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                                                                                                                     Introdução

1. Introdução 
 

Com a função de trocas gasosas o trato respiratório humano possui 

uma área de quase 140 m2, combinada com uma ventilação de 6 litros por 

minuto, o que faz dele uma das rotas mais comuns de entrada de 

microorganismos, patogênicos ou não, em nosso organismo. Esse sistema possui 

um amplo aparato defensivo como: cílios, movimentos ciliares, muco, tosse, 

fagócitos, tecido linfóides em posições estratégicas, agentes antimicrobianos e 

defencinas (Flint et al, 2000; Tortora et al, 2005). Assim, infecções respiratórias 

agudas representam 30 a 40% de todas as consultas pediátricas, 20 a 40% de 

todas as internações de crianças e cerca de 20% das mortes de crianças no mundo 

em desenvolvimento (WHO, 2009 Cashat-Cruz et al, 2005). Dessas mortes, 90% 

são diagnosticadas como pneumonia. Ainda assim, pesquisas relacionadas à 

doenças respiratórias agudas do trato respiratório inferior recebe cerca de 

US$0.51 por dia, enquanto pesquisas relacionadas à AIDS, asma, doenças 

reumáticas recebem: U$85.00; U$13.00 e U$10.00 respectivamente (International 

Conference on Acute Respiratory Infections, 1997). Os principais organismos 

causadores são bactérias (Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae) 

e vírus. Infelizmente não é possível diferenciar um ou outro apenas pelos sinais 

clínicos ou radiografias. Vale ressaltar que vírus são isolados e identificados em 

menos de 1% dos casos de infecções pneumônicas. Sendo assim, torna-se claro, 

que o rápido conhecimento do agente infeccioso e o tratamento adequado pode 

ser fundamental na redução da mortalidade. Dentre os mais importantes vírus 

reconhecidos nas infecções respiratórias agudas estão o vírus sincicial 

respiratório (RSV), o vírus influenza, parainfluenza, metapneumovírus, 

coronavírus e os adenovírus (WHO, 2009). 

Por convenção o trato respiratório é separado em: trato respiratório 

superior (composto de seios paranasais, cavidade nasal, nasofaringe, orofaringe, 

epiglote e laringe) e trato respiratório inferior (composto de traquéia, brônquios, 

bronquíolos, alvéolos e pulmões). 
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 Figura 1: O sistema respiratório. (Extraído de Burton GEW, Engelkirk PG. Principais Doenças Infecciosas 

Humanas. In: Burton GEW, Engelkirk PG, autores. Microbiologia para as Ciências da Saúde. 5ª ed. Rio de 

Janeiro (RJ): Editora Guanabara Koogan S.A.; 1998. p.220.) 

1.1 Doenças do trato respiratório superior 

 

O Resfriado Comum é uma das doenças mais freqüentes no 

homem, em todas as faixas etárias. Suas características são: coriza (secreção 

intensa das narinas), espirro e dor de garganta. Em casos mais graves pode haver: 

bronquiolite, bronquite e infecções bacterianas secundárias resultando em 

sinusite (inflamação de um ou mais seios paranasais) e otite média (inflamação 

do ouvido médio). Em aproximadamente 50% dos casos o agente etiológico é o 
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rinovírus, outros agentes podem ser o coronavírus; RSV e parainfluenza. Sua 

transmissão se dá por contato direto e o período de incubação é de 1 a 3 dias. 

Essa doença é mais comum no outono e primavera e acomete mais crianças que 

adultos. O tratamento para a maioria dos casos é repouso, reposição de líquidos e 

alivio de sintomas (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998). 

O Crupe ou Laringotraqueíte aguda é uma doença que apresenta 

inchação subglótica e chiado. Normalmente causada pelos vírus: parainfluenza, 

RSV, influenza, além do Mycoplasma pneumoniae. Seu contágio é direto e 

apresenta incubação variável. Sua cura é espontânea e o tratamento usual é o uso 

de vaporizadores e o antiviral amantadina (Tortora et al, 2005; Burton et al, 

1998).  

Há outras doenças do trato respiratório superior, com etiologia, 

geralmente, bacteriana e eventualmente após uma infecção viral. Doenças como: 

Difteria que é uma doença bacteriana aguda que acomete a tonsila e, apesar da 

vacinação, ainda é um problema em regiões mais pobres do Brasil e do mundo. 

(Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998); Faringite (dor de garganta); epiglotite; 

tonsilite; sinusite; difteria; otite media (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998). 

1.2 Doenças do trato respiratório inferior 

 

A Pneumonia é uma infecção aguda dos alvéolos e dos tecidos do 

pulmão. Pode apresentar febre, tosse, dor aguda no peito, calafrios e falta de ar. É 

diagnosticada por semiologia pulmonar ou radiografia do tórax. Não raro, a 

pneumonia viral pode ser agravada por invasão bacteriana. Ela pode ser causada 

por bactérias gram-negativas, gram-positivas, micoplasmas, clamídias, vírus e 

fungos, porém tem sido mais comumente associada ao Streptococcus 

pneumoniae. Sua transmissão se dá por contágio direto e com período de 

incubação dependente do agente causador. Anualmente 3 milhões de crianças 

morrem por essa doença (19% de todas as mortes de crianças com até cinco anos 

de idade), principalmente em nações mais pobres. Deste modo, o tratamento vai 

depender da identificação do patógeno através do escarro ou outras amostras do 
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trato respiratório inferior (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998; Cashat-Cruz M 

et al., 2005; International Conference on Acute Respiratory Infections, 1997). 

A Gripe é uma infecção viral especifica aguda com febre, calafrios, 

dor de cabeça, tosse, secreção nasal, algumas vezes causando bronquite, 

pneumonia e morte. Em crianças pode haver náuseas, vômito e diarréia. Os 

agentes causadores são os vírus influenza A, B e C. Sua transmissão é de forma 

direta com período de  incubação de 1 a 3 dias. Atualmente ela acomete 10% da 

população mundial durante o inverno, e cerca de 50% de crianças em idade 

escolar, com taxa de mortalidade de menos 1%. Normalmente o vírus influenza 

infecta sozinho e desse modo comumente não é fatal. Amantadina, Rimantadina, 

Zanamivir e Oseltamivir são drogas antivirais contra o influenza A, porém, de 

modo geral, somente os sintomas da doenças são tratados. As linhagens virais 

são identificadas pela variação nos antígenos H e N. As diferentes formas de 

antígenos recebem números. Cada mudança de número representa uma alteração 

substancial na composição protéica da espícula. Essas alterações são 

denominadas flutuações antigênicas e são grande o suficiente para que haja 

evasão do sistema imune de maior parte da humanidade. Essa habilidade é a 

responsável pela maioria dos surtos e pandemias. Mas entre episódios de 

flutuações antigênicas existem pequenas variações chamadas desvios antigênicos. 

O resultado desse desvio e que a imunidade contra esse vírus tende a ser menos 

eficiente. Assim esses dois fatores tornam impossíveis o desenvolvimento de 

uma vacina que forneça imunidade prolongada à população. Para uma 

imunização eficiente da população é necessário, o desenvolvimento anual de 

vacinas, baseadas nas cepas mais circulantes no mundo naquele momento, com 

uma eficiência média de 70% a 90% (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998).  

Há outras doenças do trato respiratório inferior, com etiologia, 

geralmente, bacteriana e eventualmente após uma infecção viral. Doenças como: 

Coqueluche que é uma infecção bacteriana aguda da infância; tuberculose uma 

infecção aguda ou crônica do trato pulmonar causada por micobactérias; A 

legionelose ou doença dos legionários uma pneumonia bacteriana aguda; 

coccidioidomicose (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998). 
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Quadro 1: principais doenças do sistema respiratório com suas características 

mais evidentes, principais agentes causadores e tratamento disponível.* 

Doença Características Agentes Tratamento 

Resfriado comum 
Coriza, espirro e dor de 

garganta 

Rinovírus, 

parainfluenza, 

adenovírus e 

coronavírus 

Alívio dos sintomas 

Difteria 
Pseudomembrana 

fibrosa faringiana 

Corynebacterium

diphtheriae
Penicilina e eritromicina 

Faringite 

estreptocócica 

Placas brancas de pus 

na garganta 
Streptococcus pyogenes Penicilina e eritromicina 

Crupe 
Inchaço subglótico e 

chiado 

Parainfluenza, RSV, 

influenza e Mycoplasma

pneumoniae 

Vaporizadores 

Pneumonia 
Infecção aguda dos 

pulmões 

Bactérias, clamídias, 

vírus, fungos 
Depende do patógeno 

Gripe 
Infecção viral aguda do 

trato respiratório 
Influenza 

Amantadina, 

Rimantadina, Zanamivir 

e Oseltamivir (contra 

influenza A) 

Coqueluche 
Infecção bacteriana 

aguda com tosse intensa
Bordetella pertussis 

Eritromicina, tetraciclina 

ou cloranfenicol 

Tuberculose 
Infecção aguda ou 

crônica dos pulmões 

Mycobacterium 

tuberculosis

Isoniazina, 

estreptomicina, etambutol 

e parazinamida 

Legionelose 
Pneumonia bacteriana 

aguda 
Legionella pneumophila

Eritromicina com 

rifampina 
*Modificado de Burton GEW, Engelkirk PG. Principais Doenças Infecciosas Humanas. In: Burton GEW, Engelkirk 

PG, autores. Microbiologia para as Ciências da Saúde. 5ª ed. Rio de Janeiro (RJ): Editora Guanabara Koogan S.A.; 

1998. p.219-224.). 
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1.3. Principais vírus respiratórios 

 

O rinovírus é um vírus da família Picornaviridae, que possui 

capsídeo icosaédrico, não-envelopado, de 22 a 30nm de diâmetro. Seu ácido 

nucléico é de RNA de polaridade positiva com 8kb. Sua trasnmissão se dá pelo 

contato interpessoal com infecção inicial das células da mucosa nasal e, 

eventualmente, chegando ao trato respiratório inferior. Considerado como o 

principal agente etiológico do resfriado o vírus está presente em altas 

concentrações nas secreções e já foi identificado em 40% a 90% das mãos dos 

indivíduos infectados. Trata-se de um vírus ubíquo comum nos meses com 

maiores variações de temperatura, umidade e poluição. Por se tratar de uma 

doença, em geral, benigna, limitada e de curta duração, o uso de técnicas de 

diagnóstico são raramente utilizadas, contudo podemos usar o isolamento em 

cultura de células, tais  como WI-38, MRC-5 e HeLa. Atualmente não existe 

vacina contra o rinovírus, porém a droga pleconaril pode ser utilizada 

clinicamente. (Rácz ML et al, 2004; Couch RB et al, 2001) 

O Coronavírus é um vírus da família Coronaviridae e apresenta 

vírions de 100 a 120 nm de diâmetro com envelope. Possui RNA de polaridade 

positiva com 27 a 32 Kb. Sua transmissão se dá pessoa a pessoa geralmente 

associada ao resfriado comum. É freqüente nos meses frios com grande variação 

na incidência de um ano para outro. O diagnóstico geralmente não é realizado por 

se tratar de uma infecção relativamente leve e auto-limitada. Entretanto é 

possível o uso de drogas que são efetivas contra rinovírus. No final de 2002 e 

início de 2003 um novo coronavírus começou a circular, mais tarde batizado de 

síndrome respiratória aguda grave (SARS), chegando a 29 países e atingindo 

cerca de 8000 pessoas e uma mortalidade de aproximadamente 10%. Os últimos 

casos detectados de SARS foram em abril de 2004 (Holmes KV et al., 2001; Kahn 

JS et al., 2007). 

O vírus Influenza é um vírus da família Orthomyxoviridae, que 

possui os gêneros Influenza A, B e C. Vírus pleomórfico de 80 a 120nm, 

envelopado, com um RNA de fita simples e polaridade negativa e segmentado. 
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Uma característica destes vírus é a capacidade de aglutinar hemácias de aves e de 

alguns mamíferos sendo encontrado em um grande número de espécies 

domesticadas pelos humanos. Os influenza A e B possuem oito segmentos e o 

Influenza C possui sete segmentos não apresentando o gene da neuraminidase. A 

partícula viral apresenta envelope com espículas de neuraminidase e 

hemaglutinina. Os vírus Influenza são disseminados de pessoa a pessoa e são 

importantes causadores de doenças respiratórias em todas as faixas etárias, 

associados a doenças respiratórias no trato superior ou inferior. Sintomas comuns 

relacionados ao quadro clínico são: febre súbita, mialgia, dor de cabeça, tosse 

seca e inflamação na garganta. Uma complicação comum observada é a 

pneumonia bacteriana secundária, que é facilitada pelo dano causado ao epitélio 

respiratório, sendo mais séria em idosos com doença crônica no coração, pulmão 

ou brônquios. Devido à variabilidade de seus antígenos de superfície, esse vírus 

são capazes de evadir da defesa do hospedeiro originalmente aptos a se defender 

dessa ameaça, explicando em parte a causa das grandes pandemias de influenza. 

Seu diagnóstico pode ser feito pelo isolamento do vírus em culturas de células 

MDCK ou LLC-MK2, cultivo em em ovos embrionados de galinha, pela técnica 

de inibição de hemaglutinação, pela reação de imunofluorescência ou pela 

amplificação do RNA por RT-PCR. As drogas disponíveis para o tratamento da 

infecção pelo influenza A são a amantadina e a rimantadina, que interferem na 

proteína M2, necessária para que ocorra a descapsidação do vírus que foi 

endocitado. Além disso, devemos citar os inibidores de neuraminidase Zanamivir 

e Oseltamivir, que atuam tanto nos vírus influenza A quanto B. Entretanto o 

modo de ação preventiva mais eficaz tem sido a vacinação anual dos idosos e em 

indivíduos com risco de complicações em virtude de doenças crônicas. (Rácz ML 

et al., 2004; Wright PF et al., 2001). 

O vírus Parainfluenza pertence à família Paramyxoviridae, ordem 

Mononegavirales, gêneros Respirovirus (parainfluenza 1 e 3) e Rubalavirus 

(parainfluenza 2 e 4). São vírions de 150nm de diâmetro, pleomórficos e 

envelopados que apresentam 2 proteínas de superfície: hemaglutinina–

neurominidase (HN) e a proteína de fusão. Seu genoma é um RNA de fita 
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simples linear polaridade negativa com cerca de 15kb. Os vírus parainfluenza são 

importantes causadores de doenças respiratórias em crianças e jovens adultos 

com sintomatologia semelhante ao vírus influenza como febre leve, 

laringotraqueobronquiolite (crupe) e tosse. Re-infecções ocorrem comumente, 

resultando em infecções mais leves. Os casos de laringotraqueobronquiolite 

grave podem ocorrer em 2 a 3% dos casos. Ele é um vírus tido como ubíquo e 

com alguma variação sazonal, com maior ocorrência nos meses de inverno. Seu 

diagnóstico pode ser feito pela amplificação de seu ácido nucléico por RT-PCR, 

por  imunofluorescência direta nas células do paciente infectado ou o isolamento 

viral em células LLC-MK2 ou NCI-H292. Não existe tratamento específico, mas 

em caso de crupe é feita inalação de ar úmido com epinefrina. Ainda não há 

registro de vacinas licenciadas para os vírus parainfluenza (Chanock RM et al., 

2001; Rácz ML et al., 2004) 

Os adenovírus são vírus da família Adenoviridade, que possui 

quatro gêneros: Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus. 

São vírus não envelopados com um capsídeo icosaédrico de cerca de 80nm de 

diâmetro e genoma de DNA dupla fita com 26 a 45kb. Os sorotipos de 

adenovírus são diferenciados com base em reações de neutralização sendo mais 

de 200 distribuídos em cinco espécies de adenovírus (A, B, C, D, e E). Os 

adenovírus são causadores de infecções no trato respiratório, olhos, intestinos e, 

com menor freqüência, trato urinário e fígado. Os sintomas respiratórios mais 

comuns se assemelham aos da infecção por pelo vírus influenza, ou seja, febre, 

nasofaringite, congestão nasal, tosse e dor de cabeça. Ainda que sua infecção em 

geral seja totalmente assintomática, complicações podem levar a casos de grave 

broncopneumonia, otite média ou sinusite. Esse vírus pode ser transmitido pela 

via oral-fecal ou aerossol e tem sido associado a epidemias ou endemias, 

comumente em acampamentos militares. Três a cinco por cento das doenças 

infecciosas na infância são causadas por ele. Os adenovírus têm distribuição 

mundial. Nas infecções agudas, o adenovírus é excretado por um a três dias na 

garganta de adultos, três a cinco dias no nariz, na garganta, nas fezes ou nos 

olhos de paciente com febre conjuntival; duas semanas nos olhos de pacientes 
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com ceratoconjuntivite; três a seis semanas na garganta ou nas fezes de crianças 

com doença respiratória;e dois a doze meses ou mais na urina, na garganta ou em 

biópsias de órgãos de pacientes imunocomprometidos. As linhagens de célula 

A549, Hep-2, HeLa e KB são as melhores para o isolamento desse vírus (Rácz 

ML et al., 2004).

Em 2005 foi identificado um novo vírus respiratório, o bocavírus 

humano (HBoV), pertencente à família parvoviridae gênero Bocavirus. Até 

então, trabalhos identificaram esse vírus na Europa, América do Norte, Oriente 

Médio, Ásia, África e América do Sul. As freqüências encontradas variaram de 

1% a 8%, sendo na maioria em crianças. Alguns estudos relataram diarréia nas 

crianças com esse vírus, sugerindo que o HBoV pode se estender além do trato 

respiratório. A co-infecção é outro aspecto notado na literatura, onde na 

Tailândia foi detectado 4,5% de positivos para HBoV em crianças com 

pneumonia, sendo que em 83% desses positivos havia a co-infecção com outros 

vírus. A detecção desse vírus também foi realizada por meio de fezes em crianças 

com gastroenterites agudas, mas sem doença respiratória, porém em 58% desses 

casos foi detectado outro patógeno entérico fazendo necessário mais estudos para 

se esclarecer o real papel do HBoV em doenças entéricas (Kahn JS et al., 2007; 

Allander T et al., 2008; Gagliardi TB et al., 2008). 

O Vírus Respiratório Sincicial está classificado na família 

Paramyxoviridae ordem Mononegavirales, sub-família Pneumovirinae e gênero 

Pneumovirus. São vírus de 150nm de diâmetro, pleomórficos e envelopados, cujo 

genoma é um RNA de fita simples linear e polaridade negativa com cerca de 

15kb. Codifica dez mRNA. Existe apenas um sorotipo de RSV, com dois 

subgrupos antigênicos, A e B. Bronquiolites e pneumonias são frequentemente 

causados por esse vírus em crianças de dois a sete meses, sendo que o contágio 

se dá por contato direto ou fomites contaminados e o período de incubação é de 

aproximadamente quatro a cinco dias.  A replicação primária de RSV ocorre na 

camada superficial do epitélio respiratório e a disseminação para o trato inferior 

ocorre cerca de três dias após o aparecimento de rinoréia. O RSV tem 

distribuição mundial e a maior incidência ocorre nos meses de inverno ou 
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chuvosos (Rácz et al, 2004). Foi descrito como o mais importante patógeno viral 

causador de doenças respiratórias agudas (DRA) das vias respiratórias inferiores, 

sendo responsável por um elevado índice de hospitalizações de crianças (Glezen 

et al, 1986). De 1 a 3% de todas as crianças nascidas são hospitalizadas devido a 

infecções ocasionadas por esse vírus. O RSV também tem sido cada vez mais 

reconhecido como um importante patógeno dentre a população idosa, 

principalmente aquela parcela da população que vive em instituições para idosos 

(Han et al, 1999; Falsey & Walsh, 2000). Em geral, os quadros mais graves são 

em crianças com menos de 12 meses de idade. As melhores amostras para se 

fazer o diagnóstico destes vírus são as de aspirado ou lavados de nasofaringe, 

onde a identificação dos antígenos virais é feita de forma direta por técnica de 

imunofluorescência direta ou indireta. O isolamento do vírus pode ser feito em 

culturas de células Hep-2 ou HeLa, quando é possível verificar o aparecimento 

de sincícios, efeito citopático característico destes vírus três a sete dias após a 

inoculação. Com a técnica de RT-PCR é possível diagnosticar e tipar as 

amostras. Desde 1986 um análogo de nucleosídeo, a ribaviririna tem aprovação 

para uso em infecções pelo RSV. Além do RSV humano (sendo subdividido em 

dois grupos A e B, devido à diversidade antigênica das proteínas de envelope), 

existem o RSV bovino e o vírus da pneumonia do camundongo (murine 

pneumonia virus). Linhagens de RSV caprino e ovino também têm sido descritas. 

Os sintomas mais comuns da infecção são: febre moderada, hipoxemia, fadiga, 

chiado, coriza, tosse, distúrbios respiratórios. Em crianças de baixa idade, o 

pequeno diâmetro dos bronquíolos e alvéolos facilita a obstrução, causando a 

gravidade da infecção. Complicações devido à infecção bacteriana secundária, 

em geral, são raras (Lamb RA et al., 2001; Rácz ML et al, 2004).  

O metapneumovírus humano (hMPV) apresenta grande semelhança 

genética com o metapneumovírus aviário (aMPV) e também, em menor grau, 

com o vírus sincicial respiratório (RSV). Foi o primeiro membro do gênero 

Metapneumovirus que infecta humanos identificado na Holanda em 2001, através 

do diagnóstico em várias amostras coletadas a partir de 1958 (Hoogen et al, 

2001). O hMPV, assim como o RSV, faz parte da ordem Mononegavirales, 
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família Paramixoviridae subfamília Pneumovirinae, Ele está associado ao mesmo 

quadro clínico que o RSV, mas em geral menos graves. Desde sua identificação 

já foi encontrado na Europa (Itália, França, Espanha, Reino Unido, Alemanha, 

Dinamarca, Finlândia e Noruega), América (EUA, Canadá, Argentina, Brasil), 

Ásia (Índia, Japão, China e Singapura), Austrália e África do Sul. Sua 

distribuição sazonal se assemelha a do RSV, ou seja, com maior número de casos 

próximo ao inverno (Principi et al., 2006). Pode infectar e não raro re-infectar 

pessoas de qualquer idade, no entanto é muito mais comum, em idosos, crianças 

e pessoas com quadros de imunossupressão. Aproximadamente 15% das 

internações hospitalares por problemas respiratórios são causados pelo hMPV 

(Bastien et al, 2003). O metapneumovírus, assim como outros vírus respiratórios 

apresenta um padrão de virose emergente e re-emergente apresentando incidência 

variando de 5% a 40% de um ano a outro (Maggi et al, 2003). Greensill em 2003 

detectou a coinfecção hMPV em 70% das crianças com bronquiolite, causada 

primeiramente pelo RSV, nas UTIs. Estudos em macacos mostraram que a 

infecção de hMPV é muito semelhante à de RSV, já que ambos infectam células 

ciliadas do epitélio respiratório (Kuiken et al, 2004). Em 2001 Hoogen e 

colaboradores pesquisando amostras de adultos jovens e idosos encontrou 100% 

de soroprevalência, com títulos neutralizantes estáveis contra o hMPV, indicando 

que a re-infecção durante a vida é comum (Hoogen et al, 2001). 

Outros vírus que também causam doenças respiratórias são: 

Coxsackievírus, da família picornaviridae geralmente causando doenças do trato 

respiratório superior; Rubella vírus, da família togaviridae, causa uma doença da 

infância conhecida por rubéola com dor de garganta, febre, manchas vermelhas 

na pele; vírus do sarampo, da família paramixovirudae, causador do sarampo; 

Herpes simplex vírus, Epstein-Barr vírus, Citomegalovírus e Varicella-Zoster são 

os vírus da família Herpesviridae que eventualmente causam doenças 

respiratórias (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998). 
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Quadro 2: principais vírus respiratórios com suas famílias, principais doenças 

associadas e droga disponível para seu controle* 
Vírus� Família� Doenças� Controle�

Rinovírus Picornaviridae resfriado comum Pleconaril 

Coronavírus Coronaviridade resfriado comum Pleconaril 

RSV Paramixoviridae pneumonia e broquiolites Ribaviririna 

Influenza Ortomixoviridae Gripe Zanamivir e Oseltamivir 

Parainfluenza Paramixoviridae 
rinite, faringite, crupe e 

pneumonia 

Epinefrina no caso de 

crupe 

Adenovírus Adenoviridae 
resfriado, nasofaringite e 

broncopneumonia 
- 

hMPV Paramixoviridae pneumonia e broquiolites Ribaviririna 

Bocavírus Parvoviridae pneumonia e broquiolites - 
*Modificado de Burton GEW, Engelkirk PG. Principais Doenças Infecciosas Humanas. In: Burton GEW, Engelkirk 

PG, autores. Microbiologia para as Ciências da Saúde. 5ª ed. Rio de Janeiro (RJ): Editora Guanabara Koogan S.A.; 

1998. p.219-224.). 

 

1.4.Diagnóstico virológico 

 

Não raro, um diagnóstico puramente clínico dificilmente define o 

agente etiológico de uma infecção respiratória aguda, ou mesmo a definição de 

sua natureza (viral, bacteriana, protista, fúngica). Doenças do baixo trato 

respiratório podem, de forma mais comum, ser causadas por mais de 20 

organismos virais e bacterianos. Atualmente, são disponíveis diversos métodos 

de diagnóstico virológico (Rácz et al., 2004; Stroch GA et al., 2001; Templeton 

KE et al., 2007). 

Um importante passo para o diagnóstico virológico envolve a coleta 

da amostra, que se não for de boa qualidade acaba comprometendo o diagnóstico. 

Desta maneira, as principais variáveis relacionadas à qualidade da amostra são: 

tipo de material, momento da coleta, transporte e armazenamento. Para detecção 

de vírus respiratórios as melhores amostras são aquelas coletadas do próprio trato 
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respiratório, onde as principais opções para esse fim são os swabs nasais e 

aspirados de nasofaringe. É importante que no momento da coleta esteja 

ocorrendo a liberação de partículas virais (geralmente até o quinto dia de 

infecção) e o transporte em baixas temperaturas (próximo a 4oC) evitando o 

congelamento que destrói os vírions (Rácz et al., 2004; Stroch GA et al., 2001). 

Amostras de swabs nasais são fáceis e rápidas de se obter, com exceção do RSV 

(o mais importante vírus em crianças). O aspirado de nasofaringe é um material 

de melhor qualidade (pela quantidade de células) para a pesquisa da maioria dos 

vírus respiratórios (com possível exceção do influenza). Uma ressalva que deve 

ser feita é quanto à maior habilidade que é exigida de quem o coleta, dado 

desconforto que causa nos pacientes submetido a este procedimento (Heikkinen 

T et al., 2002; Sung RYT et al., 2008; Loens K et al., 2009). 

O cultivo e isolamento de vírus é uma técnica ainda importante e 

tida como de referência em vários casos para ser descartada totalmente. Essa 

estratégia apesar de algumas críticas tende a amplificar a quantidade de vírus 

presente na amostra, facilitando sua identificação e caracterização. As principais 

desvantagens relativas a esse método são: o período de incubação (pelo menos 3 

dias para a maioria dos vírus) e a não existência de linhagens celulares sensíveis 

para alguns vírus. Alternativamente, dependendo do vírus pode-se usar ovos 

embrionados de galinha.(Carter J et al., 2007; GA et al., 2001; Eiros JM et al., 

2009). 

Outros métodos alternativos à cultura são os métodos 

imunológicos, que através de anticorpos específicos conseguem identificar a 

grande variedade de vírus respiratórios.. A reação de inibição da hemaglutinação 

ou mesmo a de hemaglutinação é um exemplo de técnica simples capaz de 

detectar anticorpos ou antígeno para o vírus influenza. Já a reação de 

imunofluorescência tem sido usada por diversos laboratórios como um método 

rápido de identificação dos antígenos virais nas células colhidas do indivíduo 

infectado com a visualização, em microscópio óptico de fluorescência (Flint ST 

et al., 2000). Essa técnica foi uma das primeiras que permitiu um diagnóstico 

viral no mesmo dia da coleta, portanto tendo como vantagem além da velocidade 
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a capacidade de detecção de vários vírus simultaneamente sem grande acréscimo 

de tempo ou custo. Como desvantagem temos a baixa sensibilidade, sobretudo se 

durante a coleta o número de células do epitélio respiratório não for o suficiente 

para a análise. Uma forma de superar tal dificuldade seria o da escolha de 

aspirado de nasofaringe, que costuma trazer um maior número de células para o 

diagnóstico. Outra desvantagem seria o da necessidade de treinamento técnico 

para a interpretação do resultado e o de nem todo laboratório possuir um 

microscópio de fluorescência. Embora no mercado existam diversos kits de 

detecção de vírus respiratórios, é comum não haver disponível reagentes para 

todos vírus, tanto pela existência de muitos sorotipos quanto pela recente 

identificação de novos vírus (Madeley CR et al., 2002; Reis AL et al., 2008). 

A detecção de ácidos nucléicos virais representou um grande 

avanço para a virologia. Tal fato pode assim ser aplicado, pelas técnicas de PCR 

e RT-PCR, para o diagnóstico dos vírus respiratórios. Essas metodologias são tão 

rápidas quanto às de imunofluorescência, com a vantagem de exigirem menos 

treinamento da equipe laboratorial além de maior versatilidade. Essas técnicas 

são famosas por suas sensibilidades, cuja vantagem e desvantagem pode estar 

relacionadas a isso. Possuem sensibilidade analítica capaz de detectar 1 a 10 

cópias de DNA alvo. Sua utilização generalizada tem possibilitado um aumento 

na detecção de vírus respiratórios contribuindo para o entendimento das doenças 

de causa viral. Também permitiram a identificação de novos vírus como o 

metapneumovírus humano, bocavírus humano e três outros coronavírus. Sua 

versatilidade possibilitou a detecção tanto de um vírus específico ou grupo de 

vírus através de um PCR genérico que apenas usa um primer degenerado, sendo 

útil para vírus como adenovírus ou rinovírus. Porém uma elevada sensibilidade 

pode ser desvantagem quando há contaminação de amostras, ou quando há a 

detecção de um vírus sem importância clínica, já que alguns vírus podem ser 

liberados sem que isso tenha relação com uma doença, como em indivíduos 

assintomáticos. (Pozo F et al., 2008; Eiros JM et al., 2009; Reis AD et al., 2008; 

Storch GA et al., 2000). 
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Sendo assim, visando conhecer a ocorrência dos vírus RSV e 

hMPV, em nossa região, estabelecemos um contato com o Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da UNESP do campus de Botucatu. A identificação 

dos casos clínicos atribuídos a infecções respiratórias agudas foram identificados 

na população atendida neste Hospital Acreditamos que em conjunto com os 

principais aspectos clínicos relacionados a esses vírus poderemos, dessa maneira, 

obter um perfil da prevalência dos dois vírus anteriormente citados. 
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2. Objetivos 
 

Geral

 

� Pesquisar os vírus: Vírus sincicial respiratório; metapneumovírus; 

influenza A e B; parainfluenza 1,2 e 3; adenovírus em crianças menores 

de cinco anos atendidas no hospital da Faculdade de Medicina de 

Botucatu. 

 

Específicos

 

� Traçar o perfil de sazonalidades dos vírus: Vírus sincicial respiratório 

metapneumovírus; influenza A e B; parainfluenza 1,2 e 3; adenovírus. 

 

� Comparar os métodos: imunofluorescência indireta e PCR para detecção 

de RSV. 
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3. Casuística e Métodos 
 

3.1. Pacientes e espécimes clínicos: 

Estudo de serie de casos que incluiu crianças com até cinco anos de 

idade, admitidas no pronto atendimento; enfermaria pediátrica; UTI-pediatrica e 

UTI-neonatal do Hospital das Clínicas da UNESP em Botucatu, no período de 

março de 2005 a junho de 2006. A inclusão dos pacientes no estudo foi feito 

pelos médicos assistentes, após assinatura, do termo de consentimento livre e 

esclarecido, pelos pais. Os dados de identificação; histórico do paciente; 

parâmetros clínicos e diagnostico no momento da admissão foram registrados em 

formulário padrão (anexo 2). 

Todos estes casos foram clinicamente identificados pelos médicos 

pediatras que trabalhavam nos setores acima descritos e após a assinatura de um 

termo de consentimento livre e esclarecido, pelos pais, (anexo 1) procedeu-se à 

colheita do material clínico. Além disso, um formulário (anexo 2) foi preenchido 

pelo clínico com questões relacionadas ao quadro clínico geral do paciente bem 

como à infecção respiratória. O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Unesp  

Os espécimes foram colhidos a partir de aspirados de nasofaringe e 

“swabs” nasais. No caso das crianças internadas, a coleta foi realizada no 

primeiro dia da internação. Os aspirados e “swabs” de cada paciente foram 

diluídos, em um mesmo tubo, em tampão salina fosfato (PBS) pH 7,2, para um 

volume mínimo de 3 ml e transportados, sob refrigeração, para o laboratório de 

virologia do departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de 

Biociências da UNESP campus de Botucatu.  

 

3.2. Processamento das amostras 

Para o processamento das amostras, solução de aspirado de 

nasofaringe e swab nasal, foi realizado inicialmente a divisão da mesma em seis 

alíquotas com diferentes propósitos. Sendo assim, três alíquotas de 250�l foram 

 19



                                                                                                        Casuística e Métodos 

estocadas, a –70oC com 750�l de TRIzol® LS - Invitrogen® (para posterior 

extração de RNA ou DNA). O restante da amostra foi tratada, com penicilina-

estreptomicina (concentração final de 2000U/ml), fungizona (concentração final 

de 10�g/ml) e gentamicina (concentração final de 20�g/ml), por uma hora e 

então dividido em mais duas alíquotas de 500�l, sendo uma para uso no 

isolamento em cultura de células e outra para estoque. Nessas duas alíquotas, 

igual volume de meio de congelamento (15% de soro fetal bovino, 10% de 

glicerol e 75% de meio MEM - Minimum Essential Media - Invitrogen), sendo 

em seguida imerso em nitrogênio líquido por 40 segundos e então estocado em 

freezer a –70oC para posterior uso.  

O restante da amostra (cerca de 1250�l) foi usado para preparo de 

lâmina para uso em reação de imunofluorescência (IF). Primeiramente, o volume 

da amostra foi completado até o volume de 14 ml, em tubo do tipo Falcon de 15 

ml, e centrifugada, 3 vezes, a 1250g por 10min a 4oC. Após a última 

centrifugação, o sobrenadante do tubo foi descartado, e o restante do material 

ressuspenso para posterior uso. As lâminas foram devidamente identificadas com 

o número da amostra, data e tipo de lâmina (triagem ou tipagem) (figura 2). O 

material centrifugado foi pipetado na lâmina de tipagem (MAbs), 8 poços por 

amostra (10�L por poço), e na lâmina de triagem, 3 poços por amostra (10�L por 

poço). Depois de colocado na lâmina, o material foi seco no fluxo laminar. Após 

a secagem, o material foi fixado em acetona por 10 minutos, e seca em fluxo 

laminar novamente. A lâmina foi armazenada em freezer de -20oC para posterior 

análise em microscópio de fluorescencia. 

 

3.3. Diagnóstico por imunofluorescência Indireta 

 

O método de imunofluorescência indireta (IF) foi realizado em duas 

etapas. Na primeira somente as lâminas “Triagem” foram utilizadas e lidas, de tal 

forma que se houvesse a ocorrência de resultado positivo na leitura do poço 

“pool” da lâmina “Triagem” era efetuada a reação de imunofluorescência na 

lâmina “MAbs”. 
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Triagem: Em cada poço da lâmina, no sentido vertical e 

sucessivamente, foram adicionados 10�L das soluções “pool” (solução com 

anticorpos monoclonais contra: Adenovírus; influenza A e B; parainfluenza 1, 2 

e 3; e RSV), “RSV” (solução com anticorpos monoclonais contra hRSV) e 

controle negativo (solução com anticorpos inespecíficos) conforme 

exemplificado na figura 2. 

MAbs: Foram adicionados em cada poço da lâmina, no sentido 

horizontal e sucessivamente, 10�L das soluções com anticorpos dos que se 

seguem: RSV; Influenza A e B; Parainfluenza 1, 2 e 3; Adenovírus e Controle 

Negativo (anticorpos inespecíficos) conforme exemplificado na figura 2. 

Após a adição dos anticorpos, foi realizada uma incubação em 

câmara úmida a 37ºC por 30 minutos. A seguir foi feita a lavagem das lâminas.  

Lavagem das lâminas: as lâminas foram então lavadas duas vezes 

com solução, tampão salina fosfato (PBS) mais 0,5% de tween (PBS/T), de pH7, 

2. E então deixadas em PBS/T por 10 minutos, num recipiente próprio (caixa 

para banho histológico). Uma segunda lavagem foi realizada com água destilada, 

seguida por um banho de 5 minutos no mesmo tipo de água. Após a retirada do 

banho, as lâminas foram secas em fluxo laminar. Depois de secas, 10�L de 

conjugado-fluoresceína foram adicionados (soro anti-gamaglobulina de 

camundongo conjugado com fluoresceína, diluído em PBS pH 7,2 com Azul de 

Evans 0,02%) em todos os poços até então utilizados.  

Em seguida as lâminas foram incubadas novamente em câmara 

úmida a 37ºC por 30 minutos. Após a incubação os mesmos procedimentos de 

lavagens já descritos anteriormente foram realizados. Após a secagem das 

lâminas foi adicionada uma gota de glicerina tamponada e colocada uma 

lamínula sobre o material. O excesso de glicerina foi retirado com papel 

absorvente. Após 5 a 10 minutos a leitura das lâminas foi realizada. Caso a 

leitura não pudesse ser realizada no momento, as lâminas foram envoltas em 

papel absorvente e papel alumínio e guardadas em freezer – 20ºC. 
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Figura 2: Representação da aplicação das amostras nas lâminas. Em A, é representada a lâmina de triagem, onde 

“Pool” é a solução de anticorpos monoclonais contra: Adenovírus; influenza A e B; parainfluenza 1, 2 e 3; e RSV. 

“RSV” é solução com anticorpos monoclonais contra hRSV. “NO” é solução com anticorpos inespecíficos. Em B, é 

representada a lâmina de MAbs, onde soluções com anticorpos são representadas pelas siglas: “RSV” para anti-RSV; 

“IA” para anti-influenza A; “IB” para anti-influenza B; “P1” para anti-parainfluenza 1; “P2” para anti-parainfluenza 

2; “P3” para anti-parainfluenza 3; “AD” para anti-adenovírus; “NO” é solução com anticorpos inespecíficos. 

 

3.4. Diagnóstico por RT-PCR para RSV 

 

3.4.1Primers escolhidos para RSV

Para a detecção das amostras foram utilizados os primers “GAB”, 

“FV” e “F1”. Os primers GAB e FV produzem um produto amplificado de 653 

pares de base (pb) para as amostras do grupo A e 656 pb para as amostras do 

grupo B. O primer GAB corresponde ao gene da proteína G (de seqüência 5’-

YCAYTTTGAAGTGTTCAACTT- 3’), e o FV ao gene da proteína F (de 

seqüência 5’-GTTATGACACTGGTATACCAAC- 3’), sendo que o gene para a 

proteína F é imediatamente anterior ao gene para a proteína G, na direção 5’–3’ 

do genoma (Zheng et al,1996). 

Para reação de “semi-nested” foram usados os primers “GAB” e 

“F1” que a partir do produto amplificado no primeiro PCR, produz um 

amplificado de 489 para amostras do grupo A e 492 pb para amostras do grupo 

B. O primer F1 corresponde ao gene da proteína F (5´-

AACTCCATTGTTATTTGCC-3´) (Peret et al, 2000). 
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3.4.2.Extração do RNA

A partir da amostra estocada préviamente com TRIzol LS ((250�l 

de amostra + 750�l de TRIzol LS), procedeu-se ao acréscimo de 200�l de 

clorofórmio em cada amostra, homogeneização em vortex e incubação em 

temperatura ambiente por 5 minutos. Após centrifugação a 12000 rpm por 15 

minutos a 4oC o sobrenadante foi transferido para outro tubo e onde adicionaram-

se 500�l de isopropanol, com posterior incubação por 15 minutos em gelo e 

centrifugação a 12000 rpm, por 10 minutos a 4oC. O sobrenadante foi desprezado 

e acrescentou-se 1ml de etanol 75% seguido de uma centrifugação a 7400 rpm, 

por 5 minutos a 4oC. O sobrenadante foi novamente desprezado e o “pellet”, após 

secagem, ressuspenso em 45�l de água ultra pura (“MilliQ”) tratada com DEPC 

(Dietilpirocarbonato – Sigma) mais 5�l de RNAseOUT (Invitrogen®). Esse RNA 

foi, então, estocado em -70oC ou usado para transcrição reversa. 

3.4.3.Transcrição reversa

O cDNA foi transcrito, reversamente, a partir de 4�l de RNA 

extraído. Primeiro, adicionou-se 1�l de “random primer” (250�g/ml) e incubou-

se essa solução por cinco minutos a 70oC, para desnaturação sendo então 

transferido para um banho de gelo. Em seguida foi acrescentada uma segunda 

solução contendo: 4�l de ImProm-II 5x Reaction Buffer (Promega®), 0,5mM de 

dNTP, 2mM de MgCl2, 40u de RNaseOUT (Recombinant Ribonuclease Inhibitor 

- Invitrogen®), 0,5�l “ImProm-II Reverse Transcriptase” (Promega®) e água, 

tratada com DEPC e autoclavada, para completar um volume de 15�l. Essa 

mistura foi levada ao termociclador pré-aquecido a 25oC com as seguintes 

condições de cilcagem: 25oC por cinco minutos (anelamento do “primer”), 42oC 

por uma hora (fase de extensão) e 70oC por 15 minutos (para inativação da 

transcriptase reversa). O cDNA obtido foi usado nas reações de PCR para RSVe 

hMPV e/ou estocado para posterior utilização a –20oC. 
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3.4.4.Amplificação do RSV

A amplificação foi efetuada a partir de 3�l de solução de cDNA 

com 1,25�l de cada primer (GAB/FV para PCR do RSV, GAB/F1 para PCR 

“semi-nested” do RSV), 12,5�l de GoTaq® Green Master Mix (solução de DNA 

polimerase em tampão de reação, duas vezes concentrado e em pH8,5, 400�M de 

dNTP e 3mM de MgCl2 - Promega®) e água (tratada com DEPC e autoclavada) 

para completar 25�l por amostra. As amostras foram amplificadas no 

termociclador, sem a necessidade de adição de óleo para prevenção de 

evaporação da amostra. Na primeira reação de PCR para RSV foram utilizadas as 

seguintes condições de ciclagem: desnaturação de 5 minutos a 95oC, seguida de 

40 ciclos de 94oC por um minuto; 55oC por um minuto e 72oC por um minuto, 

então uma última fase de extensão de 7 minutos a 72oC. A PCR “semi-nested” do 

RSV foi feita com os seguintes passos: uma primeira desnaturação por 5 minutos 

a 95oC, seguida de 35 ciclos de 94oC por um minuto; 55oC por um minuto e 72oC 

por um minuto e uma última fase de extensão de 7 minutos a 72oC. O produto 

dessas duas reações pode então ser usado na eletroforese ou estocado a 4oC. 

 

3.4.5.Análise dos produtos amplificados

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel 

de agarose 1,5%. Oito microlitros do produto amplificado foi aplicado em gel de 

agarose 1,5% (Gibco BRL) em tampão Tris-Borato-EDTA 1x [90 mM de Tris-

Borato e 2mM de EDTA (pH 8,0)], com adição de Brometo de Etídio numa 

concentração final de 0,5 �g/ml. As voltagens utilizadas foram: 80mV nos 

primeiros 5 minutos e 120 mV para o restante da “corrida”. As bandas de DNA 

foram visualizadas em trans-iluminador com luz UV. 
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3.5. Diagnóstico por RT-PCR para HMPV 

 

3.5.1.Primers escolhidos para HMPV

Para o PCR de HMPV foi utilizado os primers “FR” e “FF”, que 

produzem um produto amplificado de 347 pb. Os primers FF (de seqüência 5’-

GAGCAAATTGAAAATCCCAGACA-3’) e FR (de seqüência 5’-

GAAAACTGCCGCACAACATTTAG-3’) correspondem ao gene da proteína F. 

(Peret et al., 2002). 

 

3.5.2.Extração do RNA

Conforme descrito no item “3.4.2.Extração do RNA”. 

 

3.5.3.Transcrição reversa

Conforme descrito no item “3.4.3.Transcrição reversa”. 

 

3.5.4.Amplificação do hMPV

A amplificação foi efetuada a partir de 3�l de cDNA com 1,25�l de 

cada primer (FF/FR para PCR do hMPV), 12,5�l de GoTaq® Green Master Mix 

(DNA polimerase em tampão de reação, duas vezes concentrado pH8,5, 400�M 

de dNTP e 3mM de MgCl2 - Promega®) e água (tratada com DEPC e 

autoclavada) para completar 25�l por amostra. As amostras foram amplificadas 

no termociclador, sem a necessidade de adição de óleo para prevenção de 

evaporação da amostra. A amplificação utilizou as seguintes condições: 

desnaturação de 95oC por três minutos, seguida de 40 ciclos de 94oC por 45 

segundos; 54oC por 45 segundos; e 72oC por 45 segundos com uma última fase 

de extensão de 7 minutos a 72oC. O produto dessa reação pode então ser usado na 

eletroforese ou estocado a 4oC. 
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3.4.6.Análise dos produtos amplificados

Conforme descrito no item “3.4.5.Análise dos produtos 

amplificados”. 

 

3.6. Análise estatística 

 

Os resultados obtidos na reação de imunofluorescência indireta 

para RSV foram comparados aos de PCR para RSV. O total de amostras 

negativas e positivas desses dois métodos foram considerados no cálculo. O teste 

estatístico “�” de Cohen Kappa (Landis JR et al., 1977). Segundo o resultado 

deste cálculo, a concordância entre os métodos foi considerada: pobre se ��0,2; 

pouca concordância se 0,21���0,40; moderada concordância se 0,41���0,60; 

grande concordância se 0,61���0,80; e quase perfeita concordância se 0,80��. 

 

3.6. Parâmetros clínicos 

 

A aquisição dos parâmetros clínicos foi realizada através da equipe 

responsável pela coleta das amostras de nasofaringe. Tosse, coriza, espirros, 

febre, chiado, peito cheio e falta de ar, apnéia, obstrução e necessidade de 

ventilação mecânica foram os parâmetros considerados. Seguiu-se a soma desses 

dados segregando-os segundo os resultados obtidos por PCR para RSV e hMPV. 

Os resultados considerados na segregação foram: número total de amostras 

testadas; amostras negativas; amostras positivas para hMPV e negativa para 

RSV; amostras positivas para RSV e negativas para hMPV; e amostras positivas 

para hMPV e RSV. 
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4. Resultados
 

No período entre março de 2005 a junho de 2006, foram coletadas e 

avaliadas 142 amostras, sendo que seis não tiveram a ficha de características 

clinicas preenchida. 

 

4.1.Imunofluorescência Indireta 

 

Do total de 142 amostras analisadas pela imunofluorescência 

indireta, 84 (59,15%) foram negativas para todos os vírus testados, 60 (42,25%) 

foram positivas para RSV, 2 (1,40%) foram positivas para adenovírus e 

parainfluenza 1, 1 (0,70%) positiva para parainfluenza 2 e influenza B, 7 (4,92%) 

foram positivas para parainfluenza 3 e 6 (4,22%) positivas para influenza A.  

O padrão de imunofluorescência esperado e encontrado em 

amostras positivas para RSV é documentado na figura 3a. Na figura 3b pode ser 

observado um resultado negativo para este mesmo vírus. A distribuição geral dos 

resultados obtidos por esta técnica é mostrada nas figura 4, 7 e 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Teste de Imunofluorescência para detecção do vírus respiratório sincicial 

(RSV) por detecção indireta. a) Amostra positiva para RSV.b) Amostra negativa 

para RSV. 
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Figura 4: Total das amostras positivas por  imunofluorescência, de março de 2005 a junho de 

2006. 

 

4.2. Detecção de RSV por PCR 

As 142 amostras também foram avaliadas quanto à presença de 

RSV através PCR. 62 amostras (43,66%) foram positivas para este vírus. Os 

picos de infecção foram os meses de maio de 2005 e 2006 com, respectivamente 

10 e 14 amostras positivas, e os meses de junho de 2005 e 2006 com, 

respectivamente 10 e 12 amostras positivas. Dados mostrados na figura 9. O 

número total de casos avaliados nas diferentes faixas etárias bem como o número 

de amostras positivas para RSV em cada uma dessas faixas etárias é mostrado na 

figura 5. Como pode se observar, a grande maioria das amostras foi oriunda de 

crianças com até 6 meses de idade 
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Figura 5: Distribuição total das amostras positivas por PCR para hMPV e RSV, de março de 

2005 a junho de 2006. 

4.3. Detecção de hMPV por PCR 

As 142 amostras também foram avaliadas quanto à presença de 

hMPV através PCR. Dezenove amostras (13,38%) foram positivas para este 

vírus. A presença de uma banda de 347bp amplificada pelo uso de primers 

específicos para hMPV é exemplificada na figura 6. Os picos de infecção foram 

o mês de junho de 2005 com 6 amostras positivas e maio de 2006 com três 

amostras positivas pela reação de PCR (30,00% das amostras de junho de 2005) 

e alguma incidência no outros meses (31,57% das amostras não foram do período 

maio-agosto). Dados mostrados na figura 9.
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. 

47bp

 Figura 6: Gel de eletroforese, a 1,5% e Brometo de etidio, para detecção de HMPV. Amostras A6 

e A12 são, evidentementes, positivas. 

4.4. Comparação entre as técnicas de imunofluorescência e PCR para detecção 

de RSV. 

 

Das 60 amostras positivas por imunofluorescência, 55 foram 

positivas e 5 negativas quando testadas através da técnica de PCR. Também foi 

observada uma concordância bastante elevada entre estas duas metodologias nos 

casos negativos. Entre as 82 amostras negativas por imunofluorescência, 75 

amostras foram também negativas por PCR. Entretanto, 7 destas amostras 

negativas por imunofluorescência foram positivas quando testadas por PCR. O 

índice de concordância � entre esses dois métodos foi de 0,82 (concordância 

quase perfeita). Estes resultados podem ser visualizados na tabela 1. 

 

PCR+ PCR- Total

IF+ 55(38,7%) 5(3,5%) 60(42,2%) 

IF- 7(4,9%) 75(52,8%) 82(57,7%) 

Total 62(43,6%) 80(56,3%) 142(100%) 

 
Tabela 1: Tabela comparativa das técnicas de PCR 

(PCR+/PCR-) e de imunofluorescência indireta (IF+/IF-).  
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4.5. Prevalência viral no período de março de 2005 a junho de 2006 

A prevalência viral incluindo todos vírus investigados por 

imunofluorescencia é mostrada na figura 4. A freqüência de cada vírus é 

mostrada nas figuras 7, 8 e 9. Como pode se observar, houve uma frequência de 

amostras mais elevada no início do inverno. De forma geral esta tendência se 

mantém para os vírus RSV e FLU A como demonstrado na figura 8 e 9. Os vírus 

PARA 1, PARA 2, ADENO e FLU B apresentaram freqüência muito baixa. O 

vírus PARA 3 apresentou freqüência distribuída por todo o período. É importante 

ressaltar, entretanto, que esta maior incidência nos meses de maio e junho é mais 

evidente no caso do RSV. Por exemplo, 50 amostras foram positivas para este 

vírus neste período. Apenas 16,6% das amostras positivas para RSV foram 

coletadas fora do período maio-agosto.  
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Figura 7: Distribuição total das amostras positivas por imunofluorescência para parainfluenza 1 em A; 

parainfluenza 2 em B; e parainfluenza 3 em C no período de março de 2005 a junho de 2006. Cada gráfico 

apresenta um vírus e o total. 
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Figura 8: Distribuição total das amostras positivas por imunofluorescência para influenza A em A; influenza B 

em B; e adenovírus em C no período de março de 2005 a junho de 2006. Cada gráfico apresenta um vírus mais e 

o total. 
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Figura 9: Distribuição total das amostras positivas por PCR para RSV em A e hMPV em B, no período de 

março de 2005 a junho de 2006. Cada gráfico apresenta um vírus e o total. 
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4.6. Dados Clínicos 

Do total de 142 amostras com dados clínicos apurados, a tosse foi o 

parâmetro mais referido (de 79,68 a 88,88%). Chiado no peito, geralmente 

associado a RSV, apresentou incidência semelhante nos casos de RSV, hMPV e 

negativos. A necessidade de ventilação mecânica foi mais encontrada nos casos 

de hMPV positivos, dados mostrados na tabela 2. 

Tabela 2: Parâmetros clínicos encontradas, separadas por vírus encontrados. 

Onde HMPV=Somente Metapneumovírus humano, RSV= Somente Vírus 

respiratório sincicial, Coinfecção= Metapneumovírus humano e Vírus 

respiratório sincicial e Negativo= nenhum dos dois vírus. 

 
Negativo Coinfecção RSV HMPV Total

amostras 64 13 46 9 132
parâmetros

tosse 51 11 43 8 113
coriza 23 4 22 4 53

espirros 27 6 21 2 56
febre 29 9 28 6 72

chiado 37 9 31 7 84
peito cheio 44 11 40 7 102
falta de ar 33 10 39 8 90

apneia 8 5 9 2 24
obstrução 26 7 36 4 73

ventilação mecanica 24 5 21 7 57  
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5. Discussão 

 
Doenças agudas do trato respiratório são a causa mais comum de 

morbidade e mortalidade em crianças no mundo, causando aproximadamente 

30% de todas as mortes dessas crianças nos países em desenvolvimento 

(Tomazelli LM et al., 2007). Considerando-se apenas doenças agudas do trato 

respiratório inferior, 19% de todas mortes (em sua maioria diagnosticadas como 

pneumonia) de crianças menores de 5 anos se devem a microrganismos de modo 

geral (International Conference on Acute Respiratory Infections, 1997). Dentre 

estes, o agente etiológico identificado em 50% a 90% dessas infecções são virais 

(Tomazelli LM et al., 2007). Infelizmente não é possível diferenciar um ou outro 

vírus apenas pelos sinais clínicos ou radiografias, havendo o isolamento e 

identificação do agente em menos de 1% dos casos de infecções pneumônicas 

(Templeton KE et al., 2007). Assim sendo, em nosso estudo procuramos 

identificar quais os principais vírus causadores de doenças respiratórias agudas 

em crianças através de um teste de imunofluorescência e PCR, bem como suas 

freqüências ao longo do ano através de coleta de aspirados de nasofaringe e 

swabs nasais de crianças com até cinco anos de idade que apresentaram infecção 

respiratória aguda (IRA), atendidas no pronto socorro, internadas na UTI 

neonatal, internadas na enfermaria ou UTI pediátrica do Hospital das Clínicas da 

UNESP em Botucatu, no período de março de 2005 a junho de 2006. 

A identificação do vírus associado à determinada infecção é 

importante não só para um tratamento mais adequado do paciente, mas também 

para se conhecer quais vírus estão presentes em uma dada comunidade, 

possibilitando melhores estratégias no desenvolvimento de vacinas (Madeley CR 

et al., 2002). Já foi demonstrado que um diagnóstico rápido e preciso de 

infecções respiratórias virais, de adultos ou crianças, reduz o tempo de 

hospitalização e uso de antibióticos. Como conseqüência, temos a redução de 

custo no tratamento dos pacientes, melhor controle de infecções nosocomiais e 

um uso mais eficiente de medicamentos antimicrobianos (colaborando para o não 

aumento da resistência bacteriana) (Madeley CR et al., 2002). Já se constatou que 
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além do beneficio para o paciente, encorajar médicos a fazerem uso de métodos 

rápidos de detecção de vírus, resulta em maior número de amostras enviadas para 

o diagnóstico laboratorial. Outro fator que se verifica é um aumento na 

identificação clínica e tratamento dos indivíduos infectados por RSV, porém não 

se deve subestimar a contribuição dos métodos de diagnóstico no laboratório. 

Dentre os testes rápidos primordialmente desenvolvidos e posteriormente 

comercializados temos os painéis de vírus respiratórios comercializados por 

diversas empresas para a detecção específica de vírus por imunofluorescência. 

O procedimento para se obter uma amostra adequada para detecção 

da maioria dos vírus respiratórios é, em geral, realizado através de aspirado de 

nasofaringe (NPA), um método desconfortável e invasivo aos indivíduos a ele 

submetidos. Neste sentido ao analisarmos a literatura quanto ao tipo de 

procedimento de coleta verificamos que existem trabalhos que demonstram que 

swab de nasofaringe (NS), método mais confortável que o NPA, resultam em 

material de tão boa qualidade quanto este na detecção do vírus influenza A 

através do teste de imunofluorescência (Heikkinen T. et al., 2001). Porém o 

mesmo não é observado para a detecção de RSV e influenza B através da 

imunofluorescência onde o swab apresenta uma significativa redução de 

sensibilidade (Sung RY et al., 2008). A coleta de boas amostras para 

imunofluorescência requer uma grande quantidade de células infectadas e 

integras, sendo necessário um treinamento para que uma equipe de coleta mais 

experiente e habilidosa, possa realizar o procedimento de modo menos 

traumático ao paciente a ele submetido. Os swabs nasais geralmente resultam em 

menor quantidade de células, insuficiente para um diagnóstico preciso. Fica 

assim evidente que uma boa coleta é importante para qualquer diagnóstico 

laboratorial, contudo a imunofluorescência acaba requerendo material de melhor 

qualidade. Desta maneira, Madeley e colaboradores optaram pelo uso do NPA 

em conjunto com NA acarretando em um número reduzido de amostras 

inadequadas (Madeley et al., 2002). Essa mesma estratégia foi por nós adotada 

para a coleta, conforme descrito no item 3.1. 
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Tão importante quanto o material colhido para o diagnóstico, o 

tempo necessário para se chegar ao resultado final também deve ser considerado. 

Assim sendo, dentre as diferentes estratégias de diagnóstico de vírus em geral, o 

uso das culturas de células que muitas vezes é considerado de referência para 

diversos vírus, torna-se um obstáculo para outros. Mais especificamente em 

relação aos vírus respiratórios, temos na literatura relatos que referem o 

aparecimento de efeitos citopáticos (ECP) característicos entre 3 a 5 dias para o 

vírus RSV em linhagens Hep-2 e de 7 a 10 dias para outros vírus respiratórios 

(Leland DS, 1996). Uma forma de superar esta desvantagem é usar uma técnica 

conhecida como shell vial. Inicialmente desenvolvida para o cultivo de 

Chlamydia trachomatis, diversos autores notaram que uma prévia centrifugação 

do material a ser inoculado na cultura de células aumenta a infecciosidade dos 

vírus. O mecanismo para isto ainda não é totalmente conhecido, mas especula-se 

que pode envolver a agregação de vírus a debris celular ou até mesmo um efeito 

nas membranas das células que facilita a adsorção e entrada dos vírus (Landry 

ML, 2009; Leland DS, 1996). Mesmo com o conhecimento desta estratégia 

associada ao isolamento dos vírus em cultura o tempo para o cultivo e isolamento 

ainda é uma desvantagem importante a ser considerada na obtenção dos 

resultados. 

Em nosso projeto, um dos compromissos adotados com o pessoal 

da Faculdade de Medicina de Botucatu, ao estudar as crianças atendidas no 

serviço com doenças respiratórias, era o de repassar o resultado do diagnóstico 

laboratorial o mais rápido possível. Para isso, precisaríamos usar técnicas rápidas 

e sabidamente padronizadas no mercado. Desta maneira, a escolha da reação de 

imunofluorescência, possibilitou o diagnóstico em até 24 horas, o que permitiu 

um feedback aos clínicos responsáveis pelo acompanhamento dos casos. A 

imunofluorescência tem essa vantagem na rapidez do diagnóstico, porém 

necessita uma equipe bem treinada para coleta, bem como experiência na 

interpretação do resultado. Ainda em relação ao tempo, devemos destacar as 

técnicas de biologia molecular e dentre elas aquelas que amplificam o ácido 

nucléico viral, que é o caso da reação de PCR e RT-PCR. É uma técnica muito 
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sensível e com resultados em tempo viável para auxiliar o médico em sua 

conduta clínica (Sung RY et al., 2008).  

Como esperado em uma população pediátrica, o vírus RSV foi o 

mais encontrado, ou seja, em 60 amostras num um total de 68 amostras que 

foram positivas para algum vírus testado na imunofluorescência, valor próximo 

ao encontrado em outros trabalhos (Pecchini R et al., 2008). RSV é o principal 

agente etiológico causador de doença respiratória aguda em crianças menores de 

1 ano de idade. Aos 2 anos de idade virtualmente 100% das crianças já foram 

infectadas e de 10 a 20% delas reinfectadas por esse vírus (Calegari T et al., 

2005; Pecchini R et al., 2008). Em relação às faixas etárias encontradas nesse 

trabalho, 95% das amostras positivas de RSV foram coletadas de crianças com 

menos de 12 meses de idade. 

O risco de adquirir-se RSV é grandemente aumentado em gestações 

com menos de 35 meses ou com peso de menos de 2500 gramas ao nascer, 

acredita-se que esse risco aumentado deve-se ao fato de que há um influxo de 

imunoglobulina G, via placenta, da mãe para o feto, o que daria proteção parcial 

contra infecções, além de grande aumento do diâmetro dos bronquíolos e 

alvéolos (Riccetto AGL et al., 2006; Pecchini R et al., 2008). 

Em infecções causadas por RSV, há uma tendência de crianças do 

sexo masculino serem mais atingidas que as do sexo feminino (Holberg CJ et al., 

1991; Calegari T et al., 2005). Em nosso estudo observamos mais casos do sexo 

masculino positivos para o RSV em relação aos pacientes femininos, porém essa 

diferença foi mínima. 

O RSV apresentou freqüência bem distinta nos meses de maio a 

julho, final do outono e inicio do inverno, coincidindo com o inicio da queda das 

temperaturas. A distribuição dos casos de RSV ao longo do ano seguiu um 

padrão intermediário ao de outros trabalhos no Brasil encontrado no Rio de 

Janeiro, onde a freqüência é maior nos meses de março, abril e maio (D’Elia C et 

al., 2005), e a região sul do Brasil que apresenta padrão semelhante ao de países 

de clima temperado, ou seja, freqüência maior nos meses de inverno e inicio da 

primavera (Strallioto SM et al., 1995). Em Botucatu os meses de outono 
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caracterizam-se por queda constante da temperatura, com mínimas em julho. 

Outras áreas subtropicais apresentam esse mesmo padrão (Bosso PAR et al., 

2004) 

Há muito tempo é notado que a freqüência do RSV é bem limitada 

a cinco meses do ano, aparentemente relacionada a eventos climáticos. No norte 

do país, área de clima equatorial, a pluviometria tende a ser o determinante 

climático para o aumento da freqüência de RSV. Em regiões tropicais e 

subtropicais as temperaturas parecem ser o principal determinante climático 

(Cintra OA et al., 2001; Vieira RA et al., 2001). Mas como o pico de freqüência 

de RSV não coincide com temperaturas mais baixas ou máxima ou mínima 

incidência de chuvas, propôs-se que a poluição seria uma possível determinante 

(Viera RA et al., 2002). Vírus respiratórios, em geral, são transmitidos via 

gotículas de saliva contendo vírus, entretanto o RSV necessita de contato direto 

ou indiretos para contagio, assim o comportamento humano tem um importante 

papel na sua transmissão (Omer SB et al., 2008; Calegari T et al., 2005). Torna-

se difícil, então, determinar um fator que explicaria a sazonalidade do RSV, mais 

plausível é ver como algo multicausal, como baixa temperatura, chuvas, 

amplitude térmica, ou seja, fatores que tendem a manter pessoas agrupadas e em 

lugares fechados (Shek LPC et al., 2003). No ano de 2005 ouve atípica queda de 

temperatura no mês de outubro resultando em um aumento no número de 

amostras mas não de casos de RSV, o que implica dizer que há outra variável 

anual mais decisiva na incidência do RSV. 

Em relação aos sintomas mais encontrados nas crianças estudadas 

com detecção positiva para o RSV temos: tosse (93,47%), peito cheio (86,95%) e 

falta de ar (84,78%). Chiado também foi foi referido em 67,39% das infecções de 

RSV. Já esta bem estabelecido que crianças com grave bronquiolite tem uma 

chance aumentada de desenvolver chiado recorrente pelo resto de sua vida. É 

sabido que crianças com chiado possuem chance aumentada de desenvolver asma 

pelo resto da vida e que infecções respiratórias virais continuam a ser a principal 

causa de chiado agudo na infância, além de colaborar para metade ou mais das 

hospitalizações por asma (Oh JW et al., 2006). Infecções virais podem induzir a 
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síntese de muitos fatores reguladores das vias aéreas e do desenvolvimento 

alveolar e assim remodelar as vias aéreas. Possivelmente a resposta inflamatória 

aguda junto ao esforço de reparar o dano viral ao tecido pulmonar parecem ter 

conseqüências a longo prazo na função pulmonar. A infância é caracterizada por 

multiplicação alveolar e remodelação das vias aéreas para acomodar o 

crescimento (Oh JW et al., 2006). 

Em nosso trabalho, todas as amostras também foram testadas para 

RSV através de técnica de PCR. Os resultados encontrados foram muito 

parecidos aos já obtidos pela técnica de imunofluorescência indireta, para medir 

essa semelhança foi usado o teste estatístico “�” de Cohen Kappa. Foi 

encontrado um índice � de 0,82, entre o PCR e a imunofluorescência indireta 

para RSV, o que significa ótima concordância entre os dois métodos. Trabalhos 

semelhantes obtiveram índice � de 0,85 (Vaz-de-lima et al, 2008) ou 

concordância perfeita entre os dois métodos (Bosso et al, 2004). Presume-se que 

amostras positivas em PCR e negativas para imunofluorescência o sejam devido 

a poucas células infectadas, mas ainda dentro do limiar de detecção para PCR. E 

que amostras negativas para PCR e positivas para imunofluorescência o sejam 

por possíveis fatores inibitórias na reação de PCR. 

As infecções causadas por hMPV foram a segunda mais comum em 

nosso estudo (19 casos, 32,75% de todos os positivos ou 13,38% do total de 

amostras) valor um pouco maior que os 6,4% encontrado em Curitiba (do Carmo 

Debur M et al., 2007) e menor que 24,32% encontrados em Aracaju em 2003 

(Cuevas LE et al., 2003), também dentro dos limites já encontrado em outros 

trabalhos (2,2% a 41%) (Stockton J et. al., 2002; Mahalingam S et al., 2006). Em 

relação às freqüências de hMPV, normalmente se encontra distribuição muito 

semelhante ao RSV durante o ano (Noyola DE et al., 2005; Maggi F et al., 2003; 

Principi N et al., 2005; Manoha C et al., 2006; Baer G et al., 2007). Em estudos 

de mais de um ano, não raro, encontra-se grande variação de um ano para outro, 

como Falsey et al., em 2003 encontrou variação de 1,5% a 7% em anos 

consecutivos, ou Maggi F et al., em 2003 com 7%, 3% e 13% em três anos 

consecutivos.  
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As faixas etárias dos casos de hMPV foram maiores que as 

encontradas nos casos de RSV, não diferente do que esta na literatura (do Carmo 

Debur M et al., 2007; Heikkinen T et al., Ordas J et al., 2006; Thomazelli LM et 

al., 2007).  

Assim como em crianças com RSV, os parâmetros tosse, peito 

cheio e falta de ar foram os mais encontrados em crianças com hMPV esses três 

parâmetros também foram os mais comuns.  

Quanto à sua distribuição, encontramos uma maior incidência nos 

períodos mais frios do ano, um pouco após o pico de RSV e com alguma 

incidência na primavera, o que está de acordo com a literatura, porém o hMPV 

apresenta uma distribuição muito mais espalhada, ao longo do ano, que o RSV 

(do Carmo Debur M et al., 2007; Jartti T et al., 2002; Cuevas LE et al., 2003). 

Nesse trabalho apenas 16,6% das amostras positivas para RSV foram coletadas 

fora do período maio-agosto, enquanto que para HMPV, 31,57% das amostras 

não foram do período maio-agosto. 

Outros vírus, como influenza, parainfluenza e adenovírus, 

apresentaram freqüência muito menor variando de 0,70% a 4,92%, valores 

também em acordo com a literatura (Freymuth F et al., 1997; Groandahl B et al., 

2004). Nesse trabalho foi encontrado pelo menos uma amostra positiva para cada 

vírus pesquisado.  

Infecções respiratórias agudas (IRAs) causadas por diferentes vírus 

podem requerer diferentes medidas de controle e tratamento, e ainda não é 

possível se distinguir apenas por parâmetros clínicos (Sung RY et al., 2008). 

Kuiken T et al., em 2004 em experimentos com Macaca fascicularis demonstrou 

que o hMPV possui patogenia muito semelhante a do RSV. Através de 

necropsias, verificou-se que tanto o sitio de infecção inicial como sua difusão se 

da em células epiteliais respiratórias, assim como no RSV. Como o hMPV 

apresenta uma distribuição sazonal sobreposta à do RSV, isso potencialmente 

resulta em coinfecções. Em relação a sua freqüência, há trabalhos que o 

apresentem como um evento raro (Viazov S et al., 2003). Outros sugerem o 

oposto (Greensill J et al., 2003; Maggi F et., 2003; Cuevas LE et al., 2003). 
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Nesse trabalho foi encontrada HMPV em 22,03% das amostras positivas para 

RSV, um valor considerável. 

Ainda assim o papel do hMPV como coinfectante não está claro. 

Numerosos trabalhos tratam desse assunto, porém sem um consenso. Há 

trabalhos que sugerem que essas coinfecções são mais graves que infecções 

causadas somente por RSV. Greensil et al, em 2003, encontrou, em seu estudo, 

que 70% das crianças, com RSV que recebiam auxílio respiratório, estavam 

também com o vírus hMPV, sugerindo que a coinfecção poderia agravar os casos 

de infecções respiratórias agudas. Semple et al., em 2005 observou que 

coinfecções aumentavam em dez vezes o risco relativo de admissão em UTIs 

pediátricas para ventilação mecânica. Outros trabalhos suportam essa hipótese 

(Vicente D et al., 2003; Esper F et al., 2004; Viazov S et al., 2003; König B et 

al., 2004; Papadopoulos NG et al., 2002;). Contrastando com essa idéia, outros 

trabalhos não encontraram relação entre coinfecção e aumento da gravidade da 

doença (Willians J et al., 2004; Xepapadaki P et al., 2004; van Woensel JB et al., 

2006; Wolf DG et al., 2006; Garcia-Garcia ML et al., 2006). Nesse trabalho, dos 

13 casos de coinfecções, 5 (38,46%) necessitaram de auxílio respiratório, contra 

21 (45,65%) de RSV e 7 (77,77%) de hMPV indicando que coinfecção não 

necessariamente resulta em maior gravidade dos casos. Das duas mais graves 

características clínicas consideradas, apnéia foi mais encontrada em casos de 

coinfecções (38,46% dos casos) e obstrução do trato respiratório foi mais 

encontrado nos casos de RSV (78,26%), valor um pouco acima dos de outros 

trabalhos.  

Também já foi reportado que coinfecções de RSV, hMPV e/ou 

rinovírus conferem um aumento de 5 a 10 vezes a gravidade da doença de 

crianças admitidas em UTIs. Mas há também outros trabalhos em que a 

coinfecção de dois vírus não aumenta significativamente a gravidade da doença 

(Pierangeli A et al., 2007). Em um trabalho de 2007 foi demonstrado que uma 

infecção de hMPV na infância é um dos mais significantes fatores de risco 

independentes no desenvolvimento da asma pré-escolar.(Garcia-Garcia ML et al., 

2007). 
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O hMPV foi identificado pela primeira vez há oito anos e 

relacionado ao metapneumovírus aviário tipo C e em menor grau ao RSV (van 

den Hoogen BG et al., 2001). Desde então centenas de trabalhos foram 

publicados com esse vírus, usando uma grande diversidade de metodologias, 

tornando difícil determinar a real freqüência das infecções de hMPV bem como 

sua importância médica em relação aos outros vírus respiratórios. A maioria dos 

estudos é realizada em crianças hospitalizadas, porém enquanto alguns trabalhos 

o fazem todas as amostras coletadas (Van Den Hoogen BG et al., 2003; Viazov S 

et al., 2003; Cuevas L et al., 2003; Boivin G et al., 2003), outros o fazem apenas 

nas amostras negativas para os outros vírus, ignorando a possibilidade de 

coinfecções, no entanto é sabido que se for realizado todos os testes de 

diagnósticos para uma amostra de uma pessoa com doença respiratória, o 

resultado será negativo para metade dos casos, não por não haver agente 

etiológico, e sim por haver um ainda não conhecido. Assim alguns trabalhos 

foram realizados estudando-se amostras estocadas e negativas para outros vírus 

testados, o que, por excluir as positivas para outros vírus, tende a subestimar sua 

freqüência. (Vicente D et al., 2003; Esper F et al., 2003; Esper F et al., 2004; 

Freymuth F et al., 2004; Willians J et al., 2004; Galiano M et al., 2004) . Outra 

dificuldade para a comparação dos trabalhos é em relação à idade das crianças 

estudadas. O hMPV tem sido encontrado em crianças de todas as idades, no 

entanto, com uma freqüência maior em crianças de até um ano de idade. Há 

trabalhos que incluem crianças menores de dois a três anos de idade (Vicente D 

et al., 2003; Van Den Hoogen BG et al., 2003; Viazov S et al., 2003;Maggi F et 

al., 2003; Cuevas LE et al., 2003), outros crianças menores de 5 anos (Esper F et 

al., 2003, Esper F et al., 2004; Galiano M et al., 2004), e outros crianças menores 

de 18 anos de idade (Jartti T et al., 2002; Freymouth F et al., 2003; Peiris J et al., 

2003). Além disso, pode haver grandes diferenças nas freqüências encontradas 

em um ano a outro como já foi demonstrado nos trabalhos de mais de um ano 

(Maggi F et al., 2003; Galiano M et al., 2004; Wilkesmann A et al., 2006). Outro 

parâmetro que causa confusão refere ao período de estudo. O hMPV, do ponto de 

vista epidemiológico, apresenta uma freqüência sazonal semelhante ao RSV, 
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assim alguns trabalhos realizam a coleta de amostras durante apenas cinco meses 

em torno do pico de freqüência do vírus, nesse trabalho encontrou-se 83,4% das 

amostras positivas de RSV no período maio-agosto e 68,4 das amostras de hMPV 

no mesmo período, essa diferença junto às variações de sazonalidade inerentes ao 

vírus podem facilmente subestimar sua importância medica. A maioria dos 

trabalhos com vírus respiratórios em crianças não é realizado para estudar 

infecções leves ou assintomáticas. Entretanto os trabalhos que estudaram essas 

infecções sugerem que, em tais casos, infecções por hMPV são muito raras em 

crianças jovens (Van den Hoogen BG et al., 2001; Van den Hoogen BG et al., 

2003; Willians J et al., 2004). 

Considerando-se que não é possível diferenciar uma infecção 

causada por um microorganismo ou outro, até mesmo diferenciar entre infecção 

bacteriana ou viral, somente pelas manifestações clínicas (D’Elia C et al., 2005), 

o uso de métodos de diagnóstico laboratoriais tornam-se fundamentais trazendo 

inúmeras vantagens.Dentre esstas temos: o auxílio no prognóstico, ou seja, 

prever de acordo com os agentes etiológicos o tempo de hospitalização. Outra 

vantagem seria a do controle de infecções nosocomiais. Finalmente, devemos 

citar o uso eficiente de antibióticos (Templeton KE et al., 2007), onde na prática 

diária dos hospitais que não tem um diagnóstico de vírus de rotina implantado, é 

comum a administração de antibóticos mesmo em infecções onde a principal 

etiologia é viral. Além disso, devemos citar a expectativa por parte do paciente 

em receber um medicamento para controlar rapidamente a sua doença e a 

conseqüente pressão sobre os médicos para receitá-lo, muitas vezes notado como 

uma estratégia defensiva por parte dos médicos por não poderem confirmar de 

modo correto a real etiologia da infecção respiratória (File TM et al., 2002). O 

desenvolvimento de técnicas de amplificação de acido nucléico, possibilitou 

diagnósticos mais rápidos, sensíveis e específicos permitindo um rápido retorno 

de informações aos médicos. Não menos importante, o fenômeno de resistência 

antimicrobiana é mundial e cada vez mais sério (WHO, 2009), sendo que um 

maior uso de diagnósticos rápidos e também de drogas antivirais, por si só, tende 

a fomentar o desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico e drogas 
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antivirais. Em conjunto esses resultados auxiliam no entendimento da 

importância desses patógenos, o que é importante no planejamento de políticas 

de promoção a saúde e vacinação. 
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6. Conclusões 
 

Com base na população estudada concluímos que: 

 

Pela reação de imunofluorescência indireta, o RSV foi o vírus mais 

freqüentemente encontrado, seguido em ordem decrescente pelos vírus da 

Parainfluenza 3, Influenza A, Adenovírus, Parainfluenza 1, Parainfluenza 2 e 

Influenza B. 

Pela reação de PCR o vírus RSV foi o vírus mais frequentemente 

detectado, seguido do hMPV. 

O pico de detecção do vírus RSV pela reação de 

imunofluorescência e PCR ocorreu nos meses de maio e junho. 

O pico de detecção do hMPV pela reação de PCR ocorreu nos 

meses de maio e junho. 

A faixa etária mais acometida pelas infecções pelo RSV e hMPV 

no período estudado foi entre 0 e 6 meses. 
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Anexo 1
TERMO DE CONSENTIMENTO PÓS INFORMADO

PESQUISA DE VÍRUS RESPIRATÓRIOS, COM ÊNFASE PARA O VÍRUS RESPIRATÓRIO SINCICIAL (RSV) E
METAPNEUMOVÍRUS HUMANO EM CRIANÇAS ATENDIDAS NO HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FMB, UNESP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,..............................................................................................., responsável pelo
menor....................................................................................... estou sendo informado(a) e
esclarecido(a) sobre a importância  dos micróbios que causam infecção pulmonar e dificuldade
respiratória nas crianças, às vezes tão grave que precisam ser internadas, receber oxigênio ou
outro tipo de assistência respiratória e até podem necessitar de UTI.

Esses micróbios podem ser bactérias ou vírus, que causam uma doença muito parecida, só
que o tratamento é diferente. Para diferenciar estes 2 micróbios alguns exames ajudam, como o
R-X de tórax e o exame de sangue.

Dentre os vírus mais freqüentes em crianças pequenas temos o vírus sincicial respiratório e
o metapneumovírus humano.

Neste estudo queremos saber se estes dois vírus podem ser encontrado com freqüência
nas  crianças  menores  de  5  anos  de  idade  atendidas  em  nosso  Hospital  com  problemas
respiratórios.

Para pesquisar se a criança tem o vírus colheremos a secreção de nasofaringe através de
aspiração e "swab" de nariz, para fazer a pesquisa do vírus. Ressaltamos não haver nenhum risco
envolvido neste procedimento. O material coletado será estocado em freezer e poderá ser usado
em estudos posteriores para a pesquisa de outros agentes virais envolvidos em quadros clínicos
respiratórios.

Estou  ciente  de  que  se  meu  filho(a)  não  participar  deste  estudo  ele(a)  receberá  toda
aassistência  que  for  necessária  para  seu  tratamento  e  caso  eu  consinta  com  a  participação

no
estudo,  posso  solicitar  e  obter  informações  sobre  a  natureza  do  estudo,  posso  retirar  o
consentimento a qualquer momento e isto não irá interferir no tratamento oferecido ao meu filho
(a). Concordo  que  as  informações  obtidas  neste  estudo  sejam  divulgadas,  desde  que  a
identidade da criança não seja revelada .

Após ter sido suficientemente esclarecido(a) pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto de livre e espontânea vontade em participar deste estudo.

Botucatu, ........., de .........................................de 20........

-------------------------------------------- -----------------------------------
   Assinatura do responsável legal            Assinatura do pesquisador

Pesquisador responsável pelo Projeto Pesquisador médico responsável
João Manuel Grisi Candeias Joelma Gonçalves Martin
Rua Dr. Luiz Ayres, 485 Rua Augusto dos Reis, 397
18607-020 - Botucatu – SP 18601-061 – Botucatu - SP
tel: (014)3815-7254 tel: (014)3813-3941
email: candeias@ibb.unesp.br email: colaute@uol.com.br
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Anexo 2

PROJETO DIVERSIDADE GENÉTICA VIRAL – VÍRUS RESPIRATÓRIOS
PROTOCOLO CLÍNICO – COMUNIDADE/AMBULATÓRIO

Nome do paciente: ______________________________________________

Data do atendimento:____/____/______     Número do caso: ___________

Número Registro Hospitalar:_____________Hospital: __________________

Nome da mãe ou responsável: _____________________________________

Data de nascimento: ____/____/_______Sexo: (  ) F  (  ) M  Raça: ( ) B ( ) N( ) A ( ) Outras

EXAME FÍSICO

Peso
História clínica:

tempo de
duração
(horas/dias)

Estatura
EGeral ( )BEG ( )REG ( )MEG
febre ( ) 5 ( ) N T.max= Tosse ( ) s ( ) n
sibilos ( ) 5 ( ) N Coriza ( ) s ( ) n
Roncos ( ) 5 ( ) N Espirros ( ) s ( ) n
Dispneia ( ) 5 ( ) N Febre ( ) s ( ) n Tmax=
Cianose ( ) 5 ( ) N Chiado no peito ( ) s

( ) nTiragens ( ) 5 ( ) N
Bat. asas de nariz ( ) 5 ( ) N Peito cheio ( ) s ( ) n
Apnéia ( ) 5 ( ) N Falta de ar ( ) s ( ) n
Freq. respiratória Apnéia ( ) s ( ) n
Freq. cardíaca Obstrução nasal ( ) s

( ) nSaturação de O2
Otoscopia
alterada ( )5 ( ) N

Outras queixas:Orofaringe
alterada ( ) 5 ( ) N

Outros achados:
Antecedentes Pessoais:
( ) asma ( ) rinite ( ) eczema ( ) DRGE ( ) cardiopatia ( ) neuropatia ( ) prematuridade
( ) 02 neonatal ( ) BDP ( ) F.Cística ( ) HIV ( ) outras imunodeficiências ( ) tuberculose

( ) outros ________________________  ( ) episódios prévios de chiado
Idade do desmame: ._________________
Antecedentes Familiares:
( ) asma ( ) rinite ( ) tuberculose (com contato) ( ) dermatite () fumo passivo

DIAGNÓSTICO: ________________________________________________________________
CONDUTA MÉDICA:____________________________________________________________
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Projeto Diversidade Genética - Vírus Respiratórios
PROTOCOLO CLÍNICO - HOSPITAL

Nome do pacinemte:______________________________________________________________
Data do atendimento:_________/_______/__________       Número do caso:________________
Número Registro Hospitalar: _________________  Hospital: _____________________________

Nome da mãe ou responsável: _____________________________
Data de nascimento:___/___/_____ Sexo: ( ) F ( ) M

Raça: ( ) B ( ) N ( ) A ( ) Outra

HISTÓRIA CLÍNICA TEMPO DE
DURAÇÃO

(horas/dias)

Tosse (  ) S   (  )  N

Coriza (  ) S   (  )  N

Espirros (  ) S (  )  N

Febre ( ) S   ( ) N

Chiado no peito (  ) S   (  )  N

Peito cheio (  ) S   (  )  N

Falta de ar (  ) S   (  )  N

Apnéia (  ) S   (  )  N

Obstrução nasal ( )s ( ) n

Outras queixas (  ) S   (  )  N

Peso

Estatura

EGeral (  ) BEG  ( ) REG ( ) MEG

Febre (  ) S   (  )  N

Sibilos (  ) S   (  )  N

Roncos (  ) S   (  )  N

Dispneia (  ) S   (  )  N

Cianose (  ) S   (  )  N

Tiragens (  ) S   (  )  N

Bat. Asas de nariz (  ) S   (  )  N

Apneia (  ) S   (  )  N

Freq. Respiratória

Freq. Cardíaca

Saturação de O2

Otoscopia alterada (  ) S   (  )  N

Orofaringe alterada (  ) S   (  )  N

Outras queixas:_________________________________________________________________

Idade do desmame:________________________

Antecedentes familiares: (  ) Asma (  ) Rinite (  ) Tuberculose com contato

Existem outras pessoas com algum destes sintomas no domicílio? (  ) S  (  ) N

Qual o grau de parentesco?_____________________________

DIAGNÓSTICO ATUAL:________________________

Observações:____________________________________________________
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