.

Nesse contexto, mapear a prevaléncia de patdogenos respiratorios em casos de SARI ¢
essencial por varias razdes: (i) as ARI contribuem significativamente para a carga global de

doencas infecciosas (BENDER et al., 2024); (ii) ¢ imperativo compreender a relacdo entre os
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padroes de deteccdo de patdgenos respiratorios e as manifestacdes clinicas para melhorar o
manejo e desfecho clinicos (MOSTAFA et al., 2024); e (iii) tais estudos fornecem insights sobre
a dindmica de circulagdo comunitaria dos patogenos envolvidos em SARI entre diferentes faixas
etarias (TANG et al., 2023a). Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia de
patdgenos respiratdrios e os fatores clinicos associados a sua ocorréncia em pacientes pediatricos

e adultos diagnosticados com SARI em municipios do Nordeste do Brasil.
Métodos

Desenho do estudo

Este estudo transversal incluiu pacientes pediatricos e adultos diagnosticados com infecgao
respiratoria aguda grave (SARI). Inicialmente, o banco de dados Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SRAG) do Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2024) foi consultado para obter o
nimero nacional de testes positivos para patdgenos respiratorios entre 2017 e 2022. O periodo de
fevereiro a setembro nos anos de 2017 e 2019 apresentou nimeros mais elevados de casos de SARI
em comparagao com os meses de outubro a janeiro (Figura 1). Com base nesse padrao, o periodo
de fevereiro a setembro de 2022 e 2023 foi selecionado para a detec¢ao de patdogenos respiratdrios
em amostras de swab nasofaringeo. Além disso, observou-se um aumento substancial nos casos
de SARI em todo o pais entre 2020 e 2022, coincidindo com a pandemia da COVID-19 (Figura
2).
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Figura 1: Numero relativo de testes positivos para patdgenos respiratorios em amostras de pacientes diagnosticados com infecgdo respiratoria aguda grave (SARI) no Brasil, de
2017 a2019. Adenoviridae [adenovirus humano (HAdAV)], Orthomyxoviridae [virus influenza A (FLUAV) e virus influenza B (FLUBV)], Paramyxoviridae [virus parainfluenza

humano 1-4 (HPIV1-4)], Parvoviridae [bocavirus humano (HBoV)], Picornaviridae [rinovirus (RV)] e Pneumoviridae [metapneumovirus humano (HMPV) e virus sincicial
respiratorio (RSV)].
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Figura 2: Naimero relativo de testes positivos para patdgenos respiratorios em amostras de pacientes diagnosticados com infecgdo respiratoria aguda grave (SARI) no Brasil, de
2020 a 2022. Adenoviridae [adenovirus humano (HAdV)], Coronaviridae [coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2)], Orthomyxoviridae [virus

influenza A (FLUAV) e virus influenza B (FLUBV)]|, Paramyxoviridae [virus parainfluenza humano 1-4 (HPIV1-4)], Parvoviridae [bocavirus humano (HBoV)],

Picornaviridae [rinovirus (RV)] e Pneumoviridae [metapneumovirus humano (HMPV) e virus sincicial respiratorio (RSV)].



Coleta de amostras e dados clinicos

Amostras de swab nasofaringeo foram coletadas de pacientes residentes em sete municipios
(Afranio, Cabrob6, Dormentes, Lagoa Grande, Petrolina, Orocd e Santa Maria da Boa Vista) no
estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Essas amostras foram enviadas ao Laboratorio de
Pesquisa Multiusuério do Hospital Universitario Dr. Washington Antonio de Barros (EBSERH-
UNIVASF), em Petrolina, Pernambuco, entre fevereiro ¢ setembro de 2022 ¢ 2023. As amostras
elegiveis foram obtidas de pacientes pediatricos e adultos com suspeita de infeccdo por SARS-
CoV-2, apresentando doenca semelhante a gripe e que evoluiram para SARI, conforme definido
pela presenca de pelo menos um dos seguintes sinais clinicos: dispneia, saturagdo de oxigénio
abaixo de 95% ou desconforto respiratorio, de acordo com os critérios estabelecidos pelo
Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2021). Os dados sociodemograficos e clinicos foram
obtidos a partir dos formularios oficiais de notificacio de SARI coletados no momento da
admissdo do paciente e disponiveis no banco de dados da Secretaria de Satide do Estado de

Pernambuco.

Detecgdo de patogenos respiratorios

As amostras recebidas em meio de transporte viral foram aliquotadas em criotubos de 2,0
mL e armazenadas em ultrafreezer a —80°C. O RNA/DNA viral foi extraido utilizando o kit
Extracta DNA e RNA Viral Fast com o sistema automatizado Extracta 32 (Loccus do Brasil, Sao

Paulo, Brasil), seguindo o protocolo do fabricante.

A deteccao do SARS-CoV-2 foi realizada por RT-qPCR utilizando um dos seguintes kits de
diagnostico, dependendo do momento da coleta da amostra: Allplex™ SARS-CoV-2 Assay
(Seegene, Seul, Coreia do Sul), SARS-CoV-2 EDx (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
Brasil), BIOMOL One Step/COVID-19 (IBMP, Parana, Brasil), GeneFinder™ COVID-19/Flu
A&B RealAmp (OSANG Healthcare, Coreia do Sul) ou protocolo CDC (Centers for Disease
Control and Prevention, EUA).

A detecgdo de outros patdgenos respiratorios (ORP) foi realizada utilizando o kit Xgen Multi
PR 21 (Mobius Life Science, Parand, Brasil), que tem como alvo os seguintes agentes: virus
influenza A (FLUAYV), virus influenza B (FLUBYV), influenza A(HINI1)pdm09 (HINI),
coronavirus humanos (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-HKU1), virus

parainfluenza humanos 1-4 (HPIV1-4), metapneumovirus humanos A e B (HMPV), rinovirus
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(RV), virus sincicial respiratério A e B (RSV), enterovirus (EV), parechovirus humano (HPeV),
adenovirus humano (HAdV), bocavirus humano (HBoV) e Mycoplasma pneumoniae (Mpneu). A
deteccao foi realizada utilizando sondas de hidrélise marcadas com fluoroforos (FAM, VIC, ROX
e Cy5) e a amplificagdo foi realizada no sistema de PCR em tempo real QuantStudio™ 5 (Thermo

Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

Aprovagdo ética e consentimento para participag¢do

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HC-UFPE (CAAE: 51751121.0.0000.8807),
que concedeu dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por se tratar de pesquisa
com material bioldgico e dados secundérios provenientes da rotina assistencial, sem intervengao
ou contato direto com os participantes. A obtencdo individual do consentimento mostrou-se
invidvel diante da natureza retrospectiva e do volume de registros analisados. As amostras e
informacdes foram codificadas numericamente, garantindo anonimizagdo, confidencialidade e
risco minimo aos participantes, em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/2012 e diretrizes

do Sistema CEP/CONEP.
Tratamento de dados ausentes

A andlise inicial dos dados revelou a presenca de dados omissos (missing data) em
variaveis clinicas categoricas. Para evitar o viés de sele¢dao decorrente da exclusdo de amostras e
manter o poder estatistico da analise, optou-se pela técnica de imputagdo multipla ndo paramétrica.
Utilizou-se o algoritmo missForest, implementado via pacote missForest (STEKHOVEN;
BUHLMANN, 2012) no software R (versdo 4.5.2) (R CORE TEAM, 2025). A escolha deste
método justifica-se por sua robustez em lidar com dados bioldgicos multidimensionais, variaveis
categoricas e continuas simultaneamente, além de ndo exigir pressupostos sobre a distribui¢dao
normal dos dados. O algoritmo opera através do treinamento de florestas aleatorias (Random
Forests) de forma iterativa, imputando os valores ausentes com base na predi¢ao das demais
variaveis do conjunto de dados. A configuracao do algoritmo incluiu o uso de 100 arvores por
floresta (ntree = 100) e um limite de 10 iteragdes para convergéncia. A qualidade e a acurécia da
imputacao foram validadas por meio da estimativa do erro Out-of-Bag (OOB). O tratamento dos
dados ausentes demonstrou alta precisao, com uma Propor¢ao de Classificacao Incorreta (PFC) de
2,71% para as variaveis categoricas, o que confirmou a fidedignidade do processo de

preenchimento e a preservacdo da estrutura original dos dados clinicos.
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Analises estatisticas

As variaveis categodricas foram apresentadas como frequéncias absolutas e percentuais. O
teste qui-quadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario, foram aplicados para avaliar
as associacdes entre as variaveis categoricas (sexo, idade, sinais clinicos, vacinagdo contra a
COVID-19, hospitalizagdo, ocupacdo de leitos hospitalares, uso de suporte ventilatorio e
desfecho). Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo, com um intervalo
de confianca de 95%. As seguintes variaveis foram incluidas no modelo de regressao logistica
multipla: sexo, idade e presenca de comorbidades, bem como as varidveis com p < 0,05 na andlise
univariada. As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares JASP, versoes 0.18.3
e 0.19.1 (Amsterda, Holanda do Norte, Holanda), IBM SPSS Statistics v. 22 (Chicago, Illinois,
EUA) e R, versdo 4.5.2 (Viena, Austria) (R CORE TEAM, 2025).

Resultados

Um total de 7.307 amostras de swab nasofaringeo foram recebidas entre fevereiro e
setembro de 2022 e 2023 (Figura 3). Destas, 326 foram relatadas como casos de SARI, o que
resultou na deteccdo de 462 patdgenos respiratérios. Entre esses 462 testes positivos, os virus
identificados com mais frequéncia foram rinovirus (RV; 116; 25,11%), virus sincicial respiratorio
A e B (RSV; 92; 19.91%) e bocavirus humano (HBoV; 62; 13,42%). Apenas um caso foi
identificado para cada um dos seguintes patdogenos: virus parainfluenza humano 1 (HPIV1),
influenza A(HIN1)pdm09 (HIN1), coronavirus humano NL63 (HCoV_NL63), coronavirus
humano HKU1 (HCoV_HKU1) e Mycoplasma pneumoniae (Mpneu) (Figura 4).

Entre os 150 testes positivos correspondentes a detecgdes de um unico patdégeno, RV (48;
32,00%), RSV (38; 25,33%) e SARS-CoV-2 (20; 13,33%) foram os mais prevalentes. Os virus
influenza foram identificados apenas em detec¢des Unicas, com dois casos de influenza A

(FLUAV) em 2022 e trés casos de influenza B (FLUBV) em 2023 (Figura 5).

Entre os casos de codetecgdes duplas, o RSV e o RV foram os mais prevalentes. Os
seguintes patdgenos foram detectados com RV: HAAV (19/50; 38%), RSV (10/50; 20%), HBoV
(7/50; 14%), HMPV (4/50; 8%), SARS-CoV-2 (3/50; 6%), HPIV3 (3/50; 6%), HPeV (2/50; 4%)
e HCoV_0C43 (2/50; 4%). O RSV demonstrou uma alta frequéncia de codetec¢do com o HPeV
(12/34; 35,29%). Foi observada a codeteccao do SARS-CoV-2 com outros virus respiratorios, com
o RV sendo identificado em trés dos seis casos (50%), seguido pelo HAdV, HBoV e HPIV1, cada
um detectado em um dos seis casos (16,66%) (Figura 6).
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Figura 3: Diagrama de fluxo STROBE. Infecgdo respiratoria aguda grave (SARI), Outros Patdégenos Respiratérios (ORP) e coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2
(SARS-CoV-2).
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Houve codetecgdo de trés ou mais patdgenos em um total de 50 amostras. As codetecgdes
mais prevalentes foram RV — RSV —HBoV (5/50; 10%) e RSV —HBoV — HPeV (4/50; 8%). Entre
as amostras positivas para SARS-CoV-2, cinco casos envolveram a codeteccdo de trés ou mais
patogenos, incluindo as seguintes combinagdes: RSV — HPeV — SARS-CoV-2; RSV — HBoV —
SARS-CoV-2; RV — HPIV3 — SARS-CoV-2; RV — HBoV — SARS-CoV-2; e RV - RSV — HBoV
— HPIV3 — SARS-CoV-2. Notavelmente, HPIV1 ¢ HINI1 nido foram identificados em casos de

codetec¢ao de trés ou mais patogenos (Figura 7).

Entre os pacientes positivos para ORP, a maioria foi do sexo masculino (158; 60,30%),
com idade entre 0 e 12 meses (151; 57,63%). Houve associacdo entre a idade em anos e a deteccao
de ORP (p = 0,027), mas que nao foi observada ao subdividir a idade em classes. Apesar disso,
notou-se maior frequéncia de individuos com idade entre 0 e 12 meses em casos de codetec¢do em
em relagdo a deteccdo tnica de ORP. Por sua vez, as detec¢des unicas foram significativamente
mais associadas ao vomito em comparagao com as codetecgoes (p = 0,007), enquanto a febre foi
observada com mais frequéncia nos casos de codetecgao (p = 0,048) (Tabela 1). Foi realizada uma
andlise de regressdo logistica multipla e, entre as varidveis examinadas, a febre e o vomito
demonstraram associa¢do com a deteccao de ORP. Os resultados sugeriram que os individuos com
febre tiveram o dobro de chance de apresentarem uma codeteccdo em comparagdo com aqueles
sem febre (OR = 2,054; IC 95% = 1,048 - 4,026; p = 0,036). Em contrapartida, o vomito reduziu
as chances de codeteccdo em aproximadamente 68% (OR = 0,323; IC 95% = 0,141 — 0,741; p =
0,008). As demais variaveis incorporadas ao modelo ndo demonstraram associagdo significativa

com a deteccao de ORP (Tabela 2).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e sociodemograficas de pacientes adultos e pediatricos diagnosticados com infecgao respiratoria aguda grave (SARI) em sete municipios do estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil, de fevereiro a setembro de 2022 € 2023.

ORP SARS-CoV-2
Varidveis Deteccdo unica Codetecgao Valor de p* (pc**) Deteccdo unica Codeteccao Valor de p* (pc**)
N 130 132 20 11
Sexo
Masculino, n (%) 81 (62,30) 77 (58,33) 0,511 10 (50,00) 2 (18,18) 0,082
Feminino, n (%) 49 (37,69) 55 (41,66) 10 (50,00) 9 (81,81)
Idade
Meses, mediana (IQR) 12 (6,25 - 36) 12 (5,75 - 24) 0,080 828 (717 - 894) 60 (11,50 - 84) 0,006
Anos, mediana (IQR) 1(0-3) 1(0-2) 0,027 69 (59,75 - 74,50) 5(0,50-7) 0,004
0 - 12 meses, n (%) 74 (56,92) 83 (62,88) 0,565 3 (15) 5(45,45) < 0,001
2 - 4 anos, n (%) 36 (27,69) 36 (27,27) - -
5-17 anos, n (%) 18 (13,84) 12 (9,09) - 5(45,45)
18 anos ou mais, n (%) 2 (1,54) 1 (0,76) 17 (85) 1(9,09)
Sinais clinicos
Febre, n (%) 100 (76,92) 114 (86,36) 0,048 (0,036) 15 (75,00) 7 (63,63) 0,505
Tosse, n (%) 125 (96,15) 121 (91,66) 0,129 16 (80,00) 11 (100,00) 0,112
Dispneia, n (%) 95 (73,07) 106 (80,30) 0,166 14 (70,00) 9 (81,81) 0,472
Coriza/congestao nasal, n (%) 35(26,92) 40 (30,30) 0,545 5 (25,00) 5 (45,45) 0,244
Dor de garganta, n (%) 7 (5,38) 3(2,27) 0,189 4 (20,00) - 0,269
Fadiga, n (%) - 3(2,27) 0,247 7 (35,00) 1(9,09) 0,115
Desconforto Respiratorio, n (%) 101 (77,69) 100 (75,75) 0,711 8 (40,00) 8(72,72) 0,081
Disturbios olfativos e/ou gustativos, n (%) - - - 1 (5,00) - 1,000
Vomito, n (%) 23 (17,69) 9 (6,81) 0,007 (0,008) 3 (15,00) - 0,535
Diarreia, n (%) 16 (12,30) 10 (7,57) 0,200 4 (20,00) - 0,269
Cefaleia, n (%) - 1 (0,75) 1,000 1 (5,00) - 1,000
Saturacdo de oxigénio < 95%, n (%) 78 (60,00) 87 (65,90) 0,322 14 (70,00) 9 (81,81) 0,472
Mialgia, n (%) - - - 1 (5,00) - 1,000
Cianose, n (%) 1 (0,76) - 0,496 1 (5,00) - 1,000
Batimento asa de nariz, n (%) 1(0,76) 1(0,75) 0,991 - - -
Dor abdominal, n (%) 5(3,84) 1 (0,75) 0,095 1 (5,00) - 1,000
Inapeténcia, n (%) - 1(0,75) 1,000 - - -
Obstru¢do nasal, n (%) 5(3.,84) 5(3,78) 0,980 - - -

* valor de p obtido utilizando o teste qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher ** valor de p ajustado para idade, sexo ¢ comorbidades por regressdo logistica multipla. Associa¢des
significativas estdo em negrito. ORP: Outros Patdgenos Respiratérios; SARS-CoV-2: Coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2; IQR: Intervalo Interquartil.



Tabela 1 (continuagdo). Caracteristicas clinicas e sociodemograficas de pacientes adultos e pediatricos diagnosticados com infec¢ao respiratoria aguda grave (SARI) em sete municipios do
estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, de fevereiro a setembro de 2022 e 2023.

ORP SARS-CoV-2
Varidveis Deteccgdo unica Codetecgdo Valor de p* (pc**) Deteccgdo unica Codetecgao Valor de p* (pc**)
N 130 132 20 11
Vacinagdo contra COVID-19
Sim, n (%) 2 (1,54) - 0,245 9 (45) 1(9,09) 0,041
Nio, n (%) 128 (98,46) 132 (100) 11 (55) 10 (90,91)
Comorbidades
Asma 6 (4,62) 2(1,52) 0,145 - 4 (36,36) 0,010
Diabetes 1 (0,77) - 0,496 3 (15) 1 (9,09) 0,639
Doengas cardiacas ou vasculares - 1 (0,76) 1,000 11 (55) - 0,002
Doengas neuroldgicas 1(0,77) - 0,496 1(5) - 1,000
Doengas renais cronicas - - - - 1 (9,09) 0,355
Doengas hematologicas 1(0,77) - 0,496 - - -
Hipertensao - - - 2 (10) 1(9,09) 0,935
Tabagismo - - - 3(15) - 0,535
Pneumonia - 1 (0,76) 1,000 - - -
Sindrome de Down 1(0,77) 2(1,52) 0,570 - - -
Puérpera - 1(0,76) 1,000 - - -
Hospitalizagdo
Sim, n (%) 130 (100) 132 (100) - 18 (90) 11 (100) 0,527
Nao, n (%) - - 2 (10) -
Leito
Unidade de terapia intensiva, n (%) 1(0,77) 2 (1,52) 1,000 3 (15) 1 (9,09) 1,000
Enfermaria, n (%) 129 (99,23) 130 (98,48) 17 (85) 10 (90,91)
Uso de suporte ventilatorio
Sim, invasivo, n (%) 6 (4,61) 10 (7,58) 0,499 2 (10) 1(9,09) 0,143
Sim, ndo-invasivo, n (%) 79 (60,77) 73 (55,30) 18 (90) 8 (72,73)
Nio, n (%) 45 (34,61) 49 (37,12) - 2 (18,18)
Desfecho clinico
Obito, n (%) - 1(0,76) 1,000 10 (50) 1 (9,09) 0,023 (0,346)
Cura, n (%) 130 (100,00) 131 (99,24) 10 (50) 10 (90,90)

* valor de p obtido utilizando o teste qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher. ** valor de p ajustado para idade, sexo e comorbidades por regressdo logistica multipla. Associagdes
significativas estdo em negrito. ORP: Outros Patégenos Respiratdorios; SARS-CoV-2: Coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave 2; IQR: Intervalo Interquartil.



Tabela 2. Analise de regressdo logistica multipla de fatores associados a deteccdo de

ORP.

Variaveis OR (IC 95%) Valor de p
Sexo 0,750 (0,446 — 1,260) 0,277
Idade (meses) 0,995 (0,987 — 1,003) 0,242
Febre 2,054 (1,048 — 4,026) 0,036
Vomito 0,323 (0,141 —0,741) 0,008
Comorbidades 0,853 (0,243 — 2,995) 0,804

ORP: Outros Patogenos Respiratorios, OR: razdo de chance, IC: intervalo de confianga.

A maioria dos pacientes positivos para SARS-CoV-2 foi do sexo feminino (19; 61,29%)
com idade de 18 anos ou mais (18; 58,06%). Os casos de detec¢do unica de SARS-CoV-2 foram
mais frequentemente associados a idade igual ou superior a 18 anos (p <0,001), a vacinagdo contra
COVID-19 (p = 0,041) e ao 6bito (p = 0,023), em comparagdo com os casos de codetecgdo de
SARS-CoV-2 e outros patogenos (Tabela 1). A andlise de regressao logistica multipla indicou que
apenas o sexo apresentou associacdo significativa com o 6bito (OR = 9,107; IC 95% = 1,191 -

69,656; p = 0,033). As demais variaveis ndo demonstraram associagao significativa (Tabela 3).

Tabela 3. Analise de regressdo logistica multipla de fatores associados ao desfecho clinico em
sujeitos positivos para SARS-CoV-2.

Variaveis OR (IC 95%) Valor de p
Sexo 9,107 (1,191 — 69,656) 0,033
Idade (meses) 1,001 (0,998 — 1,005) 0,529
Deteccdo de SARS-CoV-2 0,249 (0,014 — 4,499) 0,346
Comorbidades 1,828 (0,137 — 24,405) 0,648

SARS-CoV-2: Coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2, OR: razdo de chance, IC:
intervalo de confianca.

Discussao

O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia e os fatores clinicos associados a
deteccdo de patogenos respiratorios em casos de infeccdo respiratéria aguda grave (SARI) em
municipios do Nordeste do Brasil. Os principais patogenos identificados durante o periodo do
estudo foram o rinovirus (RV) e o virus sincicial respiratério A e B (RSV), tanto em detecgdes
unicas quanto em codetecgoes. Em relacdo ao grupo ORP, a frequéncia de vomito foi mais elevada
em pacientes nos quais um unico patdgeno foi detectado em comparagao aos casos de codetecgao,

nos quais a febre foi mais prevalente.

As infecg0Oes respiratorias agudas (ARI) sdo caracterizadas por um conjunto especifico de
sinais clinicos, incluindo obstru¢ao nasal, dor de cabeca e tosse. Essas infec¢des tém o potencial
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de evoluir para SARI e, em certos casos, resultar em desfechos fatais. Conforme demonstrado
neste estudo, as criangas apresentam uma suscetibilidade elevada a ARI. Uma meta-andlise
abrangente de 78 estudos publicados entre novembro de 2019 e margo de 2023 revelou prevaléncia
de RSV e RV em detecgdes tnicas e codetecgdes entre criancas. Foi postulado que a prevaléncia
generalizada de virus nao envelopados, como os enterovirus, pode ser atribuida a dois fatores: alta
estabilidade ambiental e transmissdo prolongada entre individuos (BANDEIRA et al., 2024;
DALLMEYER et al., 2024; NIETO-RIVERA et al., 2023).

Nossas descobertas corroboram outros estudos realizados no Brasil. O RSV foi identificado
como o patégeno mais prevalente em criangas de até cinco anos de idade em Belo Horizonte,
Minas Gerais, sudeste do Brasil (MONTEIRO; DEZANET; FRANCA, 2016), ¢ no Distrito
Federal, centro-oeste do Brasil, entre 2011 ¢ 2019 (FREITAS et al., 2023). Uma prevaléncia
elevada de detecgoes de RSV, HMPV e HPIV foi observada em pacientes pediatricos com até
nove anos de idade no estado do Rio Grande do Sul, sul do Brasil, durante o periodo de 2023 a
2024 (RUIVO et al., 2025). E imperativo reconhecer que a detecgdo de material genético de um
patogeno especifico ndo significa, por si so, infec¢do ativa, limitando assim as inferéncias sobre a
etiologia das hospitalizagdes por infecgdes respiratdrias agudas (ARI). No entanto, a identificacao
de patdégenos como o0 RSV e o RV, que sdo as principais causas de mortalidade relacionada a ARI
em populagdes pediatricas (MENEZES et al., 2024), ressalta a necessidade de vigilancia continua

para apoiar a adocao de medidas terapéuticas e de controle eficazes no Nordeste do Brasil.

Nossos resultados sugerem uma associacao entre vomito e detecgdes unicas de ORP, mas
que precisa ser observada com cautela, uma vez que o tamanho amostral pode limitar a
generaliza¢do dos resultados. O papel do vOomito nas infec¢des respiratorias ainda ¢ objeto de
debate. Minodier et al. (2017) relataram uma rela¢do entre sintomas gastrointestinais, incluindo
vomito, e infec¢des Unicas por influenza, coronavirus humano e RSV em pacientes adultos
ambulatoriais entre 2014 e 2016. Yakovlev et al. (2024) descreveram sintomas clinicos adicionais,
como coriza, tosse e falta de ar, em criancas hospitalizadas com infecg¢des unicas entre janeiro de
2022 e margo de 2023. Além disso, um estudo realizado entre novembro de 2018 ¢ abril de 2019
reportou que sintomas gastrointestinais, incluindo vomito, nduseas e diarreia, estavam associados

a gravidade da doenca em criangas com ARI adquirida na comunidade (NEWMAN et al., 2023).

No presente estudo, fatores de confusao como sexo, idade e presenca de comorbidades nao

influenciaram a deteccdo de um unico patégeno em individuos hospitalizados por SARI,
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particularmente criangas. Consequentemente, a associacdo observada entre vomito e deteccdes
unicas de ORP sugere uma possivel ligacdo entre esses sintomas e¢ a gravidade das ARI. Esse
achado pode, por sua vez, contribuir para um manejo clinico mais eficaz dos pacientes. No entanto,
sd0 necessarias mais pesquisas para elucidar completamente a relacdo entre os sintomas

gastrointestinais e as infecgdes respiratorias agudas.

Os resultados do presente estudo também sugerem uma associagao entre febre e codetecgao
de ORP. A febre ¢ uma ocorréncia comum em infecgdes respiratorias leves e graves, com sua
frequéncia variando de acordo com o tipo de patdgeno. A prevaléncia dessa condicdo ¢ tipicamente
maior em populacdes pediatricas em comparagao com populagdes adultas, particularmente em
casos de infecgdes virais, um achado que se alinha com as observacdes registradas. Além disso, a
febre foi identificada como um componente critico da resposta inflamatéria do hospedeiro e da
eliminagdo de infecgdes. Sua auséncia tem sido associada a uma taxa de mortalidade elevada em
infecgoes graves (KAJI; WATANABE; AIZAWA, 2003; RIDGWAY etal., 2015; YOUNG et al.,
2012).

A associagdo entre febre e codeteccOes tem sido relatada de forma inconsistente na
literatura. De 2006 a 2008, Uitti et al. (2015) documentaram uma alta frequéncia de febre em
criangas com menos de 35 meses que apresentavam codetec¢do de patdgenos respiratorios. Da
mesma forma, Chughtai et al. (2017) relataram que as codetec¢des eram um preditor significativo
de febre entre profissionais de satide entre 2008 e 2011. No entanto, dados mais recentes da China
(2023-2024) ndo encontraram associacdo significativa entre codeteccdo e sintomas clinicos,
incluindo febre, em criangas e adultos com doenca febril adquirida na comunidade (DENG et al.,
2024). No entanto, nossa analise, que foi ajustada para fatores de confusdo, sugere uma associagao
entre febre e codetecgdes de ORP, particularmente em criangas. Os resultados deste estudo t€ém o
potencial de contribuir para a compreensdo da fisiopatologia das infec¢des respiratorias agudas,
ao mesmo tempo em que reforcam a necessidade de vigilancia de amplo espectro de patogenos

respiratorios, particularmente em populagdes latino-americanas, como o Nordeste do Brasil.

Além disso, observou-se uma maior frequéncia de 6bito entre individuos vacinados com
18 anos ou mais, nos quais apenas o0 SARS-CoV-2 foi detectado, em comparacdo com individuos
mais jovens, nos quais 0 SARS-CoV-2 e outros patdogenos foram codetectados. No entanto, o ajuste
subsequente para variaveis de confusdo, incluindo sexo, idade, deteccio do SARS-CoV-2 e

presenca de comorbidades, sugeriu uma associagao entre sexo € 0bito. Essa associa¢ao, no entanto,
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pode ser uma consequéncia do viés estatistico resultante do tamanho amostral. Acrescenta-se que
codeteccdes de SARS-CoV-2 e outros virus respiratérios, como HBoV e RV, foram observadas
em baixas frequéncias, consistentes com os achados relatados por Trifonova et al. (2024) em uma
coorte de criangas e adultos, incluindo pacientes ambulatoriais e internados, entre outubro de 2020

e janeiro de 2024.

Este estudo ndo esta isento de limitagdes. O tamanho da amostra ¢ o nimero limitado de
detecgdes bacterianas podem limitar a generalizagdo dos resultados, visto que o kit utilizado
detecta apenas um patogeno bacteriano. Além disso, é imperativo reconhecer que a metodologia
diagnostica baseada em RT-PCR em tempo real identifica o material genético dos patdogenos; no
entanto, ela ndo confirma a infec¢do ativa no momento da coleta da amostra. Apesar dessas
limitagdes, o presente estudo ¢ digno de nota por sua capacidade de propor associagdes entre
manifestagdes clinicas e a deteccdo de um amplo espectro de patdogenos respiratérios, expandindo
assim o discurso sobre as ramificagdes clinicas para pacientes pediatricos e adultos com SARI em

uma popula¢ao do Nordeste do Brasil.
Conclusoes

O presente estudo identificou a prevaléncia de rinovirus (RV) e virus sincicial respiratorio
A e B (RSV) em casos de SARI em sete municipios do Nordeste do Brasil, particularmente entre
pacientes pediatricos. Além disso, a febre dobrou as chances de codeteccio de patdgenos
respiratdrios, enquanto a presenga de vomito representou uma redugao de aproximadamente 68%.
Nossos achados destacam uma apresentacdo clinica heterogénea da SARI e reforgam a necessidade

de estratégias de vigilancia e manejo especificas para cada patogeno.
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Resumo

No final de 2021, surgiu uma nova variante do SARS-CoV-2 chamada Omicron, substituindo a
Delta em todo o mundo. Embora tenha sido associada a um menor risco de hospitalizagdo e formas
graves de COVID-19, hé poucas evidéncias de sua relagdo com sintomas especificos e carga viral.
O objetivo deste estudo foi verificar a relagdo entre as variantes de preocupagdo Delta e Omicron,
a carga viral e a ocorréncia de sintomas em individuos com COVID-19. Amostras de swab
nasofaringeo foram coletadas e sequenciadas de pacientes com COVID-19 da Regido Nordeste do
Brasil entre agosto de 2021 e marco de 2022. Os resultados mostraram uma substituigdo gradual
da variante Delta pela variante Omicron durante o periodo do estudo. Um total de 316 amostras
(157 Delta e 159 Omicron) foram incluidas. Houve uma maior prevaléncia de sintomas em
individuos infectados com Delta, como coriza, distirbios olfativos e gustativos, dor de cabeca e
mialgia. Nao houve associag@o entre a carga viral e as variantes analisadas. Os resultados aqui
relatados contribuem para a compreensao dos sintomas associados as variantes Delta e Omicron

em individuos afetados pela COVID-19.
Palavras-chave: COVID-19, variantes de preocupagao, Delta, Omicron, sintomas, carga viral
Introduciao

O SARS-CoV-2, agente etiologico da COVID-19, pode adquirir mutagdes que conferem
vantagens imunologicas, diagnosticas ou de escape imunologico € aumentam a transmissibilidade
e a gravidade da doengca (DUBEY et al., 2022). Essas muta¢des ocorrem em regides-chave da
proteina spike e elevam a aptiddo em comparagdo com as variantes que circulavam anteriormente,
o que limita a imunidade natural e pode reduzir a eficacia das vacinas (DUBEY et al., 2022). As
variantes com implicacdes clinicas e epidemiologicas sdo chamadas de variantes de preocupagao
(VOCs). Até o momento, as principais VOCs descritas sdo: Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama
(P.1), Delta (B.1.617.2) e Omicron (BA.1) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, [s.d.]).

No final de 2021, a variante Omicron surgiu e rapidamente substituiu a Delta em todo o
mundo, devido ao seu grande nimero de mutacdes ndo sindnimas e capacidade de escapar do

sistema imunologico (MANNAR et al., 2022). Apesar de seu alto poder de propagacao, estudos
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anteriores em populagdes africanas, europeias e americanas mostraram que a Omicron esta
associada a um menor risco de hospitalizagdo (GREENE et al., 2023; HARRIGAN et al., 2022;
HYAMS et al., 2023; WOLTER et al., 2022). No entanto, a maioria dos grandes estudos carece
de dados genomicos em nivel individual, pois usa informacdes vinculadas a bancos de dados

nacionais para inferir a ocorréncia de VOCs.

O Brasil ¢ um dos paises com o maior nimero de casos de COVID-19 em todo o mundo e
foi fortemente afetado pelo surgimento da variante Omicron em dezembro de 2021 (ARANTES
et al., 2022). Apesar do aumento do nimero de casos de COVID-19, ainda ha poucos dados sobre
a influéncia das VOCs em nivel individual na carga viral e nas caracteristicas clinicas dos
individuos infectados, especialmente nas populacdes latino-americanas. Assim, o objetivo deste
estudo foi verificar a relacdo entre as VOCs Delta e Omicron, a carga viral e a ocorréncia de

sintomas em individuos com COVID-19 da Regido Nordeste do Brasil.
Métodos
Populagdo de estudo

Incluimos amostras de swab nasofaringeo de individuos de 7 municipios da VIII Geréncia
Regional de Saude (GERES) do estado de Pernambuco, localizado na Regido Nordeste do Brasil,
coletadas entre agosto de 2021 e margo de 2022. As amostras foram recebidas em meio de
transporte viral no Laboratério de COVID-19 do Hospital Universitario Dr. Washington Antonio
de Barros (EBSERH-UNIVASF) e confirmadas por reagdo em cadeia da polimerase em tempo
real (RT-PCR). Durante o periodo do estudo, casos suspeitos atendidos pelo sistema publico de
satide com sintomas semelhantes aos da gripe, casos de sindrome respiratéria aguda grave (SARS),
mortes por SARS, contatos de casos confirmados com COVID-19 e pacientes submetidos a
cirurgias eletivas foram encaminhados para o teste por RT-PCR. Os dados sociodemograficos e
clinicos foram obtidos por meio das Fichas de Notificagdo de Sindrome Gripal registradas no
Sistema de Informag¢do de Vigilancia Epidemiologica da Gripe (SIVEP-Gripe). Os dados foram
registrados no momento da coleta da amostra. As amostras identificadas como Delta (B.1.617.2,
AY.*) ou Omicron (B.1.1.529, BA.*) por sequenciamento genético foram incluidas na analise.
Individuos infectados com outras variantes e aqueles cujos dados clinicos nao puderam ser obtidos
foram excluidos da analise. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas

da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE) sob o CAAE: 51751121.0.0000.8807 e foi
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conduzido de acordo com as disposi¢des da Declaragdo de Helsinque e das Diretrizes de Boas

Praticas Clinicas.

Extragao de material genético e detec¢do de SARS-CoV-2

O RNA viral foi extraido por esferas magnéticas utilizando o kit Extracta RNA viral em
um extrator automatico (Extracta 32, Loccus do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Imediatamente depois, as amostras foram testadas para SARS-CoV-
2 por RT-PCR no sistema de PCR em tempo real QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific).
Durante o periodo do estudo, os seguintes 3 kits foram usados para detecgdo do SARS-CoV-2 por
sondas de hidrolise: Allplex SARS-CoV-2 Assay (Seegene), SARS-CoV-2 EDx (Bio-
Manguinhos, FIOCRUZ) e o kit BIOMOL OneStep/COVID-19 (Instituto de Biologia Molecular
do Parana - IBMP).

Sequenciamento

Uma subamostra aleatéria dos casos positivos com um valor de threshold cycle (Ct) < 27
foi encaminhada para sequenciamento na Plataforma Tecnologica do Instituto Aggeu Magalhaes
- Fundacao Oswaldo Cruz Pernambuco. As bibliotecas gendmicas foram construidas usando o kit
CovidSeq (Illumina, San Diego, CA, EUA), inserindo 3 conjuntos de primers descritos por Naveca
et al. (2022), e o sequenciamento foi realizado usando a plataforma Miseq Illumina com o kit

Miseq V3 150 ciclos.

Analise dos dados de sequenciamento

Os dados de sequenciamento foram analisados com o ViralFlow v0.6.0 (DEZORDI et al.,
2022), que compreende o processamento de dados de sequenciamento, geracdo de genomas
consensuais, assinatura de variantes e obten¢do de métricas de montagem. As versdes de cada
ferramenta usada nas etapas descritas abaixo podem ser verificadas no repositorio do ViralFlow

(https://github.com/dezordi/ViralFlow).

Resumidamente, leituras duplicadas, primers, leituras menores que 75 nucleotideos e
regides de leituras com uma qualidade média de Phred Score inferior a 20 foram removidas com
o fastp (CHEN et al., 2018). As leituras tratadas foram mapeadas contra o genoma de referéncia

do SARS-CoV-2 (NC _045512.2) com a ferramenta BWA (LI; DURBIN, 2009), e o consenso foi
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gerado utilizando os dados de mapeamento em combinagdo com o SAMtools (LI et al., 2009) e
iVar (GRUBAUGH et al., 2019), usando um limite de qualidade de mapeamento de 30 e uma
profundidade minima de 5 leituras para identificar variantes de nucleotideo unico e indels
presentes como alelos majoritarios. A profundidade média de sequenciamento de cada amostra foi
calculada com a ferramenta bamdst (SHIQUAN, [s.d.]), e a cobertura exata, considerando o limite
de profundidade de 5, foi calculada com uma fungdo interna do ViralFlow. As cepas foram
assinadas com as ferramentas Pangolin, Nextclade e Outbreak.info (AKSAMENTOV et al., 2021;
GANGAVARAPU et al., 2023; O’'TOOLE et al., 2021).

Analises estatisticas

As variaveis continuas foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a
distribuicdo normal. As comparagdes entre dois grupos foram feitas utilizando o teste de Mann-
Withney. As associagdes entre variaveis categéricas foram verificadas utilizando o teste qui-
quadrado de Pearson ou o teste exato de Fisher, quando necessario. As analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software JASP v.0.16.3.

Resultados

Populagdo de estudo

Um total de 12.705 amostras foram recebidas no Laboratorio de COVID-19 da UNIVASF
entre agosto de 2021 e margo de 2022, das quais 2.261 (17,8%) foram positivas para SARS-CoV-
2. Entre as amostras positivas, um total de 479 (21,1%) foram sequenciadas. Posteriormente, foram
excluidas as amostras nas quais ndo foi possivel determinar a linhagem viral, aquelas com outras
linhagens e individuos sem dados clinicos. Consequentemente, foram analisadas 316 amostras

(157 Delta e 159 Omicron) (Figura 1).
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Total de amostras recebidas
(ago-21 a mai-22)
n=12.705

Positivas para COVID-19
n=2.261

Negativas ou inconclusivas
n=10444

Amostras com Ct <27
n=1426

Amostras sequenciadas

n=

479

Amostras sequenciadas

n=

479

Linhagem ndo determinada
n=2387

Amostras com linhagem identificada

n=

392

Amostras com dados clinicos

n=

334

Amostras sem dados clinicos
n=>58

Variantes Delta on Omicron

n=

316

Gamma ou Non VOC
n=18

Figura 1: Fluxograma de amostras incluidas no estudo.




A Figura 2 demonstra a dinamica das variantes de SARS-CoV-2 durante o periodo do
estudo. Entre as semanas epidemiologicas 34 e 52 de 2021, houve predominéncia da variante Delta
nas amostras analisadas. Na semana 50, os primeiros casos de Omicron foram detectados, e ela
rapidamente se tornou a variante predominante desde a semana 1 de 2022 até o final do periodo

analisado. As linhagens e sublinhagens estdo detalhadas no material suplementar (Figura 3).
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Figura 2: Dinamica de circulagdo das variantes do SARS-CoV-2 entre as amostras analisadas de agosto de 2021 a

margo de 2022.
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Figura 3: Dinamica de circulagdo das linhagens e sublinhagens do SARS-CoV-2 entre as amostras analisadas de

agosto de 2021 a margo de 2022.
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Associagdo das VOCs com caracteristicas clinicas e sociodemogrdficas

Os dados demograficos e clinicos dos pacientes estdo resumidos na Tabela 1. Nao houve
diferenga significativa na distribui¢do por idade e sexo entre os grupos. Um total de 10 casos foram
hospitalizados; 5 (3,2%) eram Omicron e 5 (3,8%) eram Delta. Apenas 1 morte foi observada em
um paciente infectado com a variante Omicron. Em relacdo aos sintomas, observou-se uma
frequéncia geral mais alta de sintomas em individuos infectados com a variante Delta. Coriza,
perda do paladar e do olfato, dor de cabeca ¢ mialgia foram sintomas significativamente mais
prevalentes em individuos com a variante Delta (p <0,05). Uma frequéncia mais alta de individuos

assintomaticos foi observada naqueles infectados com Omicron (p = 0,003).

Tabela 1: Caracteristicas dos casos das variantes Delta e Omicron incluidos no estudo.

Variaveis Delta Omicron Valor de p OR (IC 95%)

N 157 159

Idade, mediana (IQR), anos 35 (24-46) 38 (26-51) 0,136

Sexo masculino, n (%) 81 (51,5) 67 (42,1) 0,114 0,380 (-0,087 — 0,849)
Sinais clinicos

Tosse, n (%) 96 (61,1) 86 (54,0) 0,213 0,289 (-0,182 - 0,762)
Cefaleia, n (%) 89 (56,6) 66 (41,5) 0,010 0,610 (0,142 —1,083)

Coriza, n (%) 79 (50,3) 58 (36,4) 0,017 0,566 (0,093 — 1,042)

Febre, n (%) 75 (47,7) 61 (38,3) 0,112 0,384 (-0,087 — 0,857)
Dor de garganta, n (%) 54 (34,3) 62 (38,9) 0,416 -0,198 (-0,683 — 0,286)
Mialgia, n (%) 34 (21,6) 10 (6,2) <0,001 1,411 (0,635 —2,272)

Perda de paladar, n (%) 39 (24,8) 14 (8,8) <0,001 1,227 (0,539 — 1,966)

Perda de olfato, n (%) 29 (18,4) 12 (7,5) 0,004 1,018 (0,266 — 1,827)

Dispneia, n (%) 12 (7,6) 15(9,4) 0,688 -0,229 (-1,117 - 0,637)
Fraqueza, n (%) 12 (7,6) 9 (5,6) 0,507 0,321 (-0,663 — 1,341)
Congestao nasal, n (%) 6 (3,8) 2(1,2) 0,172 1,134 (-0,607 — 3,464)
Saturacdo O, < 95%, n (%) 5@, 4(2,5) 0,749 0,242 (-1,315-1,879)
Diarreia, n (%) 4(2,5) 8 (5,0) 0,378 -0,704 (-2,238 — 0,638)
Desconforto respiratorio, n (%) 4(2,5) 6 (3,7) 0,750 -0,404 (-1,997 — 1,057)
Vomito, n (%) 2(1,2) - 0,246 -

Artralgia, n (%) 1 (0,6) 1 (0,6) 1,000 0,013 (-4,356 — 4,381)

Assintomatico, n (%) 12 (7,6) 30 (18,8) 0,004 -1,030 (-1,836 — -0,283)
Hospitalizagdo, n (%) 5(3,8) 5(3,2) 1,000 0,154 (-1,340 — 1,647)

Obito, n (%) - 1(0,6) 1,000 -

Associagdes significativas estdo em negrito.

Inferéncia da carga viral

Para evitar um possivel viés devido ao uso de diferentes kits de deteccdo do SARS-CoV-2

durante o periodo do estudo, decidimos analisar a relacao das VOCs com a carga viral medida por
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meio do Ct, apenas das amostras avaliadas utilizando o kit Allplex (Seegene), que corresponderam
a 83,5% (n = 264) do total de amostras analisadas. Nao houve diferenca significativa entre a carga
viral de individuos com Delta ou Omicron para o gene E (p = 0,83) (Figura 4A) ou o gene N (p =

0,45) (Figura 4B).
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Figura 4: Valores do threshold cycle (Ct) entre as variantes Delta e Omicron do SARS-CoV-2 em amostras de swab

nasofaringeo. A) gene E, B) gene N. Comparagdo realizada pelo teste de Mann-Whitney.

Discussao

O presente estudo avaliou um grupo de individuos infectados pelas VOCs Delta e Omicron
entre os meses de agosto de 2021 e marco de 2022, momento em que a variante Delta foi
substituida pela variante Omicron. Os resultados mostraram que a variante Omicron foi associada

a uma menor ocorréncia de sintomas em comparagao com a Delta.

As caracteristicas de uma VOC incluem aumento da transmissibilidade, mudanga na
apresentacao clinica da doenga ou diminui¢do na eficacia das medidas de controle da doenga, como
aumento do escape de anticorpos gerados pela vacina (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
[s.d.]). As variantes Delta e Omicron sdo consideradas VOCs porque apresentam mutacdes que
aumentam a capacidade de transmissdao de pessoa para pessoa € escapam mais facilmente aos
anticorpos gerados por infecgdes anteriores por outras variantes ou anticorpos gerados a partir de

vacinas produzidas com variantes mais antigas (NEMET et al., 2022; WANG et al., 2021).
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Estudos anteriores demonstraram que individuos infectados com a variante Omicron t€ém
menor risco de hospitalizagdo, menor risco de admissdo em unidade de terapia intensiva e menor
tempo de interna¢do do que individuos infectados com a variante Delta (GREENE et al., 2022;
HARRIGAN et al., 2022; HYAMS et al., 2023; LEINER et al., 2022; LEWNARD et al., 2022;
ROBINSON et al., 2022). A maioria destes estudos foi realizada com grandes grupos de individuos
hospitalizados em populagdes europeias e norte-americanas, € os seus resultados ndo podem ser
diretamente comparados com os do presente estudo. O grupo estudado aqui é composto
principalmente por individuos com COVID-19 leve, onde apenas 10 pacientes foram
hospitalizados € um morreu, impossibilitando conclusdes sobre o papel das variantes Delta e
Omicron no risco de hospitalizagdo. Essa baixa prevaléncia de casos graves no presente estudo,
principalmente entre os pacientes infectados pela Delta, esta relacionada ao menor impacto que
essa variante teve nos servigos de satide no Brasil em comparagdo com outros paises. No primeiro
semestre de 2021, o Brasil enfrentou uma das maiores ondas de novas infec¢des ¢ 0 maior numero
de mortes registradas desde o inicio da pandemia, durante a circulagdo da variante Gama (FARIA
et al., 2021). Essa onda de casos causada pela variante Gama pode ter gerado uma imunidade
cruzada que possibilitou que o Brasil fosse menos impactado pela Delta, como observado em
outros paises. Isso explicaria o baixo numero de internagdes e 6bitos observados durante o presente

estudo.

Observou-se maior frequéncia de sintomas em individuos infectados pela variante Delta
em comparacdo com aqueles com Omicron. Entre os sintomas, cefaleia, coriza, mialgia e
distarbios de paladar e olfato foram significativamente mais prevalentes naqueles com Delta.
Estudos anteriores também relataram maior frequéncia de sintomas em individuos com a variante
Delta, inclusive entre aqueles que foram vacinados (GHOSH et al., 2022; LAl et al., 2022; MENNI
etal., 2022). Menni et al. (2022), avaliando dados autorrelatados de 4.990 individuos ingleses com
COVID-19, relataram que os seguintes 12 sintomas foram significativamente mais prevalentes
entre individuos infectados durante a circulagdo Delta em comparagdo com Omicron: perda de
olfato, alteragcdo do olfato, espirros, coriza, confusdo mental, dor nos olhos, cefaleia, febre, perda
de cabelo, bolhas nos pés, zumbido nos ouvidos e tonturas ou vertigens, sendo a perda do olfato a
diferenca mais marcante (MENNI et al., 2022). A menor prevaléncia de distirbios olfativos e
gustativos entre individuos infectados com Omicron em comparagdo com outras variantes
anteriores foi relatada anteriormente (AKAISHI et al., 2022; BOSCOLO-RIZZO et al., 2022;
BUTOWT; BILINSKA; VON BARTHELD, 2023; CARDOSO et al., 2022; MORIOKA et al.,

74



2022; VIHTA, 2022). Uma meta-analise recente incluindo 62 estudos e 626.035 pacientes relatou
que os disturbios olfativos causados pela Omicron sdo cerca de 2 a 10 vezes menos comuns do que
os observados com as variantes Alfa ou Delta (VON BARTHELD; WANG; VON BARTHELD,
2023). Caracteristicas associadas ao mecanismo de entrada da Omicron na célula hospedeira
podem explicar, pelo menos em parte, uma menor eficiéncia na infec¢ao de células epiteliais
olfativas (BUTOWT; BILINSKA; VON BARTHELD, 2023). Além disso, os achados do presente
estudo indicaram que individuos com Delta tinham 1,4 vezes mais probabilidade de desenvolver
mialgia quando comparados com Omicron. Essas descobertas corroboram dados de um estudo
recente do Reino Unido que mostrou uma reducao nos sintomas relatados em individuos infectados
com Omicron em comparacao com Delta, incluindo perda de paladar, perda de olfato, falta de ar,

mialgia, fadiga/fraqueza e cefaleia (VIHTA, 2022).

No presente estudo, ndo foi encontrada diferenga significativa na carga viral entre as
variantes Delta e Omicron. Os resultados na literatura sdo conflitantes. Alguns estudos nao
observaram diferenca na carga viral entre Omicron e Delta (LAITMAN et al., 2022; RATTAN et
al., 2022; YUASA et al., 2022); outros relataram maior carga viral em individuos infectados por
Delta (ERGOREN et al., 2022; LEWNARD et al., 2022; SENTIS et al., 2022), enquanto outros
relataram maior carga viral em individuos com Omicron (RINALDO et al., 2022; SALMONA et
al., 2022). E um desafio fazer comparacdes diretas entre os estudos, uma vez que a carga viral
pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo modelo do equipamento, gene alvo, tipo de
sonda, tipo de amostra, dias de sintomas, método de extracao, estado da vacina, entre outros. E
importante destacar também que, devido ao ponto de corte definido para envio de amostras para
sequenciamento, amostras com Ct elevado (baixa carga viral) ndo foram incluidas no estudo, o

que pode ter contribuido para a auséncia de associagcdo neste estudo e em outros que usam

sequenciamento de nova geragao para determinar variantes do SARS-CoV-2.

Em conclusdo, os resultados obtidos mostraram uma diminui¢do na prevaléncia de
sintomas durante a circulagdo da variante Omicron em comparagdo com a Delta. Cefaleia, coriza,
mialgia e disturbios do paladar e do olfato foram significativamente menos frequentes nos
infectados pela variante Omicron, com destaque para os distirbios do paladar e do olfato que
diminuiram consideravelmente durante a circulagdo da Omicron. Nenhuma diferenca significativa
foi observada entre a carga viral medida por Ct entre as duas VOCs. Essas descobertas contribuem

para a compreensdo dos sintomas associados as VOCs Delta ¢ Omicron em individuos com

75



COVID-19. A diminuigao da frequéncia de distirbios do olfato e do paladar, caracteristica com
alto potencial preditivo para COVID-19, entre os casos da Omicron pode dificultar a suspeita

clinica de COVID-19 e pode ser mais facilmente confundida com outros virus respiratorios.

6.3 Artigo 111

Titulo: Fatores associados ao surto de infeccdo respiratoria aguda grave em criangas no inicio de

2024: um estudo transversal do Nordeste do Brasil

Periodico submetido: Journal of the Brazilian Medical Association

S4vio Luiz Pereira Nunes!?, Chirles Aratjo de Franga?, Carlos Dornels Freire de Souza®?,

Anderson da Costa Armstrong®*, Rodrigo Feliciano do Carmo*?

! Programa de Pés-graduacio em Biologia Celular e Molecular Aplicada, Universidade de
Pernambuco (UPE), R. Arnobio Marques 310, Santo Amaro, Recife, Pernambuco, 50100-130,
Brasil

2 Laboratério Avangado de Diagnostico e Estudos em Satude e Ambiente (LADESA), Universidade
Federal do Vale do Sdo Francisco (UNIVASF), Av. José de Sa Manicoba s/n, Centro, Petrolina,
Pernambuco, 56304-205, Brasil

3 Colegiado de Medicina, Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (UNIVASF), Av. José
de Sa Manicoba s/n, Centro, Petrolina, Pernambuco, 56304-205, Brasil

Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo transversal foi identificar os principais patégenos associados ao
surto de infecc¢do respiratoria aguda grave (SARI) em criangas de até cinco anos de idade em sete
municipios do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, entre as semanas epidemiologicas 11 e

21 de 2024.

Meétodos: A identificagdo de 22 patdgenos respiratorios em amostras de swab nasofaringeo de sete
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municipios do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, foi realizada por meio de RT-qPCR
utilizando sondas de hidrolise. Um total de 137 amostras foram submetidas aos testes € os dados

clinicos foram obtidos do banco de dados de SARI do Ministério da Saude do Brasil.

Resultados: Os principais agentes etioloégicos da SARI foram identificados como o virus sincicial
respiratorio (RSV - 32.21%), seguido pelo bocavirus humano (HBoV - 23,43%), rinovirus (RV -
12,13%) e parechovirus humano (HPeV - 11,71%)).

Conclusdo: O RSV e o HBoV foram os principais patdogenos respiratdrios detectados em criancas
com SARI no Nordeste do Brasil entre as semanas epidemiologicas 11 e 21 de 2024. Os resultados
enfatizam a necessidade de vigilancia epidemiologica continua desses patdgenos, particularmente
no contexto de surtos de SARI, para facilitar a implementacdo de medidas de controle

direcionadas.

Palavras-chave: bebé, crianga, infecgdes, virus, epidemia

Introduciao

Pacientes pediatricos apresentam a maior suscetibilidade a infec¢des respiratorias agudas,
causadas principalmente por virus como influenza, rinovirus (RV) e virus sincicial respiratorio
(RSV). Investigagdes sobre a etiologia das infecgdes respiratdrias agudas permitiram o
desenvolvimento de uma compreensdo mais detalhada da dindmica das comunidades virais. As
populacdes humanas asiaticas e europeias tém sido os principais objetos desses estudos, enquanto
as populagdes humanas latino-americanas tém recebido comparativamente menos atencao
(DUYU; KARAKAYA, 2021; LI et al., 2021; MENEZES et al., 2024; QUAN et al., 2024;
TURAL et al., 2022).

O prognostico clinico das infeccdes respiratorias agudas €, em geral, positivo. As
manifestagdes dessas infecgdes sdo, na maioria dos casos, leves e incluem sintomas como febre,
dor de cabeca, rinorreia e tosse. O prognostico € favoravel, com recuperagdo na maioria dos casos
(JIN et al., 2021). No entanto, podem ocorrer progndsticos mais preocupantes, como a infec¢ao
respiratoria aguda grave (SARI), na qual os individuos apresentam baixos niveis de saturagdo de

oxigénio, desconforto respiratorio e/ou dispneia, o que pode levar a morte.

No Brasil, foram notificados um total de 29.813 casos de SARI em criangas de até cinco
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anos de idade entre as semanas epidemioldgicas 11 e 21 de 2024. Esse numero representa um
aumento de 64,80% em relacdo a média de casos notificados em criangas dessa faixa etaria entre
as semanas epidemioldgicas 11 e 21 nos cinco anos anteriores. No estado de Pernambuco,
Nordeste do Brasil, foram notificados 865 casos, representando um aumento de 8,67% no nimero
de hospitaliza¢des por SARI em comparagao com 2022 (BRASIL, 2024). Esse aumento resultou
em uma superlotagdo de leitos nas unidades de terapia intensiva (UTI) neonatal e pediatrica.
Consequentemente, o governo do Estado de Pernambuco foi obrigado a declarar estado de
emergéncia de saude publica na semana epidemioldgica 17 de 2024 (LEGISLACAO ESTADUAL
DE PERNAMBUCO, 2024).

Dias et al. (2024) examinaram casos de SARI documentados no Sistema de Informacao da
Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe) no Brasil, de fevereiro de 2020 a fevereiro de
2023. Seus achados demonstraram que criangas e adolescentes com satura¢ao de oxigénio inferior
a 95%, comorbidades e residentes no Nordeste do Brasil apresentavam maior risco de morte por
SARS-CoV-2 e outros virus sazonais, incluindo influenza, adenovirus humano (HAdV) e RSV. A
realizacdo de estudos moleculares de uma ampla gama de patégenos respiratorios durante
epidemias de SARI em pacientes pediatricos pode facilitar decisdes informadas sobre o controle e

a terapia dessas infecgoes.

Considerando esse contexto epidemioldgico e a escassez de estudos epidemioldgicos sobre
patdgenos respiratdrios durante epidemias de SARI em populagdes pediatricas da América Latina,
particularmente no Nordeste do Brasil, este estudo transversal teve como objetivo identificar os
patogenos respiratorios predominantes associados ao aumento dos casos de SARI em criangas de
até cinco anos durante as semanas epidemiologicas 11 e 21 de 2024 em municipios do estado de

Pernambuco, Nordeste do Brasil.
Métodos
Coleta de amostras e dados clinicos

Amostras de swab nasofaringeo de sete municipios (Afranio, Cabrobo, Dormentes, Lagoa
Grande, Petrolina, Oroc6 e Santa Maria da Boa Vista) no estado de Pernambuco, Nordeste do
Brasil, foram recebidas no Laboratério Avangado de Diagnoéstico e Estudos em Saude e Ambiente

da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (LADESA/UNIVASF), localizado em
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Petrolina, entre as semanas epidemioldgicas 11 e 21 de 2024 (margo a maio), durante a epidemia
de SARI em pacientes pediatricos. Este estudo transversal incluiu amostras de pacientes de até
cinco anos de idade com doenc¢a semelhante a gripe e que evoluiram para SARI devido a presenga
de um ou mais dos seguintes sinais clinicos: dispneia, niveis de saturacao de oxigénio inferiores a
95% ou desconforto respiratdrio. Esses critérios foram estabelecidos pelo Ministério da Saude do
Brasil. Os dados clinicos e sociodemograficos foram obtidos a partir da Ficha de Investigagao de
Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) registrada no Sistema de Informacao de Vigilancia

Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe).

Detecgdo de patogenos respiratorios

As amostras de swab nasofaringeo, que foram recebidas em meio de transporte viral, foram
processadas em criotubos de 2,0 mL e armazenadas em um ultrafreezer ajustado a -80°C.
Posteriormente, o material genético foi extraido utilizando o kit Extracta DNA e RNA Viral Fast
em um extrator automatizado (Extracta 32, Loccus do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) de acordo com as
instrugdes do fabricante. A presenga do SARS-CoV-2 foi confirmada por RT-PCR em tempo real,
utilizando o kit GeneFinder COVID-19/Flu A&B Real Amp (OSANG Healthcare, Gyeonggi-do,
Republica da Coreia).

O kit Xgen Multi PR 21 (Mobius Life Science, Parand, Brasil) foi utilizado para a detec¢ado
dos seguintes patogenos: virus influenza A (FLUAYV), virus influenza B (FLUBV), influenza
A(HIN1)pdm09 (HINI), coronavirus humanos (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43,
HCoV_HKU1), virus parainfluenza humanos 1-4 (HPIV1-4), metapneumovirus humanos A ¢ B
(HMPV), rinovirus (RV), virus sincicial respiratorio A e B (RSV), enterovirus (EV), parechovirus
humano (HPeV), adenovirus humano (HAdV), bocavirus humano (HBoV) e Mycoplasma
pneumoniae (Mpneu). O kit emprega sondas de hidrdlise marcadas com fluor6foros distintos
(FAM, VIC, ROX e Cy5) para a deteccdo dos alvos. Todas as rea¢des foram realizadas no sistema

de PCR em tempo real QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).
Analises estatisticas

A normalidade da distribuig¢do das variaveis continuas foi verificada utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. As varidveis categoricas foram expressas como frequéncia absoluta e percentual,
enquanto as varidveis continuas foram expressas como mediana e intervalo interquartil. Os dados

ausentes foram tratados como “em branco” e excluidos da analise estatistica. As analises
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estatisticas foram realizadas utilizando o software JASP, versao 0.18.3 (Amsterda, Holanda do

Norte, Holanda).
Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HC-UFPE (CAAE: 51751121.0.0000.8807),
que concedeu dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por se tratar de pesquisa
com material bioldgico e dados secundérios provenientes da rotina assistencial, sem intervengao
ou contato direto com os participantes. A obtencdo individual do consentimento mostrou-se
invidvel diante da natureza retrospectiva e do volume de registros analisados. As amostras e
informacdes foram codificadas numericamente, garantindo anonimizagdo, confidencialidade e
risco minimo aos participantes, em conformidade com a Resolu¢do CNS n° 466/2012 e diretrizes

do Sistema CEP/CONEP.
Resultados

Um total de 396 amostras de swab nasofaringeo foram recebidas entre as semanas
epidemiologicas 11 e 21 de 2024. Destas, 146 foram relatadas como casos de SARI em criangas.
Um total de 137 pacientes apresentaram resultado positivo para pelo menos um patdégeno e foram
incluidos neste estudo (Figura 1). A mediana da idade dos pacientes foi de 13 meses, com um
intervalo interquartil de 6 a 23 meses. Um total de 15 pacientes (10,95%) receberam pelo menos
uma dose da vacina contra a COVID-19. As manifestagdes clinicas mais prevalentes foram tosse
(137/137; 100%), febre (134/137; 97,81%) e desconforto respiratério (99/137; 72,26%) (Tabela
1).

A RT-PCR em tempo real multiplex gerou um total de 239 testes positivos das 137
amostras analisadas. Os patdgenos mais prevalentes foram identificados como: RSV (77/239;
32,21%), HBoV (56/239; 23,43%), RV (29/239; 12,13%) e HPeV (28/239; 11,71%) (Figura 2). O
RSV e o HBoV foram os mais prevalentes nas co-detec¢des de dois patogenos. O RSV foi
frequentemente co-detectado com o HPeV (17/40; 42,50%) e HBoV (15/40; 37,50%). Além disso,
o HBoV foi frequentemente co-detectado com o RV (5/28; 17,85%).

Acrescenta-se que o HBoV e o RSV foram mais prevalentes em amostras que testaram
positivo para trés ou mais patogenos. As combinagdes mais prevalentes de patdgenos identificadas
nessas co-detecgdes foram as seguintes: HBoV-RSV-HPeV (5/20; 25%), HBoV-RSV-RV (3/20;
15%) e HBoV-RSV-HAAV (2/20; 10%) (Figura 3).
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A prevaléncia de testes positivos para os seguintes virus foi baixa: HPIV3 (5/239; 2,09%),
HINI (3/239; 1,25%), FLUAV (2/239; 0,83%), HPIV1 (2/239; 0,83%), EV (2/239; 0,83%),
HPIV4 (1/239; 0,41%), HCoV_NL63 (1/239; 0,41%), HCoV_229E (1/239; 0,41%) e SARS-CoV-
2 (1/239; 0,41%). Nenhum paciente apresentou resultado positivo para FLUBV, HPIV2,
HCoV_0C43, HCoV_HKUI e Mpneu.
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_af_‘:’ epidemiologicas 11 a 21 de 2024

g n=396

=

= Amostras nfo reportadas como casos
~—_ pediatricos de SARI
— n=250

Amostras reportadas como casos
pediatricos de SARI

9 n=146

% Amostras negativas para patégenos

k| respiratorios

n=9
Amostras positivas para patégenos

~ respiratérios
— n=137

2

=

g Deteccdio tinica Codetecgdo de dois patogenos Codeteccio de trés ou mais patogenos

n=>56 n=61 n=20

—

Figura 1: Diagrama de fluxo STROBE do estudo.
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Tabela 1. Dados clinicos e sociodemograficos de pacientes pediatricos
com infeccdo respiratoria aguda grave em sete municipios do estado de
Pernambuco, no nordeste do Brasil, entre as semanas epidemiologicas
11 ¢ 21 de 2024.

Variaveis n=137
Sexo

Masculino, n (%) 75 (54,74)

Feminino, n (%) 62 (45,25)
Idade (meses), mediana (IQR*) 13 (6 -23)
Sinais clinicos
Febre

Sim, n (%) 134 (97,81)

Nao, n (%) 1 (0,73)

Em branco, n (%) 2 (1,46)
Tosse

Sim, n (%) 137 (100)

Nao, n (%) -

Em branco, n (%) -
Dispneia

Sim, n (%) 74 (54,01)

Nao, n (%) 15 (10,95)

Em branco, n (%) 48 (35,07)
Desconforto respiratorio

Sim, n (%) 99 (72,26)

Nao, n (%) 7 (5,11)

Em branco, n (%) 31(22,63)
Saturacgdo de oxigénio < 95%

Sim, n (%) 34 (24,82)

Nao, n (%) 21(15,33)

Em branco, n (%) 82 (59,85)
Diarreia

Sim, n (%) 15 (10,95)

Nao, n (%) 26 (18,98)

Em branco, n (%) 96 (70,07)
Vacinagdo contra COVID-19

Sim, n (%) 15 (10,95)

Nao, n (%) 122 (89,05)

Em branco, n (%) -
Evolucdo

Cura, n (%) 46 (33,58)

Em branco, n (%) 91 (66,42)

“IQR - intervalo interquartil
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Numero relativo de testes positivos
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Figura 2: Distribuigdo relativa de testes positivos para patdogenos respiratorios em amostras de pacientes pediatricos diagnosticados com infecgao respiratoria aguda grave
(SARI) em sete municipios do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, entre as semanas epidemiologicas 11 e 21 de 2024. Adenoviridae [adenovirus humano (HAdV)],
Coronaviridae [coronavirus humanos (HCoV_NL63, HCoV_229E) e coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2)], Orthomyxoviridae [virus
influenza A (FLUAV), virus influenza A(HIN1)pdm09 (HIN1)], Paramyxoviridae [virus parainfluenza humanos (HPIV1, HPIV3, HPIV4)], Parvoviridae [bocavirus
humano (HBoV)], Picornaviridae [rinovirus (RV), enterovirus (EV) e parechovirus humano (HPeV)] e Pneumoviridae [metapneumovirus humanos A e B (HMPV) e virus

sincicial respiratorio A e B (RSV)].



Numero de patogenos
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Figura 3: Nimero de patogenos respiratorios em casos de codeteccdo de trés ou mais patdogenos em amostras de pacientes pediatricos com infecc¢do respiratoria aguda grave
(SARI) de sete municipios de Pernambuco, Nordeste do Brasil, entre as semanas epidemioldogicas 11 e 21 de 2024. Adenoviridae [adenovirus humano (HAdV)],
Coronaviridae [coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2)], Orthomyxoviridae [virus influenza A(HIN1)pdm09 (HIN1)], Paramyxoviridae [virus
parainfluenza humano 3 (HPIV3)], Parvoviridae [bocavirus humano (HBoV)], Picornaviridae [rinovirus (RV), enterovirus (EV) e parechovirus humano (HPeV)] e

Pneumoviridae [metapneumovirus humanos A e B (HMPV) e virus sincicial respiratorio A e B (RSV)].



Discussao

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de patégenos respiratdrios em um
grupo de 137 pacientes com até cinco anos de idade, durante as semanas epidemiologicas 11 a 21
de 2024. Esse periodo foi selecionado devido ao aumento observado do numero de casos de SARI
em criangas no estado de Pernambuco, Brasil. Durante esse periodo, os principais patogenos

detectados foram o RSV e o HBoV.

As infecgoOes respiratorias agudas sdo uma causa significativa de morbidade e mortalidade
em criancas. O espectro de apresentagdes abrange infecgdes leves do trato respiratorio superior,
caracterizadas por febre, dor de cabeca e rinorreia, bem como infec¢des graves do trato respiratorio
inferior, que se apresentam com dispneia, desconforto respiratorio e diminuicdo dos niveis de
saturacdo de oxigénio, conforme observado neste estudo (ROSS et al., 2023; WALKER et al.,
2022a).

Dados do Ministério da Satde do Brasil indicaram que o RSV foi o agente etiologico mais
frequentemente identificado em casos de SARI nessa faixa etaria em todo o pais (10.246/29.813;
34,36%) e no estado de Pernambuco (340/865; 39,30%) em 2024. Nosso trabalho corrobora esses
dados (BRASIL, 2024). Além disso, o RSV foi identificado como o patégeno mais prevalente
nessa faixa etaria em Belo Horizonte, Minas Gerais, sudeste do Brasil (MONTEIRO; DEZANET;
FRANCA, 2016), e no Distrito Federal, centro-oeste do Brasil (FREITAS et al., 2023), entre 2011
e 2019. Enquanto deteccdes mais prevalentes de RV, HMPV e HPIV foram observadas em
pacientes pediatricos de até nove anos de idade no estado do Rio Grande do Sul, sul do Brasil,

durante o periodo de 2023 a 2024 (RUIVO et al., 2025).

A alta suscetibilidade das criangas mais novas ao RSV pode explicar o aumento observado
no numero de casos de SARI. Determinou-se que a infecgdo por RSV ¢ responsavel por
aproximadamente 5,2% das causas globais de morte em pacientes com até cinco anos de idade
(WANG et al., 2016). O contato direto com criangas mais velhas e adultos foi identificado como
um fator de risco para infec¢do em criancas mais novas (DALLMEYER et al., 2024; GUARNIERI
et al., 2024).

Portanto, ¢ imperativo identificar o RSV em pacientes pediatricos para facilitar a
implementagdo de intervengdes eficazes de satide publica, como foi demonstrado na Espanha. Os
resultados preliminares de um estudo de imuniza¢do com anticorpos monoclonais indicaram a
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eficacia do nirsevimab na reducao das visitas a servigos de emergéncia pediatrica e hospitalizagdes
por bronquiolite por RSV em Madri (MOLINA GUTIERREZ et al., 2024; RODRIGUEZ-
FERNANDEZ et al., 2024). No Brasil, prevé-se que a vacinagdo de mulheres gravidas a partir da
28" semana seja implementada até o final de 2025, como estratégia para reduzir hospitalizagdes e

casos graves de infeccao em recém-nascidos e bebés (BRASIL, 2025a).

No presente estudo, o HBoV foi identificado como um patégeno predominante em co-
deteccdes, o que provavelmente se deve a sua eliminag@o prolongada na nasofaringe (ALKHALF
et al., 2022; MARTIN et al., 2010). O potencial para co-deteccdes com o HBoV merece uma
investigacdo mais aprofundada. A codetec¢do do HBoV e de outros virus respiratérios tem sido
associada a riscos elevados de suporte ventilatorio e admissdao na UTI em criangas de até dois anos
de idade entre 2022 e 2023 (CAPORIZZI et al., 2024). A este respeito, a alta prevaléncia de
codeteccdo do HBoV e de outros patdgenos respiratdrios em criangas relatada aqui ressalta a

importancia critica da vigilancia continua deste virus, particularmente durante surtos de SARI.

A auséncia de dados clinicos, incluindo niveis de saturagdo de oxigénio e progressao, pode
ser uma limitagdo para a caracterizagdo precisa das manifestagdes clinicas dos casos de SARI
apresentados aqui. E imperativo reconhecer que a metodologia diagnéstica baseada em RT-qPCR
identifica o material genético dos patdgenos; no entanto, ela ndo confirma a infec¢do ativa no
momento da coleta da amostra. Apesar disso, o presente estudo delineou uma gama abrangente de
patogenos respiratérios em um grupo de pacientes pedidtricos de até cinco anos de idade,

coincidindo com um surto de hospitaliza¢des relacionadas a SARI.
Conclusoes

O virus sincicial respiratorio A ¢ B (RSV) e o bocavirus humano (HBoV) foram
identificados com maior frequéncia durante o periodo de aumento das hospitalizagdes por SARI
em criancas menores de cinco anos de idade em municipios do estado de Pernambuco, Nordeste
do Brasil. Os resultados deste estudo tém o potencial de contribuir para a compreensdo da
circulagdo de patdgenos respiratorios. Além disso, nossos achados ressaltam a necessidade de
vigilancia epidemioldgica continua desses agentes, particularmente no contexto de surtos de SARI,

para facilitar a implementacdo de medidas de controle direcionadas.

86



7. CONCLUSOES

A investigacdo integrada de patogenos respiratorios em individuos com infecc¢ao respiratoria
aguda grave (SARI) em municipios do sertdo pernambucano demonstrou a elevada frequéncia de
rinovirus (RV) e virus sincicial respiratorio A e B (RSV), especialmente em criangas, bem como
a participacdo do bocavirus humano (HBoV) nos periodos de aumento de hospitalizagdes
pediatricas por SARI. Em conjunto, esses achados evidenciam que a carga de SARI na regido ¢
fortemente influenciada por virus respiratorios de relevancia global, com padrao de circulagdo que

demanda ateng¢ao especifica a populacao pediatrica.

Além disso, a andlise da detec¢do tnica e da codeteccdo de patdgenos respiratdrios mostrou
que a febre se associa a maior chance de codetecg¢do, enquanto o vomito se relaciona a menor
probabilidade, sugerindo perfis clinicos distintos entre pacientes com diferentes combinagdes de
agentes etioldgicos. Esses resultados reforcam o carater heterogéneo da apresentacdo clinica da
SARI e indicam que a avaliag@o clinica deve considerar a possibilidade de multiplas infeccdes

concomitantes, com implicacdes para a estratificacdo de risco e o0 manejo hospitalar.

No contexto da COVID-19, houve uma reducdo na prevaléncia de sintomas durante a
circulagdo da variante Omicron em comparacdo com a Delta, sem diferenga significativa na carga
viral entre as variantes. A menor frequéncia de disturbios do paladar e do olfato entre os casos de
Omicron, caracteristica anteriormente marcante da COVID-19, indica um desafio adicional para a
suspeita clinica da doenga e aumenta o potencial de confusdo com outros virus respiratorios em

cenarios de cocirculagao.

Os resultados obtidos demonstram que, em uma regido do sertdo pernambucano, a SARI e a
COVID-19 estao associadas a um panorama complexo de circulacao viral, codetecgdes e perfis
clinicos. Esses achados ressaltam a necessidade de vigilancia epidemiologica e laboratorial
continua dos principais patogenos respiratorios, bem como de estratégias de organizacdo da rede
assistencial que considerem a sazonalidade, a predominancia de virus em faixas etérias especificas
e as mudangas no quadro clinico associadas as diferentes variantes do SARS-CoV-2. Assim, esta
tese contribui ao fornecer evidéncias locais que podem subsidiar acdes de vigilancia, planejamento
de recursos assistenciais e aprimoramento de protocolos clinicos voltados ao diagndstico, manejo
e prevencao de infecgdes respiratorias agudas graves em populacdes pediatricas e adultas.
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