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RESUMO

Infecgbes neurologicas pediatricas podem ser causadas por virus, dentre eles os da
familia Herpesvirus e Enterovirus. A analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) pode
fornecer informacdes que pode indicar doengas que acometem o sistema nervoso
central (SNC), incluindo infecgbes. A analise molecular do genoma viral € um exame
complementar que auxilia na identificagcdo do agente infeccioso, causador da doenga
neurologica. Diante desse exposto, o objetivo do trabalho foi: Identificar a presenca
dos genomas de Herpesvirus e Enterovirus através de técnicas moleculares em
amostras de LCR de criangas com suspeita de infecgao no sistema nervoso e associar
os resultados com os sinais e sintomas de disfuncéo neuroldgica e/ou sistémica, e
com resultados dos exames no LCR. Neste estudo, utilizamos a técnica da Reacgao
em Cadeia da Polimerase tipo nested (N-PCR) e a Transcriptase reversa seguida pela
Reacao em Cadeia da Polimerase PCR (RT-PCR) na identificagao dos Herpesvirus e
do Enterovirus n&o pélio em amostras de LCR. O estudo incluiu amostras de LCR de
pacientes menores de 18 anos, com suspeita clinica de infeccdo viral no sistema
nervoso. Do total de 186 criancgas, a prevaléncia de positividade viral foi de 11,8%
(20/169). Destes, 60% foi identificado o genoma de Enterovirus (12/20). Positividade
na identificagcado de virus da familia Herpesviridae ocorreu em 8/20 pacientes (40%),
sendo que 4/8 pacientes (50%) foram positivos para o Herpesvirus tipo 6, 2/8 (25%)
para o Herpesvirus simples tipo 2 e 1/8 (12,5%) para o varicela zoster ou Herpesvirus
tipo 3. Coinfecgdo entre espécies de Herpesvirus ocorreu em 2/8 casos (25%),
Meningite foi a doenga neuroldgica encontrada em maior frequéncia em 6 casos
(30%). Pleocitose foi encontrada em 11 pacientes (55%). Sendo assim podemos
concluir que o genoma do Enterovirus foi 0 mais prevalente seguido dos Herpesvirus
6 e Herpesvirus simples tipo 2. A presenga de meningite, hipertensao intracraniana,
febre, linfocitose e neutréfilos no LCR foram significativos em comparagdo com os
pacientes negativos. A analise molecular de virus no LCR € importante nas criangas
com suspeitas de infecgédo viral no SNC que nao sao identificadas pelas técnicas

bioquimicas e citolégicas do LCR.

Palavras-Chave: Enterovirus; Herpesvirus; Sistema Nervoso Central; Reagdo em

Cadeia da Polimerase; Criangas.



ABSTRACT

Pediatric neurological infections can be caused by viruses, including those of the
Herpesvirus and Enterovirus family. Analysis of cerebrospinal fluid (CSF) can provide
information that may indicate diseases that affect the central nervous system (CNS),
including infections. Molecular analysis of the viral genome is a complementary test
that helps identify the infectious agent that causes the neurological disease. In view of
the above, the objective of the study was: To identify the presence of Herpesvirus and
Enterovirus genomes through molecular techniques in CSF samples from children with
suspected infection in the nervous system and to associate the results with the signs
and symptoms of neurological dysfunction and/or or systemic, and with CSF test
results. In this study, we used the technique of Nested Polymerase Chain Reaction (N-
PCR) and reverse transcriptase PCR (RT-PCR) to identify Herpesviruses and non-
polio Enteroviruses in CSF samples. The study included CSF samples from patients
younger than 18 years old with clinical suspicion of viral infection in the nervous
system. Of the total of 186 children, the prevalence of viral positivity was 11.8%
(20/169). Of these, 60% the Enterovirus genome was identified (12/20). Positivity in
the identification of viruses of the Herpesviridae family occurred in 8/20 patients (40%),
of which 4/8 patients (50%) were positive for Herpesvirus type 6, 2/8 (25%) for Herpes
simplex virus type 2 and 1/8 (12.5%) for varicella zoster or Herpesvirus type 3. Co-
infection between Herpesviruses occurred in 2/8 cases (25%), Meningitis was the most
frequent neurological disease in 6 cases (30%). Pleocytosis was found in 11 patients
(55%). Therefore, we can conclude that the Enterovirus genome was the most
prevalent, followed by Herpesvirus 6 and Herpes simplex virus type 2. The presence
of meningitis, intracranial hypertension, fever, lymphocytosis and neutrophils in the
CSF were significant in comparison with negative patients. Molecular analysis of CSF
viruses is important in children with suspected CNS viral infections that are not
identified by CSF biochemical and cytological techniques.

Keywords: Enterovirus; Herpesvirus; Central Nervous System; Polymerase Chain

Reaction; Children.
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1 Introducgao

Infecgbes virais do sistema nervoso (SN) sdo de grande importancia para
a saude humana, principalmente das criangas e recém-nascidos, podendo se tornar
doencgas complexas pela variedade de agentes infecciosos e pela faixa etaria’.

A meningite € uma doenga caracterizada pela inflamag¢do das meninges,
que sdo membranas que envolvem e protegem o sistema nervoso central (SNC) e a
medula espinhal, situadas no espago subaracndideo. Ela ocorre quando ha
inflamacdo meningea de etiologia ndo bacteriana, ou seja, quando o liquido
cefalorraquidiano (LCR) se encontra limpido e os exames microbiologicos para
bactérias e fungos negativos, sendo eles: coloragio de Gram, tinta da China e cultura?.

A inflamacao das meninges pode se dar por agentes quimicos, biolégicos
e farmacoldgicos'2.

As meningites virais sdo de notificacdo compulséria, tem distribuicdo
universal e os casos se elevam no final do verdo e comego do outono® com maior
frequéncia na regido Sul e Sudeste*. Entre 2017 e 2018 foram notificados
9.189/100.000 casos de meningite viral no estado de Sao Paulo®.

Existem dois tipos de meningites, a bacteriana e a asséptica. Na meningite
bacteriana, geralmente o LCR apresenta-se purulento, turvo, com grande aumento de
leucdcitos (pleocitose evidente, que pode ultrapassar 500 células/mm?3),
predominantemente polimorfonucleares, valor de proteina aumentado e de glicose
diminuido. Ja na meningite asséptica (MA), o LCR apresenta-se geralmente
opalescente, levemente xantocrémico ou limpido, com aumento moderado de
leucdcitos (pleocitose moderada, menos de 500 células/mm3) predominantemente
linfomononucleares, e valores de proteina e glicose normais. Estes e outros fatores
importantes como periodo de coleta do LCR, administragdo prévia de antibidticos,
sintomatologia, entre outros, dificultam o diagnéstico imediato da etiologia da
meningite no primeiro contato médico-paciente®.

Dentre os virus causadores da Sindrome da Meningite Asséptica (SMA)
podemos citar os Enterovirus, o Sarampo, os Herpesvirus, a Influenza, dentre outros.
A infecgéo por Enterovirus € a causa mais comum de MA em adultos e em criangas,

podendo ocorrer em 90% desses casos’.
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O tratamento da MA é apenas sintomatico, a terapia antiviral € usada nos
casos mais graves, principalmente nas infecgoes por Herpesvirus Simples 1 e 2 (HSV-
1 e 2) ou nos imunocomprometidos®.

A encefalite € uma inflamacao no parénquima cerebral que pode ser de
origem infecciosa ou ndo, os sintomas variam desde febre, alteragées no nivel de
consciéncia, dores de cabecga. O agente causador mais comum das encefalites sao
os Herpesvirus, seguido dos Enterovirus. E estimado que 3% dos pacientes
infectados pelo Enterovirus que tem meningite asséptica desenvolvem encefalite
durante a infecgao®.

A incidéncia da encefalite é de 3,5 a 7,4/100.000 casos, aumentando para
16/100.000 casos em criangas,'® mundialmente, ela ocorre normalmente no fim do
verédo e comego do outono.

Cerca de 30% dos casos de encefalopatia herpética estdo relacionados a
infecgéo primaria do HSV, e 70% dos casos est&o relacionados a reativagdo do HSVS.

Os principais sintomas nas criangas sao febre leve seguida de dores de
cabeca, nauseas, vomito e alteracbes de consciéncia, podem ocorrer também
convulsdes. A anamnese em criangas € muito importante, para investigar de onde
pode originar esse historico da infecgdo (viagens, vacinas, contatos etc.)©.

O prognostico das encefalites virais esta relacionado diretamente com a
idade dos pacientes e o grau de acometimento neuroldgico no inicio do tratamento.
Pacientes que apresentam um grau de acometimento neuroldégico grave no inicio do
quadro evoluem para 6bito ou sequelas graves no futuro, ja os pacientes mais novos
(< 30 anos) com grau de acometimento neuroldgico leve, evoluem para sobrevivéncia
e sequelas leves no futuro™©.

O tratamento das encefalites envolve monitoramento da pressao
intracraniana e o uso de antiviral nas infeccbes pelo HSV é também usado
empiricamente, enquanto ndo se tem um diagndstico definido?.

Os exames de imagem também sdo muito importantes no diagnéstico da
encefalite, essencial também para diferenciar as encefalites infecciosas das nao

infecciosas'.

1.1 Liquido Cefalorraquidiano (LCR)
O LCR é um liquido limpido e incolor, formado nos plexos coroides, sua

composicao € aproximadamente 99% de agua, pequenas concentragdes de
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magnésio, cloro, glicose, proteinas, aminoacidos, acido urico e fosfato, e sua fungao
€ de sustentacdo do SNC, fornecimento de nutrientes e manutencdo da homeostase.
A analise desse liquido nos fornece informagdes sobre doencas que acometem o
SNC, como infecgdes, hemorragias, doencas degenerativas e neoplasias.

A analise do LCR consiste em analise visual, citologia, bacterioscopia, e

exame bioquimico, além de testes moleculares'"-

1.2 Familia Picornaviridae

Os Enterovirus (EVs) pertencem a familia Picornaviridae, possuem formato
esferoidal com capsideo icosaedro composto por 60 capsémeros (Figura 1).

Cada capsdmero é formado por 4 polipeptidios estruturais VP1, VP2, VP3,
VP4. Seu genoma é constituido por RNA de fita simples e possui polaridade positiva,

ou seja, ele é infeccioso para seres humanos’?.

Structure of Enterovirus

Glycoprotein

\": {
¢ ,RNA

- -
= 3 -
- =

- = -
Viral __——>
capsid

Membrane

Figura 1: Estrutura do Enterovirus

Fonte: Dreamsteam.com'3

O genoma é traduzido no citoplasma e gera uma poliproteina que é
processada em proteinas maduras incluindo as proteinas do capsideo VP 1-4 e em
outras tantas como RNA dependente, RNA polimerase e protease, proteinas de
direcao intracelular e proteinas que ajudam a criar o ambiente perfeito de replicagéo 4.

O RNA dos Picornavirus é ligado covalentemente a uma proteina chamada
VPG, (Figura 2) que pode ser uma proteina iniciadora da sintese de RNA. As regides

5’ nao codificantes contém regides responsaveis pela replicagio e tradugao™®.
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Figura 2: Genoma dos Picornavirus
Fonte: AGOL, 2012

Os Enterovirus compreendem mais de 100 sorotipos humanos, dentre eles
Poliovirus (3 sorotipos), Coxsackievirus A (Cox A, 24 sorotipos), Coxsackievirus B
(Cox B, 6 sorotipos), Echovirus (Echo, 31 sorotipos), e os Enterovirus (EV-68-71), os
quatro ultimos s&o classificados como Enterovirus ndo-pdlio (EVNP)'2. As infecgdes
por Enterovirus sdo mais frequentes no verao e outono nas areas tropicais e
subtropicais’®.

Além da meningite asséptica, os EVNP podem causar miocardites, doenca
de maos, pés e boca, paralisias flacidas, doengas respiratorias e sepse neonatal’®. A
idade tem forte associacdo com os sitios da infeccdo e as infeccbes no sistema
nervoso sdo mais comuns em idades que variam de 5-15 anos e miocardites de 20-
40 anos, doenca de sepse neonatal e doenca de pés maos e boca em criangas
menores que 5 anos'. Podemos citar o EV-B, mais comuns nas meningites
assépticas '8, o CoxA-16 e o EV-71 sdo mais comuns nas doencgas de maos, pés e
boca’ e o EV-D68 nas infecgbes respiratérias?.

Segundo Oliveira e colaboradores, houve um caso fatal de infecgédo no SNC
ligado ao Enterovirus A no Brasil, a paciente apresentou sinais de meningite,

convulsdo, mialgia e febre?".

1.3 Familia Herpesviridae

Os Herpesvirus sdo virus de DNA de fita dupla, capsideo icosaedro
contendo 162 capsémeros; uma estrutura proteica amorfa chamada tegumento e
envelope glicolipoprotéico. Sao oito virus desta familia que acometem infecgdes no
ser humano, mas vamos analisar apenas os seis tipos mais frequentes em doencas

neuroldgicas. Sao eles:
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Herpesvirus Simples tipo 1 (HSV-1), Herpesvirus simples tipo 2 (HSV-2),
Varicela Zoster (VZV), Epstein-Barr (EBV), Citomegalovirus (CMV) e Herpesvirus tipo
6 (HHV-6)'2.

Eles sao capazes de estabelecer infeccéo latente em tecidos especificos e
possuem capacidade de reativagdo. A maioria dos HHVs s&o neurotropicos??.

Baseada em propriedades biologicas, os Herpesvirus sao divididos em trés
subfamilias: alfa, beta e gama. Os AlfaHerpesvirus (HSV-1, HSV-2 e VZV), tem um
ciclo reprodutivo curto e estabelece laténcia em neurbnios sensoriais. Beta e
GamaHerpesvirus tém um alcance mais restrito de tipos celulares e um ciclo
replicativo relativamente devagar em cultura celular. Por um lado, os BetaHerpesvirus
(CMV, HHV-6) podem estabelecer laténcia em multiplos tipos celulares e 6rgéos, os
GamaHerpesvirus (EBV) estao restritos aos linfécitos T e B, que podem atingir o SN

através da rota hematogénica através dos linfocitos?3.

1.3.1 Herpesvirus simplex tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2)

Foram os primeiros Herpesvirus a serem descritos. Sao AlfaHerpesvirus,
as infecgdes pelo HSV-2 sédo as mais prevalentes em todo o mundo, ocorrem lesdes
na pele e principalmente nas genitais. Nas infec¢gées por HSV-1 é raro a infecgao
genital, sdo os virus mais comuns na encefalite?4.

Possuem a capacidade de estabelecer infecgao latente por toda a vida do
individuo infectado. Geralmente as lesdes cutaneas podem preceder os casos de
meningites dentro de 2 a 14 dias ou as manifestagbes podem ocorrer
independentemente. Meningites por HSV-2 vém associada com outros sintomas
neurolégicos como dor e fraqueza lombo sacrais, mielorradiculite, disestesia dentre

outros?®,

Envelope lipidico

Figura 3: Estrutura do Herpesvirus Simples

Fonte: Norma Suely De Oliveira Santos, 201526
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1.3.2 Varicela Zoster (VZV)

O VZV é um AlfaHerpesvirus que fica latente no nervo cranial e nos
ganglios da raiz dorsal e pode reativar décadas depois. Pode causar problemas
neurolégicos como cerebelites, neuralgia, radiculopatias, meningites, mielites e
encefalites?’.

A infeccédo por VZV ocorre em mais de 90% da populacédo antes da
adolescéncia e, aproximadamente, 20-30% irdo desenvolver Herpesvirus zoster na
vida adulta?®. Em criangas, as complicagbes mais sérias sdo as que envolvem o
sistema nervoso central, que pode ser causado pela reativagdo do virus da vacina

contra a catapora. A complicagdo mais frequente é a meningite®°.

1.3.3 Virus Epstein-Barr (EBV)

A transmissdo do virus EBV, um GamaHerpesvirus ocorre através do
contato com secreg¢des orofaringeas, transplantes ou transfusdes de sangue. A
infeccdo primaria acontece na infancia e geralmente é assintomatica e sem
especificacdo clinica. E o virus causador da mononucleose infecciosa, conhecida
como a “doenca do beijo”, que normalmente € uma doenga que n&o ha um protocolo
de tratamento®.

Encefalite e meningite sdo as complicagdes neuroldgicas mais comumente
observadas em associacdo com a mononucleose infecciosa, a sindrome Guillain-
Barré também esta a ela relacionada. Estima-se que as complicagdes neuroldgicas
ocorrem em 1-5% de individuos com mononucleose infecciosa3'. Complicagdes
neurolégicas pelo EBV em criangas podem levar a meningites, encefalites,
cerebelites, mielites transversas®.

Cerca de 25% das criangas com infec¢ao pelo EBV testam positivo para

anticorpos no SNC, mas sdo assintomaticas.

Glicoproteinas

Capsideo —_ __—Tegumento
.

Envelope
1 lipoproteico

Figura 4: Estrutura do Epstein-Barr

Fonte: Virologia Humana, 20152
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1.3.4 Citomegalovirus (CMV)

O CMV ¢é capaz de infectar a maioria das células humanas, invadir o
sistema imune e permanecer latente, normalmente causa infeccdo primaria
inofensiva. A infeccdo pode ser assintomatica, mas em imunocomprometidos e
pacientes pediatricos pode causar doenga clinica grave. A grande preocupagao sobre
esse virus é a infecgado congénita, que pode gerar grandes problemas neuroldgicos
ao feto®*.

Essas complicagdes podem causar sequelas graves e de longo termo ao
feto, como perda de audicao, dificuldades na fala e no desenvolvimento da crianca,
cerca de 15 a 20% dos recém-nascidos com CMV congénito sofrem de sequelas a
longo termo?°.

O CMV causa uma sindrome similar @ mononucleose infecciosa e é
responsavel por varias manifestagdes clinicas quando presente no SN. As

complicagdes neuroldgicas incluem encefalite, mielite e polirradiculopatia®®.

OriLyt

DNA

Figura 5: Estrutura do Citomegalovirus

Fonte: Virologia Humana, 20152
1.3.5 Herpesvirus tipo 6 (HHV-6)

O Herpesvirus tipo 6 infecta seletivamente os linfocitos T - CD4+, possuem
duas variantes, HHV-6A e HHV-6B, divididas por propriedades biolégicas e
imunologicas®’.

As complicagdes neurolégicas da infeccdo primaria sao causadas
principalmente pelo HHV-6B na infancia, e incluem convulsdes, hemiplegia,
meningoencefalites e encefalopatias?.

O SN é um alvo comum do HHV-6 e o DNA deste virus é frequentemente

detectado em tecido cerebral de individuos saudaveis, indicando que o virus & capaz
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de invadir e persistir de forma assintomatica no SN e tem sido associado a
complicagdes neuroldgicas principalmente em criangas®.

Alguns estudos citam a capacidade do HHV-6 de se integrar no
cromossomo, foram encontradas cargas virais altas, por muitos anos, no soro de
alguns pacientes imunocompetentes levando a considerar essa integragao
cromossémica*®,

No estudo de Daibata, Masanori, e colaboradores, eles encontraram
integracdo cromossdmica do HHV-6 em uma paciente com linfoma de Burkit, também

foi encontrado em seu marido e filha no mesmo lécus cromossomal*?.

1.4 Diagnéstico Laboratorial

O diagndstico laboratorial classico das infecgées neuroldgicas virais é feito
através da analise do liquido cefalorraquidiano (LCR), como a citologia, a
bacterioscopia e a cultura. Geralmente, na rotina diagnéstica ndo sao realizados
exames moleculares para o diagnéstico dos agentes virais especificos causadores de
infeccdo e a maiorias das infecgdes neuroldgicas sao de etiologia viral.

Os métodos moleculares consistem na utilizagcdo da transcriptase reversa
(RT) para a obtengédo do cDNA a partir de RNA viral, a PCR convencional e a Nested
- PCR, para a detecgado do genoma dos Enterovirus e dos Herpesvirus nas amostras
de LCR, e o posterior sequenciamento para a diferenciacdo dos sorotipos de
Enterovirus. Apesar de ndo ser muito difundida no Brasil, mesmo em servigos
privados, por ser um exame com custo elevado. Se avaliarmos o provavel beneficio
em reduzir internagdes, provavelmente o custo com o exame seria benéfico.

A pesquisa dos EVNP no LCR mostrou-se eficaz em diferenciar a infecgao
viral, acarretando provavel queda da taxa de internagao hospitalar, uso de antibiéticos
desnecessarios e custos*2.

No estudo de Lafolie, Jeremy e colaboradores, (2018) eles concluem que o
diagndstico molecular do Enterovirus no sangue de neonatos, pode ser um guia de
pratica clinica para diminuicdo das internagdes e reducéo do tempo de exposicido aos
antibidticos*3.

Entretanto, poderiam ocorrer casos de meningite por Enterovirus que

necessitem de hospitalizagdo para controlar os sintomas, como vémitos e cefaleia,
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porém diminuiria 0 uso de antibioticoterapia empirica, a qual deve durar no minimo 48
horas para aguardar os resultados de culturas®*.

A utilizagdo da técnica de PCR para os Herpesvirus tornou-se uma nova
ferramenta de diagnodstico, comparado a outras técnicas convencionais.
O diagnéstico precoce das infecgdes herpéticas € importante para comecar
tratamento adequado e excluir outras doengas que tenham uma clinica semelhante?®.

Com a utilizagdo de técnicas moleculares como a Reagdo em Cadeia da
Polimerase, tipo nested e PCR por transcriptase reversa (RT-PCR), podemos
identificar através de iniciadores especificos (primers), a presenca do genoma do
agente viral como provavel causador da doenga neurolégica, com maior

especificidade e rapidez, para complementar os métodos tradicionais.
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2 Objetivos

- Principal:

Identificar, através de técnicas moleculares, a presenca do genoma dos
Enterovirus e Herpesvirus em amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) de

criangas com manifestagdes neurologicas de provavel etiologia viral.

- Especificos:

Correlacionar os resultados obtidos com as manifestagdes clinicas e com os
resultados bioquimicos e citolégicos no LCR e outros exames complementares;
Avaliar a eficacia da utilizacdo dos exames moleculares de diagndstico de

infeccdo viral no SN das criangas com manifestagdes neuroldgicas estudadas.
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3 Metodologia
Este estudo foi do tipo descritivo utilizando amostras de LCR de pacientes

menores de 18 anos, de qualquer fendtipo e etnia, com suspeita clinica de infecgao
viral no sistema nervoso, captados a partir da demanda, dos ambulatérios,
enfermarias e PS, provenientes de Campinas e das cidades da regido. O periodo de
coletas foi entre fevereiro de 2017 a julho de 2018. Durante este periodo também
foram coletados os dados de identificagao dos prontuarios dos pacientes e a hipotese
diagndstica inicial.

Quando houve indicacéo de coleta de LCR, ele foi realizado pelo médico,
conforme protocolo de coleta institucional e apds, foi enviando ao Laboratério de
Liquidos Biologicos, do Servico de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas da
Unicamp. Uma aliquota deste material foi encaminhada ao Laborat6rio de Virologia
da FCM e armazenada em freezer -80°C até o momento da utilizagao.

As amostras de LCR encaminhadas Laboratério de Liquidos Biolégicos
foram submetidas as analises bioquimicas e citolégicas. Nao foram utilizadas no
estudo as amostras para cultura do LCR positiva para bactérias piogénicas,
Micobacterium tuberculosis ou fungos e nem de LCR hemorragico apds centrifugagéo
(contagem de hemacias > 500 mm3).

Os exames moleculares somente foram realizados apos a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O trabalho foi aprovado no
Comité de Etica com o nimero do CAEE: 59361816.3.0000.5404, nimero do parecer:
3.010.312.

3.1 Critérios de Inclusao

Amostras de LCR de pacientes pediatricos com suspeita de infeccdo de
etiologia viral no SN, descritas no prontuario dos pacientes, que apresentaram um ou
mais dos seguintes sinais ou sintomas (manifestacées sistémicas e neuroldgicas):
cefaleia, febre, diminuicdo do nivel de consciéncia, convulsdes, déficit focal,
papiledema, alteragdes do comportamento, “rash” cutédneo, exantemas, artralgia,
mialgia, perda da forga muscular, sintomas respiratérios ou gastrointestinais ou
historia de exposicao aos vetores e somente aqueles que apresentaram os resultados
das analises do LCR com aspecto incolor/limpido/xantocrémico apds centrifugagao e

exame direto negativo para Gram e tinta da China foram incluidas no estudo.
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3.2 Critérios de Exclusao

Amostras de LCR recebidas no laboratério em quantidades insuficientes
para a extracdo do RNA (volume <140puL) e exclusdo a posteriori de amostras com
culturas do LCR positiva para bactérias piogénicas, Micobacterium tuberculosis ou
fungos. Amostras obtidas em repeti¢ao, ou de casos sem suspeita clinica de infecgao

(trauma ou lesdo mecanica) também foram excluidas do estudo.

3.3 Extracao de RNA/DNA

O RNA foi extraido das amostras de LCR utilizando o kit QlAamp Viral
RNA (QIAGEN, Valencia, CA, USA)*. O procedimento foi realizado de acordo com
as orientagdes do fabricante, com um volume final de elui¢do de 80 pL.

O DNA da amostra foi extraido a partir de 200ul de liquido
cefalorraquidiano, utilizando o kit BIOPUR*’, seguindo-se as instru¢des do fabricante.
O volume final obtido foi de 100ul.

Para monitorar a presenca de inibidores e confirmar a presenca de material
genético, primers do gene da Beta2-microglobulina (F: 5'-
GGTGTCTTGAGGCTCAGGGAG-3’; R:  5-CAACTTCAATGTCAATGTCGATG

GATG-3’) foram incluidos em cada amostra teste como controle interno da reacao.

3.4 Transcriptase Reversa seguida pela PCR para Enterovirus

A PCR constitui um método de alta sensibilidade para a deteccdo de
acidos nucléicos virais. No caso de virus em que o RNA constitui o material genémico,
€ necessaria uma etapa de transcricdo reversa. A reacdo de PCR é baseada na
amplificacdo do molde do cDNA, por ciclos repetidos que compreendem trés etapas
diferentes.

As reacdes de RT-PCR serdo acompanhadas por um controle positivo e
um controle negativo. Para isso, seréo utilizados os mesmos reagentes e enzimas
para as amostras e para os controles.

Amostras conhecidas (pertencente ao género Enterovirus) serdo usadas
como controles positivos das reagdes (0 volume utilizado sera igual ao da amostra: 1
ML) e agua estéril sera usada como controle negativo das reagoes.

Os controles servirao para verificar a eficiéncia da reagao, dos reagentes
e para verificar se houve contaminacao durante a manipulacdo das amostras ou dos

reagentes.
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A manipulagdo das amostras e o0 preparo das misturas de enzimas e
reagentes utilizados nas reagbes de RT-PCR foram feitos em ambientes distintos, a
fim de evitar contaminagdo. O RNA viral foi transcrito para obter o cDNA utilizando o
kit Access Quick RT-PCR System (Promega, USA)*®, conforme as orientagdes do
fabricante.

Para a detecgao do genoma dos Enterovirus, foi utilizada a técnica de RT-
nested PCR, que permite a execugao de duas fases de amplificacdo, sendo na
primeira fase utilizando os primers HK2F, HK3R e na segunda fase os primers HK10R
e HK2F. Estes primers flanqueiam a regido terminal 5’ NC (n&o codificante) do RNA,
regido conservada e comum ao genoma de todos os Enterovirus humanos
conhecidos. O fragmento final sera de 398pb*°. Os primers utilizados na reagéo estao

representados na Tabela 1.

3.5 Avaliagao dos produtos de RT-PCR da Regidao 5’NC por eletroforese em
gel de agarose.

Para visualizagcao dos produtos da PCR, as amostras no volume de 50 pL,
foram aplicadas em gel de agarose a 1 %, em tampéao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X,
contendo solugédo de Unisafe Dye (a concentragdo de 2,0 ug/ mL), utilizando como
marcador de peso molecular de escada de 100 pb (Invitrogen) como referéncia. A
corrida da eletroforética foi realizada a 110 V em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X
por 60 minutos. Os produtos amplificados foram visualizados em um transiluminador
(luz UV).
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Tabela 1 — Sequéncia dos primers utilizados nos protocolos das reag¢des para

Enterovirus.

Primers Sequéncia (5" - 3’) Amplicon

HK2-F CAAGCACTTCTGTTT CCC CGC
HK3-R ATT GTC ACC ATA AGC AGC CA 437 pb

HK2-F CAAGCACTTCTGTTT CCC CGC

HK10-R ACG GAC ACC CAA AGT AGT CG 398 pb

Legenda: pb-pares de bases

3.6 Metodologias para identificagdo do genoma dos Herpesvirus Humano
(HHV)

Na deteccédo do DNA dos HHVs, foi utilizada a técnica de RT- Nested PCR,
baseada nos primers ja descritos, com algumas modificagbes. O tamanho do produto
das amplificagdes foram 129, 163, 208, 209, 167, 195 e 423 50.51.52.53.5455 phares de
bases (Tabela 2).
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Tabela 2. Primers usados na detecgao dos Herpesvirus nas reagdes de RT-Nested-

PCR

Virus Primers Sequéncia Pares de
Bases (pb)
HSV-1e TO1 GGCCAGCAGATCCGCGTCTT 327 HSV-1
HSV-2 102 GCTGGGGTACAGGCTGGCAA 339 H8V-2
Tia CTGCCGGACACCCAGGGGCG Comum para
os dois
Tib1 CCCGCCCTCCTCGCGTTCGT 129
Tib2 CGACCTCCTCGCGCTCGTCC 163
\"74Y) Externo ACGGGTCTTGCCGGAGCTGGT 272
Externo AATGCCGTGACCACCAAGTATAAT
Interno ACCTTAAAACTCACTACCAGT 208
Interno CTAATCCAAGGCGGGTGCAT
EBV Externo AAGGAGGGTGGTTTGGAAAG 297
Externo AGACAATGGACTCCCTTAGC
Interno ATCGTGGTCAAGGAGGTTCC 209
Interno ACTCAATGGTGTAAGACGAC
CcCMV Externo ATGGGAGTCCTCTGCCAAGAG 310
Externo CAATACACTTCATCTCCTCG
Interno GTGACCAAGGCCACGACGTT 167
Interno TCTGCCAGCACATCTTTCTC
HHV-6 Externo CAAGCCCTAACTGTGTATGT A-325
B-553
Externo TCTGCAATGTAATCAGTTTC
Interno CTGGGCGGCCCTAATAACTT A-195
B-423
Interno ATCGCTTTCACTCTCATAAG

Legenda: pb: pares de bases
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3.7 Variaveis e Analise estatistica

As informacgdes clinicas dos pacientes com amostra de LCR positivas e
negativas para investigagao viral foram descritas segundo informag¢des em pedido de
exames e de banco de dados informatizado (Excel), conforme citado anteriormente,
mediante as variaveis de interesse demograficas (sexo, data de nascimento e data de
coleta e a idade na coleta), hipétese diagndstica inicial (HDI) e resultados de LCR
citolégicos e bioquimicos dos testes de rotina, com registro dos resultados de proteina,
glicose, hemacias e leucocitos nas amostras de LCR. Essas informagdes foram
descritas por meio de valores absolutos (n), prevaléncias e percentuais como também
resultados estatisticos descritivos, por exemplo, mediana e média. Dados sobre sinais
e sintomas, hospitalizacdo, 6bito, uso de medicamentos foram obtidos por meio da
leitura dos prontuarios dos pacientes com amostras positivas para genomas virais. O
teste exato de Fisher e teste de Mann-Whitney foram usados nas tabelas 2x2 e um

valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Resumo

Introdugdo. Infeccbes causadas por virus da familia Herpesviridae (HHV) e
Enterovirus (EV) em criangas podem ocasionar doengas neurolégicas como
encefalites e meningites e o diagndstico através da pesquisa molecular do genoma
viral do liquido cefalorraquidiano (LCR) é uma 6tima ferramenta para identificagéo do
agente etiolodgico.

Objetivos. Verificar a prevaléncia de genoma de Herpesvirus e Enterovirus em
amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) de criangas com suspeita de infec¢ao
neuroldgica viral utilizando métodos moleculares e, comparar os resultados com as
analises bioquimicas e citologicas do LCR.

Métodos. Foram investigadas 169 criangas com idade inferior a 18 anos, com
suspeita de provavel infecgdo de etiologia viral no sistema nervoso central (SNC).
Amostras de LCR foram analisadas pelas técnicas de Nested-PCR para a detecgéo
de genomas de HHVs e transcriptase reversa seguida pela Nested-PCR (RT-Nested-
PCR) para a identificacdo do genoma dos EV.

Resultados. A prevaléncia para positividade viral nos pacientes estudados foi de
11,8% (20/169). Destes, 60% o genoma de Enterovirus (12/20) foi identificado.
Positividade na identificacdo de virus da familia Herpesviridae ocorreu em 8/20
pacientes (40%), sendo que 4/8 (50%) foram positivos para o Herpesvirus tipo 6, 2/8
(25%) para o Herpesvirus simples tipo 2 e 1/8 (12,5%) para o virus varicela zoster ou
Herpesvirus tipo 3. Coinfecgdo entre Herpesvirus ocorreu em 2/8 casos (25%).
Meningite foi a doencga neuroldgica encontrada em maior frequéncia em 6/20 casos
(30%). Pleocitose foi encontrada em 11/20 pacientes (55%).

Conclusao. O genoma do Enterovirus foi 0 mais prevalente seguido dos Herpesvirus
6 e Herpesvirus simples tipo 2. A presenca de meningite, hipertenséo intracraniana,
febre, linfocitose e neutroéfilos no LCR foram significativos em comparagdo com os
pacientes negativos e a analise molecular de identificagdo de virus foi considerada
importante nas amostras de LCR das criangas com suspeitas de infeccdo no sistema
nervoso central que nao sao identificadas pelas técnicas bioquimicas e citolégicas

convencionais do LCR.

Palavras-chave: Enterovirus; Herpesvirus; Sistema Nervoso Central; Reacdo em

Cadeia da Polimerase; Criancgas
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Abstract

Introduction. Infections caused by viruses of the Herpesviridae family (HHV) and
Enteroviruses (EV) in children can cause neurological diseases such as encephalitis
and meningitis, and the diagnosis occurs through analysis of the cerebrospinal fluid
(CSF) and molecular research of the viral genome to identify the etiological agent.
Objectives. To verify the prevalence of Herpesvirus and Enterovirus genomes in
cerebrospinal fluid (CSF) samples from children with suspected viral neurological
infection, using molecular methods and compare the results with CSF biochemical and
cytological analyses.

Methods. In this study, 169 children under 18 years of age and suspected of a
probable viral etiology in the central nervous system (CNS) were investigated. CSF
samples were collected, and Nested-PCR techniques were used to detect HHVs) and
Nested-PCR by reverse transcriptase (RT-PCR) to identify EVs.

Results. The prevalence of viral positivity in the patients studied was 11.8% (20/169).
Of these, 60% was identified as an Enterovirus genome (12/20). Positivity in the
identification of viruses of the Herpesviridae family occurred in 8/20 patients (40%),
with 4/8 patients (50%) being positive for Herpesvirus type 6, 2/8 (25%) for Herpes
simplex virus type 2 and 1/8 (12.5%) for Varicella zoster or Herpesvirus type 3.
Coinfection between Herpesviruses occurred in 2/8 cases (25%), Meningitis was the
most frequent neurological disease found in 6 cases (30%). Pleocytosis was found in
11 patients (55%).

Conclusion. The Enterovirus genome was the most prevalent, followed by
Herpesvirus 6 and Herpes simplex type 2. The presence of meningitis, intracranial
hypertension, fever, lymphocytosis and neutrophils in the CSF were significant
compared to negative patients and the molecular analysis of virus is important in
children with suspected viral infection in the central nervous system that are not

identified by CSF biochemical and cytological techniques.

Keywords: Enterovirus; Herpesvirus; Central Nervous System; Polymerase Chain

Reaction; Kids
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Introducgao

Infecgbes virais podem atingir o sistema nervoso central (SNC) e causar
doencas, tais como meningites, encefalites, meningoencefalites, que podem causar
sequelas’.

As encefalites sdo caracterizadas por inflamagao no parénquima cerebral,
causando edema cerebral, levando a crianga a apresentar mudangas no sistema
nervoso, como rebaixamento do nivel de consciéncia (RNC) e convulsdes?.

Apesar de atingir todas as idades, a encefalite tem maior incidéncia em
criangas®. A etiologia das encefalites normalmente ¢ viral* a determinagdo dos
agentes etiolégicos varia de acordo com a localizagdo geografica, estacdo do ano,
estado imunoldgico do paciente e mutagdes genéticas virais ao longo do tempo?®.

Os virus mais comuns causadores das encefalites sdao o Herpesvirus
Simplex 1 e 2 (HSV-1, HSV-2), seguido pelo Enterovirus®.

A meningite asséptica (MA) é uma inflamagdo nas meninges, ¢é
caracterizada por sinais meningeos, pleocitose linfocitica e cultura bacteriana
negativa, e pode ser causada por diversos fatores como: farmacos, doencas
reumatologicas, neoplasias, virus etc’. O LCR em meningites virais pode apresentar-
se com aspecto normal ou turvo, aumento discreto ou moderado na celularidade,
principalmente linfécitos, glicose normal e proteinas com aumento discreto?®.

As meningites virais sdo de notificagcdo compulséria, tem distribuicdo
universal, os casos se elevam no final do verdo e comeco do outono®, e tem maior
frequéncia na regido Sul e Sudeste'®. A média anual de casos no periodo de 2003 a
2018 foi de 9.722 casos/ano'".

Em estudo realizado por Santos e colaboradores, em 2021, do periodo de
2009 a 2019, foram registradas 204,5 mil notificacdes de casos de meningites no
Brasil, feitas pelo SINAN (Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo), do
Ministério da Saude (MS). A MA corresponde a 45,1% de todas as etiologias, seguida
pela meningite ndo especificada (16,1%) e meningite bacteriana (15,6%)"2.

A MA é a mais comum em criangas, apesar de estar presente em todas as
idades, e uma grande variedade de virus podem ser a causa, destacam-se entre os
virus com RNA: Enterovirus, Arbovirus, virus do sarampo, virus da
caxumba (Paramyxovirus), virus da Coriomeningite Linfocitaria (Arenavirus) e HIV-1;
entre os DNA virus que podem causar a meningite viral estdo os Adenovirus e,

sobretudo os virus da familia Herpesviridae (Herpes simples virus tipo 1 e 2 (HSV-1 e
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HSV-2), Varicela Zoster (VZV), Epstein-Barr (EBV), Citomegalovirus (CMV) e
Herpesvirus humano tipo 6 (HHV6)®.

Os Enterovirus ndo-Pdlio (EVs), da familia Picornaviridae, s&o virus de
RNA de cadeia simples com polaridade positiva’ e compreendem mais de 100
sorotipos humanos, dentre eles o Poliovirus, Coxsackivirus A e B, Echovirus e
Enterovirus 68-71'. S&o encontrados em todas as partes do mundo durante o ano
inteiro, com maior frequéncia durante o ver&o e outono™®.

Os Herpesvirus humanos (HHV) pertencem a familia Herpesviridae, sao
virus de DNA de fita dupla. Os virus mais frequentes causadores de doencas
neurologicas sdo os virus HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV e HHV-6°.

Estes virus sdao capazes de estabelecer infeccbes latentes em tecidos
especificos e sdo divididos em trés subfamilias: AlfaHerpesvirus (HSV-1,2 e VZV),
BetaHerpesvirus (CMV, HHV-6 e HHV-7) e GamaHerpesvirus (EBV, HHV-8)'°.

O liquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido bioldgico que esta em intima
relagcdo com o SNC e seus envoltérios (meninges), por isso, sua analise laboratorial &
de grande importancia para o diagnodstico e acompanhamento das doencgas
neurologicas'’.

Em amostras de LCR coletadas de criancas com suspeita de doencas
neuroldgicas, com a utilizacdo de técnicas moleculares como a Reagdo em Cadeia da
Polimerase, depois realizada a Reagdo em Cadeia da Polimerase tipo nested (RT-
NESTED-PCR) e transcriptase reversa seguida pela PCR (RT-PCR), podemos
identificar através de iniciadores especificos, a presenga do genoma do agente viral,
com maior especificidade e rapidez, para complementar os métodos tradicionais.

Diante do exposto, o objetivo principal do nosso trabalho foi o de verificar a
prevaléncia de genoma de virus da familia Herpesviridae e de Enterovirus em
amostras de LCR de criangas com suspeita de infecgao neuroldgica viral e analisar os
casos positivos pelas caracteristicas dos pacientes, como sexo, faixa etaria, hipotese
diagndstica inicial, resultados bioquimicos e citolédgicos do LCR e manifestagdes

clinicas.

Pacientes e Métodos
Este foi um estudo transversal, descritivo, tipo série de casos, utilizando

amostras de LCR de pacientes pediatricos com idade desde o dia do nascimento até
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18 anos, que estavam sendo acompanhados no Hospital de Clinicas da UNICAMP e
no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti.

Esses pacientes tinham suspeita clinica de infeccdo neuroldgica de
provavel etiologia viral e foram captados a partir de demanda, dos ambulatérios,
enfermarias e PS, no periodo de fevereiro de 2017 a julho de 2018. Durante este
periodo, também foram coletados os dados de identificagdo dos pacientes, a hipotese
diagnostica inicial (HDI) e demais informagdes laboratoriais utilizando o sistema
CICS/HC e no prontuario dos pacientes positivos foram analisadas as informacgdes
complementares sobre os sintomas, tempo de hospitalizagdo e medicagao utilizada.

Foi realizada pung¢ao lombar para obteng¢do do LCR para realizagao dos
exames bioquimicos, citoldégicos e microbiolégicos e, apods a liberacdo dos laudos
desses exames, aliquotas deste LCR foram enviadas ao Laboratério de Virologia para
realizacao dos testes moleculares.

Os exames moleculares somente foram realizados apds a assinatura dos
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O trabalho foi aprovado no
Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, com o nimero do
CAEE: 59361816.3.0000.5404 (parecer: 3.010.312).

Critérios de Inclusao e exclusao

Neste estudo, as mostras de LCR foram selecionadas de pacientes
pediatricos com suspeita de infeccdo neurolégica de provavel etiologia viral que
apresentaram um ou mais dos seguintes sinais ou sintomas (manifestacées
sistémicas e neuroldgicas): cefaleia, febre, diminuicdo do nivel de consciéncia,
convulsdes, déficit focal, papiledema, alteracbes do comportamento, rash cutaneo,
exantemas, artralgia, mialgia, perda da forga muscular, sintomas respiratorios ou
gastrointestinais ou, somente aqueles que apresentaram os resultados das analises
do LCR com aspecto incolor ou limpido ou xantocrémico apds centrifugagao e exame
direto negativo para Gram e tinta da China foram incluidas no estudo.

Amostras de LCR recebidas no laboratério em quantidades insuficientes
para a extragdo do material genético (DNA) e (RNA)(volume <400puL) e excluséo a
posteriori de amostras com culturas do LCR positiva para bactérias piogénicas,
Micobacterium tuberculosis ou fungos e amostras obtidas em repeticdo, ou de casos
sem suspeita clinica de infecgao (trauma ou lesdo mecanica) também foram excluidas

do estudo.
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Métodos

O acido nucleico viral (RNA) das amostras de LCR foi extraido utilizando o
kit QlAamp Viral RNA (QIAGEN, Valencia, CA, USA)'8. O procedimento foi realizado
de acordo com as orientagdes do fabricante, com um volume final de eluicdo de 80
pL. O kit AccessQuickTM RT-PCR System (Promega USA)'® foi utilizado para a
reacao de transcricdo reversa (RT) em amostras com RNA extraido para sintese de
cDNA. Em seguida, uma reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) foi realizada para
identificar diferentes grupos de genomas dos Enterovirus°.

O DNA das amostras foi extraido a partir de 200 uL de liquido
cefalorraquidiano, utilizando o kit BIOPUR?', seguindo as instrugdes do fabricante e o
volume final obtido foi de 100 pL. Na detec¢cdo do DNA dos HHV: s foi utilizada a técnica

de RT-Nested PCR, baseada em primers ja descritos, com algumas modificagoes?? 23
24 25 26 27

Variaveis e Analise estatistica

As informacdes clinicas dos pacientes com amostra de LCR positivas e
negativas para investigagao viral foram descritas segundo informagdes em pedido de
exames e de banco de dados informatizado, conforme citado anteriormente, mediante
as variaveis de interesse demograficas (sexo, data de nascimento e data de coleta e
a idade na coleta), hipotese diagnéstica inicial (HDI) e resultados de LCR citoldgicos
e bioquimicos dos testes de rotina, com registro dos resultados de proteina, glicose,
hemacias e leucdcitos nas amostras de LCR. Essas informacgdes foram descritas por
meio de valores absolutos (n), prevaléncias e percentuais como também resultados
estatisticos descritivos, por exemplo, mediana e média. Dados sobre sinais e
sintomas, hospitalizagéo, 6bito, uso de medicamentos foram obtidos através da leitura
dos prontuarios dos pacientes com amostras positivas para genomas virais. O teste
exato de Fisher e teste de Mann-Whitney foram usados nas tabelas 2x2 e um valor de

p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



37

Resultados
Caracteristicas dos Pacientes

Foram incluidos no estudo 169 amostras de LCR de pacientes pediatricos
com suspeita de infecgdo neurologica viral, sendo 96 pacientes do sexo masculino
(56,8%) e 73 pacientes do sexo feminino (43,2%), apresentando idades que variaram
desde o dia do nascimento (dia 1) até 18 anos de idade. A idade mediana foi de 3,3
anos e a idade média foi de 6,3 anos.

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas e as hipoteses diagndsticas iniciais
(HDI) dos pacientes que tiveram indicagao para coleta de LCR e que tinham suspeita
de infeccdo neuroldgica de etiologia viral.

As HDIs mais prevalentes foram: sepse/triagem infecciosa (24,3%), febre
(10,6%), meningite (14,2%), hidrocefalia (13,6%) e convulséo (10%).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo.

Caracteristica n (%)
Total de Amostras 169 (100)
Idade Mediana (anos) (variagao) 3,3 (1dia-18a)
Idade Média (anos) 6,3
Sexo — FIM (%) 73/96 (43/57)

HDI, sinais e sintomas:

Sepse/Triagem infecciosa 41 (24,3)
Febre 18 (10,6)
Meningite 24 (14,2)
Hidrocefalia 23 (13,6)
Convulsao 17 (10)
Epilepsia 7(4)
Cefaleia 6 (3,5)
HIC 5(3)
Encefalite 4 (2,4)
Esclerose Multipla 3(1,8)
RNC 2(1,2)
Tetraparesia 2(1,2)
Meningoencefalite 2(1,2)
Involugao do DNPM 2(1,2)
Encefalomielite 1(0,6)
Outros 12 (7)

Legenda: n=numero, F: feminino; M:masculino; HDI: hipétese diagnéstica inicial; HIC:
hipertensao intracraniana; DNPM: desenvolvimento neuropsicomotor; RNC: rebaixamento de

nivel de consciéncia; Outros: hiporresponsividade, neurite, multirradiculopatia,
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esquizencefalia, paralisia facial, derivagdo, coma, ataxia, irritabilidade, Zika, Sindrome de

Guillan-Barré.

Com resultados apds as analises moleculares, verificamos a presenga dos
genomas de EV e HHVs em 20 amostras de LCR (11,8%) do total de amostras dos
pacientes avaliados.

A Tabela 2 mostra o numero de pacientes positivos para EV e HHVs e a

hipétese diagndstica inicial (HDI).

Tabela 2. Resultados das analises moleculares realizadas nas amostras de LCR dos
pacientes pediatricos estudados, hipéteses diagndsticas iniciais (HDIs) e resultado do
teste exato de Fisher.

Caracteristicas n (%) PCR+ (%) PCR- (%) Valor p*

Total de Amostras 169 (100) 20 (11,8) 149 (88,2) Sl

HDI, sinais e sintomas:

Sepse/Triagem infecciosa 41 (24,3) 4(9,7) 37 (90,3) 0,785
Febre 18 (10,6) 1(5,5) 17 (94,5) SI

Meningite 24 (14,2) 6 (25) 18 (75) 0,0426
Hidrocefalia 23 (13,6) 2(8,7) 21 (91,3) 1,000
Cefaleia 6 (3,5) 1(16,7) 5(83,3) 0,5360
HIC 5(3) 3 (60) 2 (40) 0,0123
Encefalite 4 (2,4) 1(25) 3 (75) 0,3987
Meningoencefalite 2(1,2) 1 (50) 1 (50) 0,2233
Encefalomielite 1(0,6) 1 (100) 0 0,2221

Legenda: n=numero, HDI: hip6tese diagndstica inicial; HIC: hipertenséo intracraniana. *Teste

Exato de Fisher; SI= sem informacéo.

Meningite foi a doenga neuroldgica encontrada com maior frequéncia, em
6/24 pacientes (25%) sendo considerado estatisticamente significativa a diferenca do

numero de pacientes positivos para infecgao viral em relagdo aos pacientes negativos
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(p=0,0426), seguido de HIC, 3/5 (p=0,0123), apesar do numero baixo de pacientes
com este HDI.

Os outros pacientes com positividade viral ndo mostraram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos pacientes negativos quando utilizado o
teste de Fisher. Os pacientes que apresentaram HDI de convulsdo, epilepsia,
esclerose multipla, RNC, tetraparesia, involugao do DNPN e outros, ndo apresentaram
positividade para os virus analisados.

A Figura 1 representa a porcentagem dos genomas virais identificados nas
amostras de LCR dos 20 pacientes pediatricos positivos.

Na analise em relagcdo ao género, observamos que a positividade para
estes virus ocorreu com maior frequéncia em individuos do sexo masculino (12
pacientes do sexo masculino e 8 do sexo feminino), porém, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os géneros.

A circulacao dos virus identificados no sistema nervoso das criangas deste

trabalho ocorreu na sua maioria no outono, nos meses de abril a junho.

N=20
HSV-1+Hsv-2 "'V;f/*"z"
5% °
W EV
HHV-6
15% M HSV-2
vZv | V2V
5% |
M HHV-6
EV
B HSV-1+HSV-2
60% *
HSV-2

10% M HHV-6+VZV

Figura 1- Porcentagem de amostras com identificagao positiva para genomas virais nas
amostras estudadas de criangas com suspeita de infecgdao neuroldgica de provavel

etiologia viral.
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O genoma do EV foi o mais prevalente (7,1%), entre o total das amostras
analisadas, utilizando a técnica da RT-Nested-PCR para a identificagao da presenca
do RNA viral, sendo detectado em 12/20 pacientes positivos (60%). Destes, trés

pacientes tiveram meningite (25%), dois tiveram hipertensdo intracraniana (HIC)

(16,7%), trés tiveram sepse (25%), cinco tiveram sintoma de febre (41,7%%), um teve

suspeita de encefalomielite (8,3%), um paciente teve hidrocefalia (8,3%)_e o outro

apresentou cefaleia (8,3%).

ApoOs a analise das 169 amostras de LCR através da técnica da Nested-
PCR para a detecgdo do DNA dos virus HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV e HHV-6,
oito amostras (4,7%) foram positivas para os HHVs estudados (8/20, 40%).

Os 2 pacientes positivos para a detecgdo do genoma de HHV-2

apresentaram meningite, HIC e febre. O paciente positivo para VZV apresentou febre

e _meningoencefalite. Os 3 pacientes com HHV-6 tiveram meningite, sepse, febre,

hidrocefalia, cefaleia e encefalite.

Codeteccao HHVs. O paciente com coinfec¢ao entre os virus VZV e HHV-

6 teve meningite e febre e o paciente com coinfecgdo entre HHV-1 e HHV-2

apresentou sepse e febre.

Observamos que 7/8 (87,5%) pacientes com genoma de HHV positivo
tiveram febre. Os genomas dos virus EBV e CMV, pertencentes a familia

Herpesviridae, ndo foram identificados nas amostras analisadas.

A Tabela 3 mostra as HDIs apresentadas pelos pacientes em relagao ao

genoma dos virus identificados.
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Tabela 3. Sinais e sintomas e sindrome neuroldgica apresentada pelos pacientes em

relacdo aos genomas dos virus identificados pela Nested-PCR.

)
PCR+/Sinais e 3 .,TE
= @
Sintomas -2 8 e
o g < @ @
X S = © o £
o) -~ [} LY ) -~
(n=20) g @ o € 8 = 2 8
-~ (7] bl Q b S -~ QO
s & § 8 & ¥ ® & @8
= T %) w w T o S w
EV (n=12) 3 2 3 5 1 1 1 0 0
HSV-2 (n=2) X X 0 X 0 0 0 0 0
VZV (n=1) 0 0 0 X 0 0 0 X 0
HHV-6 (n=3) X 0 X X 0 X X 0 X

VZV+HHV-6 (n=1) X 0 0 X 0 0 0 0 0

HSV-1+HSV-2 (n=1) O 0 X X 0 0 0 0 0

Legenda: EV: Enterovirus, HSV-1 e 2: Herpes Virus Simples 1 e 2, VZV: Varicela Zoster,
HHV-6: Herpesvirus 6; HIC: hipertensao intracraniana; O=auséncia do sinal e sintoma, x=
presencga do sinal e sintoma.

Analise da positividade para os virus analisados nas amostras dos pacientes
em relagao a faixa etaria.

. Na faixa etaria de 1 dia a 30 dias (n=34), somente 1/20 paciente apresentou
positividade para o EV (5%). Este paciente tinha 22 dias de vida, sexo feminino,
proveniente de Jaguariuna, com febre, crise convulsiva, cianose, sindrome hipertdnica

apendicular, hipotonia axial, hemissindrome crural esquerda; glicose 106 mg/dI.

. de 31 dias a 10 meses (n=29), 5 pacientes foram positivos, sendo 3 para EV
e 2 para HHV;

. de 1 a 5 anos (n=34), 5 pacientes tiveram PCR positiva, sendo 3 para EV e 2
para HHV;

. 6 a 18 anos (n=72), 9 pacientes foram positivos, sendo 5 para EV e 4 para
HHV.

A Figura 2 mostra a positividade em relagdo a faixa etaria dos pacientes:



43

Numero de pacientes positivos por faixa etaria

80 72
70

60

50

40 33 34

30

20

10

1 a 30 dias 31 dias a 10 meses 1la5anos 6 a 18 anos

B PCR+ M PCR- Total

Figura 2 - Faixa Etaria dos Pacientes com identificagao viral positiva

Observamos que nao houve diferenga estatisticamente significativa entre
0s grupos de pacientes positivos por faixa etaria em relagao a positividade e que os
pacientes de faixa etaria entre 6 a 18 anos mostraram maior frequéncia de

positividade.

Analise dos resultados bioquimicos e citolégicos do LCR dos pacientes
positivos para infecgao viral

Outras analises realizadas durante o estudo foram obtidas dos resultados
dos exames laboratoriais no LCR, tais como bioquimica e citologia. As culturas no
LCR positivas para fungos e bactérias foram excluidas previamente, conforme
mencionado anteriormente.

Em relagédo aos pacientes positivos para o EV, a ocorréncia de pleocitose
(leucécitos >3 células por mm?) foi de 50% dos casos (6/12), sendo que dois pacientes

tinham células mononucleares e dois pacientes tinham células polimorfonucleares.

Hipoproteinorraquia (>42mg/dl) foi encontrada em 25% (3/12) dos

pacientes positivos para EV e todos os pacientes positivos néo tiveram elevacéao na
quantidade de hemacias. Nao observamos resultados estatisticamente significativos

na comparagao entre os grupos positivos e negativos.
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Para os pacientes com resultados de PCR positiva no LCR para HHVs, a
ocorréncia de pleocitose foi de 5/8 (62,5%), sendo trés pacientes com células
mononucleares e  dois pacientes com células  polimorfonucleares.

Hiperproteinorraquia esteve presente em apenas um paciente e quantidade de

hemacias maiores que 100 células por mm?® no LCR esteve presente em dois
pacientes.

A Tabela 4 mostra as médias, desvio padrao e medianas dos valores
bioquimicos e citolégicos no LCR em relagdo aos resultados de PCR positivos e
negativos. As variaveis leucocitos e linfocitose apresentaram valores de p
significativos, ou seja, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
com PCR+ e PCR-.
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Tabela 4 — Resultados das analises bioquimicas e biolégicas no LCR, valores de

meédia, desvio padrao e mediana em comparag¢ao aos resultados positivos e negativos

das amostras estudadas.

Analises do LCR Total PCR+ PCR- Valor p
n=169 n=20 n=149

Glicose (mg/dl) Média 62,34 Média 57,11 Média 64,43 0,1440*
(DP 21,94) (DP 11,03) (DP 21,89)
Mediana 60 Mediana 56 Mediana 60

Proteina (mg/dl) Média 62,10 Média 75,77 Média 62,10 0,5039*
(DP 76,34) (DP 138,40) (DP 76,34)
Mediana 32 Mediana 19 Mediana 32

Leucécitos (mm?3) Média 72,92 Média 9,88 Média 69,48 0,0083*
(DP 589,04) (DP 42,27) (DP 69,48)
Mediana 2 Mediana 3 Mediana 2

Hemacias (mm?) Média 72,31 Média 36,55 Média 72,15 0,2538*
(DP 136,26) (DP 71,71) (DP 136,26)
Mediana 11 Mediana 2 Mediana 11

Linfocitose 36 9 27 0,045**

Neutroéfilos (+) 27 5 22 0,1729**

Legenda: valor de p=teste de Mann Whitney (*) valor de p = teste exato de Fisher (**).

LCR para diferentes causas de encefalite viral: « Pleocitose: 50 a 500 células/mm?® —

Predominio linfocitario ¢ Glicorraquia normal ¢ Proteina elevada; LCR em diferentes causas

de meningite viral: Leucdcitos (50-1000 céls/mm?), tipo celular predominante: mononuclear;
Glicose (>45 mg/dL); Proteina (200mg/dL).
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Dos 20 pacientes positivos, 14 (70%) (p=0,1611) foram internados, destes,
10 pacientes estavam com resultados de PCR positivos para EV e 4 pacientes
estavam com resultados positivos para os HHVs, com sintomas variando entre
dificuldade visual, cefaleia, tontura, aumento de perimetro cefalico (PC), vomito, febre,
cefaleia, tosse e rigidez de nuca. Todos os pacientes internados permaneceram mais
de dois dias hospitalizados.

Treze pacientes com identificagao viral positiva fizeram uso de antibiéticos
durante a internagéo (65%).

O Apéndice 1 mostra os achados clinicos e laboratoriais dos 20 pacientes

com genomas positivos no LCR para Enterovirus e Herpesvirus Humanos estudados.

Apéndice 1. Achados clinicos e laboratoriais dos 20 pacientes com

genomas positivos no LCR.
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n Idade/sexo HDI RBC/mm?® WBC/mm3® Prot. Glic. ATB Hospitalizagdo Sintomas PCR (+)
(%)
2 5/F Meningite 3 38 (88% 32 58 Sim Sim (6 dias)  Cefaleia, vOmitos, rigidez de nuca EV
neutr)
8 15/M Encefalom. 12 2 31 73 Nao Sim (6 dias) Tontura, dificuldade de marcha, EV
vOomitos.
15 17/M Cefaleia 34 1 39 69 Nido Nao Esbranquecimento visual EV
16 3/F Sepse 1 4 (100% linf) 30 120 Sim Sim (3 meses) LesGes em face e regido nasal, baixo EV
peso
17 o/M Hidrocefalia 22 6(100% linf) 411 50 Sim  Sim (3 dias) Aumento de PC EV
18 o/M Sepse 0 1 45 96 Sim Sim (26 dias) Desconforto respiratério e febre EV
19 0/F Sepse 0 0 45 106 Sim Sim (1 més) Cianose, febre, crise convulsiva EV
4 4/M Meningite 11 400 (90% 32 61 Sim Sim (8 dias) Febre, vomitos, cefaleia EV
neutr)
9 10/F Meningite 42 77 19 60 Sim Sim (19dias) [IVAS, nausea, vomitos, HIC EV
10 16/F HIC 24 1 27 62 Nao Nao Tontura, dificuldade visual, cefaleia EV
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12

13

11

20

14

0/M

10/F

6/F

0/M
18/M

0/M

18/F

17/M

3/M

3/M

Febre

HIC

Meningoence.

Meningite

Meningite

Encefalite

HIC

Hidrocefalia

Meningite

Sepse

139

42

10

36

14

608

384 (93%
linf)

6 (93% linf)

13 (100%
linf)

250 (60%

neutr)

4 (56%

neutr)

38

30

40

20

20

28

31

21

82

23

64

57

52

70

60

54

51

67

42

76

Sim

Sim

Sim

Sim

SI

Sim

Sim (11 dias)

Sim (16 dias)

Sim (16 dias)

Nao

Sim (2 dias)

Sim (3 meses)

Sim (28 dias)

Febre, vOmitos, secre¢dao em olho

Cefaleia, visao dupla, fotofobia,

vertigem

Cefaleia, vomitos, dor e rigidez de

nuca
Tosse, febre, rinorreia e diarreia
Nausea, febre, cefaleia, vomitos

Tosse, cansacgo, dificuldade para

mamar, palidez
Cefaleia, papiledema

Cefaleia

SI

Febre, tosse, dispneia, pneumonia

EV

EV

\7AY

HHV-6
HSV-2

HHV-6

HSV-2

HHV-6

VZV/HHV-
6

HSV-
1/HSV-2

Legenda: Meningoence=meningoencefalite; encefalom=encefalomielite. SI=sem informacao.
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Discussao

Existem poucas informacdes acerca da analise dos pacientes pediatricos
que apresentam suspeita de infecgdo neurolégica em relagdo aos virus do género
Enterovirus, (familia Picornaviridae) e da familia Herpesviridae em nossa regiao.

Os resultados obtidos neste estudo contribuiram para que haja um melhor
entendimento sobre os casos de neuroinfecgdo viral causado pelos agentes virais
estudados em pacientes pediatricos.

Neste estudo, analisamos o material genético extraido do LCR (DNA e
RNA) de criangas com suspeita de infecgdo viral no sistema nervoso, utilizando as
técnicas de deteccao molecular denominadas Nested-PCR e a RT-Nested-PCR, duas
técnicas para a identificacdo qualitativa dos genomas virais, dependendo do acido
nucleico viral.

Dentre os 169 pacientes incluidos no estudo, que deram entrada nos
hospitais de referéncia da UNICAMP, no periodo de 16 meses, todos apresentaram
suspeita de infeccdo neuroldégica de etiologia viral, pois aqueles que né&o
apresentaram identificacdo positiva para cultura no LCR (presenga de fungos e
bactérias) foram excluidos do estudo. Observamos e constatamos que o genoma viral
identificado com maior prevaléncia foi o do género Enterovirus nao podlio, o que
ocorreu em 12/169 casos (7,1%) e em 12/20 (60%) das amostras positivas.

Este resultado esta de acordo com a literatura, onde estudos demonstraram
que a prevaléncia deste virus € maior em criangas e a causa mais provavel de
meningite viral, constituindo cerca de 85% dos casos em que foi possivel identificar o
agente etiologico?®. Outros estudos confirmam que o Enterovirus é o agente infeccioso
mais encontrado no sistema nervoso?%30,

O estudo de Oliveira e colaboradores em 2017 relatou que o Enterovirus
foi o virus mais frequente detectado em criancas de 6 a 9 anos, representando 70,4%
das amostras positivas3'.

Alguns autores afirmam a importancia de estabelecer um diagndstico para
o0 monitoramento de pacientes e a importancia de analisar o surgimento de novas
cepas e epidemias causadas por Enterovirus e descreveram uma alta frequéncia de
meningite causada por este virus323334, Neste trabalho, mostramos que o Enterovirus
€ provavelmente um dos principais agentes etioldgicos de meningite viral em

Campinas e regiao, o que esta de acordo com diferentes relatos para outras regides.
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Em nosso estudo, observamos a presenga desse virus em 25% dos casos
de meningite/encefalite pediatricos estudados, seguido por sepse e HIC.

Enterovirus nao pélio, nos pacientes do nosso estudo apresentaram HIDs,
como: meningite, HIC, sepse, febre, encefalomielite, hidrocefalia e cefaleia. Os
sintomas de doenga leve podem incluir: febre, coriza, espirros, tosse, erupgao
cutanea, bolhas na boca, dores no corpo e nos musculos. E ainda podem causar
conjuntivite viral, doengas das méos, pés e boca, meningite, encefalite, miocardite,
pericardite, paralisia flacida aguda e doenga muscular inflamatoria, lenta e
progressivas®.

A circulagao destes virus ocorreu principalmente no outono, de acordo com
as datas das internagdes dos pacientes com sintomas agudos, semelhante a descrita
para o hemisfério norte. Em climas temperados, os EVs aparecem acentuadamente
durante a sazonalidade verao/outono, no entanto, uma alta incidéncia durante todo o
ano ocorre em areas tropicais e subtropicais. Em estudo realizado em 2001 a 2004
em pacientes pediatricos com meningites bacterianas e assépticas em Tubarao/SC,
mostrou que a estacdo do ano que mais agrupou casos de meningite foi o inverno, e
o més de junho ficou com o maior niumero de casos (p=0,05)%.

No estudo de Santos e colaboradores, realizado em 2006, foram descritos
5 surtos causados por Enterovirus no estado do Parana, o surto em que foi observado
maior frequéncia dos virus foi durante o periodo de dezembro a Janeiro®’.

No estudo de Rittichier e colaboradores, foram admitidos 40-50% de
pacientes positivos com infeccdo pelo Enterovirus durante os meses do verao e
outono38,

Acredita-se que a disseminagao fecal-oral desses agentes seja facilitada,
principalmente em criangas, durante periodos de clima quente. Além da transmissao
direta de pessoa para pessoa, os EV podem ser recuperados de moscas domésticas,
aguas residuais e esgotoss3d.

A encefalite viral pode ser produzida por varios virus, as infeccbes podem
ser esporadicas, epidémicas ou transmitidas por animais. Muitas dessas infeccoes
esporadicas causam uma doenga leve, com dor de cabega e sonoléncia, que é
autolimitada, mas em casos mais graves os pacientes apresentam comportamento

alterado, convulsdes, confusdo ou coma. O inchago cerebral € comum, com o risco
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associado de danos cerebrais e pode ocorrer mesmo em pacientes
imunocompetentes3'

No estudo de Bastos e colaboradores (2014), os sintomas mais citados
foram meningite, meningoencefalite e encefalite**, e esses sintomas estavam
presentes em 45% dos casos com identificagcdo viral positiva apresentado neste
trabalho.

Em nosso estudo, meningite apresentou resultados estatisticamente
significativos em comparagdo aos resultados de PCR positivos em relagdo aos
negativos (p=0,0426).

Os pacientes com HIC elevado na auséncia de outras causas infecciosas
conhecidas sado, as vezes, caracterizados como tendo uma sindrome viral
inespecifica*04142,

Observamos nos nossos pacientes que na maioria dos casos de HDI de
HIC foram identificados genomas virais (60%) e foi estatisticamente significativo em
relagdo aos pacientes com HIC com resultados negativos (p=0,07123), sendo dois
pacientes com identificacdo positiva para genoma de EV e outro HSV-2. Uma
definicdo de hipertensao intracraniana (HIC), também conhecida como pseudotumor
cerebral, foi revisada e atualizada varias vezes, e a apresentagao clinica atipica de
todas as definicdes especificaram que, para fazer um diagnoéstico de HIC, deve haver
um perfil normal de LCR. Portanto, os pacientes com analise do LCR sugestiva de
processo infeccioso ndo podem receber um diagndstico de HIC idiopatica; € mais
provavel que esses pacientes tenham meningite asséptica ou viral*142:43,

O HHV-6 foi 0 segundo virus detectado com maior frequéncia nos pacientes
com Nested-PCR positivo neste estudo (15%). Na literatura, como vemos no artigo de
Silva e colaboradores, o segundo virus mais frequente nos pacientes com meningites
e encefalites sdo os Herpesvirus 1 e 2%4. O papel do HHV-6 como agente causador
de doenca neurologica em criangas imunocompetentes merece mais pesquisas.

Nao ha na literatura estudos associando coinfecgcao entre Herpesvirus 6 e
VZV. Neste estudo, a dupla identificagdo destes genomas virais na mesma amostra
causou ao paciente a HDI de meningite, porém, nao foram anotadas informag¢des no
prontuario em relagcédo aos sinais e sintomas.

O exame de citologia do LCR auxilia na diferenciagcdo da meningite

bacteriana e viral’” e em nosso estudo, a pleocitose esteve presente em 55% dos
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pacientes positivos, e a maior quantidade foi de linfécitos, que esta de acordo com a
literatura encontrada e com as referéncias de diagndsticos de meningite asséptica*4.
No estudo de Lamaréo e colaboradores, a presenca de amostras linfomononucleares
foram a maior quantidade (81,8%) em relagdo as células polimorfonucleares
(18,2%)".

A prescricéo de antibiéticos foi feita em 13/20 (65%) dos pacientes positivos
para um dos virus estudados, 14/20 (70%) dos pacientes foram internados e
permaneceram no hospital por 2 dias ou mais. O diagnéstico molecular nos fornece a
deteccao correta do agente etioldgico e pode reduzir a utilizagdo de antibidticos e o
periodo de hospitalizagdo. A analise de PCR deve incluir critérios rigorosos para
garantir um diagndstico preciso?’.

A taxa de detecgdo de uma possivel etiologia viral no LCR em nossa coorte
de criangas com menos de 18 anos foi baixa, provavelmente porque era uma coorte
nao selecionada, mas, por outro lado, esse recurso diagndstico também é valioso para
o estudo, que descreve a abordagem diagnéstica na pratica clinica.

A utilizagao de técnicas moleculares neste estudo confirmou a validade do
método de Nested-PCR e RT-Nested-PCR para a detecgao rapida de Enterovirus e
Herpesvirus no LCR em pacientes com suspeita de infecgado neuroldgica viral. Uma
analise mais aprofundada de outros agentes e a padronizagdo de metodologias
moleculares, como a PCR em tempo real sdo propostas futuras para melhorar o

diagndstico laboratorial das doengas neuroldgicas virais no Brasil.
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Conclusao

e Verificou-se a prevaléncia de genoma de Herpesvirus (HHV) e Enterovirus (EV)
em amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) de criangas com suspeita de
infeccédo neuroldgica viral e 0 genoma mais prevalente foi o do Enterovirus, em
12/169 (7,1%), seguido dos HHVs em 8/169 (4,7%).

e Analisou-se a distribuicdo dos casos positivos pelas caracteristicas dos
pacientes como sexo, faixa etaria, hipétese diagndstica, resultados bioquimicos
e citologicos do LCR e manifestagdes clinicas dos pacientes, e a presenga de
meningite, hipertensdo intracraniana (HIC), febre, linfocitose e presencga de
neutrofilos no LCR foram significativos, mostrando que a analise molecular de
virus € importante nas criangas com suspeita de infecgdo viral no sistema

nervoso.
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5 Conclusao

- Identificou-se através de técnicas moleculares a presenca do genoma dos
Enterovirus e Herpesvirus em 20 amostras de LCR de criangas com manifestacoes

neurologicas de provavel etiologia viral;

- Correlacionaram-se os resultados obtidos com os testes moleculares, com as

manifestagdes clinicas e com os resultados bioquimicos e citolégicos do LCR;

- O diagnostico assertivo das infecgdes neuroldgicas no LCR pela técnica de biologia
molecular é de grande importancia, pode e deve ser incorporada na rotina laboratorial,
evitando assim o uso do antibidtico antecipadamente e desnecessariamente e

também as internagdes desnecessarias por longos periodos;

- Uma analise mais aprofundada de outros agentes e a padronizagdo de metodologias
moleculares de biologia, como a PCR em tempo real, sdo propostas futuras para

melhorar o diagnostico laboratorial de meningite viral no Brasil.
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7 Anexos

Anexo 1- Aprovagio no Comité de Etica
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Zika Virus e outros virus causadores de sindromes neurolégicas em pacientes
atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas. Estudo de
coorte prospectiva.

Pesquisador: SANDRA HELENA ALVES BONON

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 59361816.3.0000.5404

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.010.312

Apresentacao do Projeto:
A pesquisadora responsavel apresentou a emenda ao projeto original solicitando a inclusdo de duas alunas
de mestrado como equipe de pesquisa no projeto de pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:
Manteve os mesmos do projeto original.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Manteve os mesmos do projeto original.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma emenda ao projeto original, solicitando a inclusdo de duas alunas de Mestrado do curso de
Poés-Graduacdo em Saude da Crianga e do Adolescente, RAISSA NERY BINDILATTI e LIDIA CRISTIAN DE
OLIVEIRA BOFFI, como parte da equipe de pesquisa. Os projetos de pesquisa dessas alunas ja estdo
contemplados no projeto original avaliado e aprovado pelo CEP (CAAE 59361816.3.0000.5404). Inclusive os
TCLE ja contemplam o estudo dos enterovirus, herpesvirus e arbovirus, em Liquido cefalorraquidiano (LCR)
de pacientes pediatricos e adultos. A aluna Raissa
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Nery Bindilatti ira fazer a “ANALISE DA PRESENCA DE ENTEROVIRUS NAO-POLIO EM AMOSTRAS DE
LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO DE PACIENTES PEDIATRICOS COM MENINGITE ASSEPTICA”. A
aluna Lidia Cristian de Oliveira Boffi estudara "DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ARBOVIROSES
BRASILEIRAS EM LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO DE PACIENTES PEDIATRICOS NEGATIVOS PARA
DENGUE".

A pesquisadora responsavel referiu que o projeto de pesquisa foi aprovado na Fapesp no. 2016/17031-4,
sendo sua vigéncia até 30/12/2019.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Os seguintes documentos foram apresentados: a) Folha de rosto devidamente preenchida, b) Informagtes
basicas da pesquisa, c) Projeto de pesquisa, d) Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Recomendagdes:

Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Emenda APROVADA.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na

integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos andlise das
razées da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacdo, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da

pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de
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acdo imediata com intuito de proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagéo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apés a data deste
parecer de aprovacgdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item X|.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_121854] 01/10/2018 Aceito
do Projeto 8 _E2.pdf 16:45:59
TCLE / Termos de  |termodeconsentimento.pdf 16/11/2016 | SANDRA HELENA Aceito
Assentimento / 17:23:57 |ALVES BONON
Justificativa de
Auséncia
Qutros cartaresposta2.pdf 10/10/2016 | SANDRA HELENA Aceito

14:34:21 |ALVES BONON
Projeto Detalhado / |PROJETOSNETICA2016.pdf 10/10/2016 | SANDRA HELENA Aceito
Brochura 12:10:58 |ALVES BONON
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Investigador PROJETOSNETICA2016.pdf 10/10/2016 | SANDRA HELENA Aceito

12:10:58 |ALVES BONON
Qutros TERMODISPENSAZ2 pdf 10/10/2016 | SANDRA HELENA Aceito

11:59:46 |ALVES BONON
Cronograma CRONOGRAMAATIVIDADESoutubro20| 10/10/2016 | SANDRA HELENA Aceito

16.pdf 11:57:44 |ALVES BONON

Folha de Rosto folhaderostohc.pdf 10/08/2016 | SANDRA HELENA Aceito

16:33:32 |ALVES BONON
Situacgdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 09 de Novembro de 2018
Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))
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