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Introducédo

1. Introdugao

Com a fungao de trocas gasosas o trato respiratdrio humano possui
uma area de quase 140 m’, combinada com uma ventilagdo de 6 litros por
minuto, o que faz dele uma das rotas mais comuns de entrada de
microorganismos, patogénicos ou ndo, em nosso organismo. Esse sistema possui
um amplo aparato defensivo como: cilios, movimentos ciliares, muco, tosse,
fagdcitos, tecido linfoides em posicdes estratégicas, agentes antimicrobianos e
defencinas (Flint et al, 2000; Tortora et al, 2005). Assim, infec¢des respiratdrias
agudas representam 30 a 40% de todas as consultas pediatricas, 20 a 40% de
todas as internagdes de criangas e cerca de 20% das mortes de criangas no mundo
em desenvolvimento (WHO, 2009 Cashat-Cruz et al, 2005). Dessas mortes, 90%
sdo diagnosticadas como pneumonia. Ainda assim, pesquisas relacionadas a
doencas respiratérias agudas do trato respiratorio inferior recebe cerca de
US$0.51 por dia, enquanto pesquisas relacionadas a AIDS, asma, doengas
reumaticas recebem: U$85.00; U$13.00 e U$10.00 respectivamente (International
Conference on Acute Respiratory Infections, 1997). Os principais organismos
causadores s3o bactérias (Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae)
e virus. Infelizmente ndo ¢ possivel diferenciar um ou outro apenas pelos sinais
clinicos ou radiografias. Vale ressaltar que virus sdo isolados e identificados em
menos de 1% dos casos de infecgdes pneumodnicas. Sendo assim, torna-se claro,
que o rapido conhecimento do agente infeccioso e o tratamento adequado pode
ser fundamental na reducdo da mortalidade. Dentre os mais importantes virus
reconhecidos nas infec¢des respiratdrias agudas estdo o virus sincicial
respiratorio (RSV), o virus influenza, parainfluenza, metapneumovirus,
coronavirus e os adenovirus (WHO, 2009).

Por convengdo o trato respiratério € separado em: trato respiratdrio
superior (composto de seios paranasais, cavidade nasal, nasofaringe, orofaringe,
epiglote e laringe) e trato respiratorio inferior (composto de traquéia, bronquios,

bronquiolos, alvéolos e pulmdes).
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Figura 1: O sistema respiratdrio. (Extraido de Burton GEW, Engelkirk PG. Principais Doengas Infecciosas
Humanas. In: Burton GEW, Engelkirk PG, autores. Microbiologia para as Ciéncias da Satde. 5* ed. Rio de
Janeiro (RJ): Editora Guanabara Koogan S.A.; 1998. p.220.)

1.1 Doencas do trato respiratdrio superior

O Resfriado Comum ¢ uma das doengas mais freqlientes no
homem, em todas as faixas etarias. Suas caracteristicas sdo: coriza (secre¢do
intensa das narinas), espirro ¢ dor de garganta. Em casos mais graves pode haver:
bronquiolite, bronquite e infec¢des bacterianas secundarias resultando em
sinusite (inflama¢do de um ou mais seios paranasais) e otite média (inflamacao

do ouvido médio). Em aproximadamente 50% dos casos o agente etioldgico é o
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rinovirus, outros agentes podem ser o coronavirus, RSV e parainfluenza. Sua
transmissdo se da por contato direto e o periodo de incubacdo ¢ de 1 a 3 dias.
Essa doenga ¢ mais comum no outono e primavera e acomete mais criangas que
adultos. O tratamento para a maioria dos casos € repouso, reposi¢ao de liquidos e
alivio de sintomas (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998).

O Crupe ou Laringotraqueite aguda ¢ uma doenga que apresenta
inchacdo subgldtica e chiado. Normalmente causada pelos virus: parainfluenza,
RSV, influenza, além do Mycoplasma pneumoniae. Seu contagio é direto e
apresenta incubacgdo variavel. Sua cura € espontanea e o tratamento usual € o uso
de vaporizadores e o antiviral amantadina (Tortora et al, 2005; Burton et al,
1998).

Hé outras doencas do trato respiratorio superior, com etiologia,
geralmente, bacteriana e eventualmente apds uma infec¢io viral. Doengas como:
Difteria que ¢ uma doencga bacteriana aguda que acomete a tonsila e, apesar da
vacinag¢do, ainda é um problema em regides 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 Doencas do trato respiratério inferior

A Pneumonia ¢ uma infec¢do aguda dos alvéolos e dos tecidos do
pulmio. Pode apresentar febre, tosse, dor aguda no peito, calafrios e falta de ar. E
diagnosticada por semiologia pulmonar ou radiografia do térax. Nao raro, a
pneumonia viral pode ser agravada por invasdo bacteriana. Ela pode ser causada
por bactérias gram-negativas, gram-positivas, micoplasmas, clamidias, virus e
fungos, porém tem sido mais comumente associada ao Streptococcus
pneumoniae. Sua transmissdo se da por contagio direto e com periodo de
incubacdo dependente do agente causador. Anualmente 3 milhdes de criangas
morrem por essa doenga (19% de todas as mortes de criangas com até cinco anos
de idade), principalmente em nagdes mais pobres. Deste modo, o tratamento vai

depender da identificagdo do patdgeno através do escarro ou outras amostras do
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trato respiratdrio inferior (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998; Cashat-Cruz M
et al., 2005; International Conference on Acute Respiratory Infections, 1997).

A Gripe ¢ uma infec¢do viral especifica aguda com febre, calaftios,
dor de cabecga, tosse, secrecdo nasal, algumas vezes causando bronquite,
pneumonia e morte. Em criangas pode haver nauseas, vomito e diarréia. Os
agentes causadores s@o os virus influenza A, B e C. Sua transmissao ¢ de forma
direta com periodo de incubacdo de 1 a 3 dias. Atualmente ela acomete 10% da
populacdo mundial durante o inverno, e cerca de 50% de criangas em idade
escolar, com taxa de mortalidade de menos 1%. Normalmente o virus influenza
infecta sozinho e desse modo comumente nio ¢ fatal. Amantadina, Rimantadina,
Zanamivir e Oseltamivir sdo drogas antivirais contra o influenza A, porém, de
modo geral, somente os sintomas da doengas s@o tratados. As linhagens virais
sdo identificadas pela variagdo nos antigenos H e N. As diferentes formas de
antigenos recebem nimeros. Cada mudanga de nimero representa uma alteragdo
substancial na composi¢do protéica da espicula. Essas alteragdes sdo
denominadas flutuacdes antigénicas e sdo grande o suficiente para que haja
evasdo do sistema imune de maior parte da humanidade. Essa habilidade ¢ a
responsavel pela maioria dos surtos e pandemias. Mas entre episddios de
flutuagcdes antigénicas existem pequenas variagdes chamadas desvios antigénicos.
O resultado desse desvio e que a imunidade contra esse virus tende a ser menos
eficiente. Assim esses dois fatores tornam impossiveis o desenvolvimento de
uma vacina que fornega imunidade prolongada & populacdo. Para uma
imunizacdo eficiente da populacdo € necessario, o desenvolvimento anual de
vacinas, baseadas nas cepas mais circulantes no mundo naquele momento, com
uma eficiéncia média de 70% a 90% (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998).

Ha outras doengas do trato respiratério inferior, com etiologia,
geralmente, bacteriana e eventualmente apos uma infecg¢do viral. Doengas como:
Coqueluche que ¢ uma infec¢do bacteriana aguda da infancia; tuberculose uma
infeccdo aguda ou cronica do trato pulmonar causada por micobactérias; A
legionelose ou doenca dos legionarios uma pneumonia bacteriana aguda;

coccidioidomicose (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998).
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Quadro 1: principais doencas do sistema respiratorio com suas caracteristicas

mais evidentes, principais agentes causadores e tratamento disponivel.*

Doencga Caracteristicas Agentes Tratamento
Rinovirus,
. Coriza, espirro e dor de parainfluenza, ) ;
Resfriado comum Alivio dos sintomas
garganta adenovirus e
coronavirus
o Pseudomembrana Corynebacterium - _ -
Difteria - ; . Penicilina e eritromicina
fibrosa faringiana diphtheriae
Faringite Placas brancas de pus

) Streptococcus pyogenes Penicilina e eritromicina
estreptocdcica na garganta

: Parainfluenza, RSV,
Inchago subglético e

Crupe : influenza e Mycoplasma Vaporizadores
chiado :
pneumoniae
) Infec¢do aguda dos Bactérias, clamidias,
Pneumonia Depende do patogeno
pulmdes virus, fungos
Amantadina,
. Infeccdo viral aguda do Rimantadina, Zanamivir
Gripe _ : Influenza -
trato respiratorio e Oseltamivir (contra

influenza A)

Infecgdo bacteriana ) Eritromicina, tetraciclina
Coqueluche ) Bordetella pertussis
aguda com tosse intensa ou cloranfenicol
. Isoniazina,
Infecgdo aguda ou Mycobacterium
Tuberculose : estreptomicina, etambutol
cronica dos pulmdes tuberculosis -
¢ parazinamida
Pneumonia bacteriana ) ) Eritromicina com
Legionelose Legionella pneumophila ) _
aguda rifampina

*Modificado de Burton GEW, Engelkirk PG. Principais Doengas Infecciosas Humanas. In: Burton GEW, Engelkirk
PG, autores. Microbiologia para as Ciéncias da Satde. 5* ed. Rio de Janeiro (RJ): Editora Guanabara Koogan S.A.;

1998. p.219-224.).
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1.3. Principais virus respiratorios

O rinovirus ¢ um virus da familia Picornaviridae, que possui
capsideo icosaédrico, ndo-envelopado, de 22 a 30nm de didmetro. Seu acido
nucléico ¢ de RNA de polaridade positiva com 8kb. Sua trasnmissdo se da pelo
contato interpessoal com infec¢do inicial das células da mucosa nasal e,
eventualmente, chegando ao trato respiratorio inferior. Considerado como o
principal agente etioldgico do resfriado o virus estd presente em altas
concentragdes nas secreg¢des € ja foi identificado em 40% a 90% das maos dos
individuos infectados. Trata-se de um virus ubiquo comum nos meses com
maiores variagdes de temperatura, umidade e poluicdo. Por se tratar de uma
doenga, em geral, benigna, limitada e de curta duragcdo, o uso de técnicas de
diagnostico sdo raramente utilizadas, contudo podemos usar o isolamento em
cultura de células, tais como WI-38, MRC-5 ¢ HelLa. Atualmente ndo existe
vacina contra o rinovirus, porém a droga pleconaril pode ser utilizada
clinicamente. (Racz ML et al, 2004; Couch RB et al, 2001)

O Coronavirus € um virus da familia Coronaviridae e apresenta
virions de 100 a 120 nm de didmetro com envelope. Possui RNA de polaridade
positiva com 27 a 32 Kb. Sua transmissdo se da pessoa a pessoa geralmente
associada ao resfriado comum. E freqiiente nos meses frios com grande varia¢io
na incidéncia de um ano para outro. O diagnostico geralmente nao ¢ realizado por
se tratar de uma infeccdo relativamente leve e auto-limitada. Entretanto ¢é
possivel o uso de drogas que sdo efetivas contra rinovirus. No final de 2002 e
inicio de 2003 um novo coronavirus comegou a circular, mais tarde batizado de
sindrome respiratoria aguda grave (SARS), chegando a 29 paises e atingindo
cerca de 8000 pessoas e uma mortalidade de aproximadamente 10%. Os tltimos
casos detectados de SARS foram em abril de 2004 (Holmes KV et al., 2001; Kahn
JS et al., 2007).

O virus Influenza ¢ um virus da familia Orthomyxoviridae, que
possui os géneros Influenza A, B e C. Virus pleomdrfico de 80 a 120nm,

envelopado, com um RNA de fita simples e polaridade negativa e segmentado.
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Uma caracteristica destes virus ¢ a capacidade de aglutinar hemacias de aves e de
alguns mamiferos sendo encontrado em um grande nimero de espécies
domesticadas pelos humanos. Os influenza A e B possuem oito segmentos € o
Influenza C possui sete segmentos ndo apresentando o gene da neuraminidase. A
particula viral apresenta envelope com espiculas de neuraminidase e
hemaglutinina. Os virus Influenza sdo disseminados de pessoa a pessoa e sdo
importantes causadores de doencas respiratorias em todas as faixas etarias,
associados a doengas respiratdrias no trato superior ou inferior. Sintomas comuns
relacionados ao quadro clinico sdo: febre subita, mialgia, dor de cabeca, tosse
seca e inflama¢do na garganta. Uma complicagdo comum observada ¢ a
pneumonia bacteriana secundaria, que ¢ facilitada pelo dano causado ao epitélio
respiratorio, sendo mais séria em idosos com doenga crénica no coragdo, pulmao
ou bronquios. Devido a variabilidade de seus antigenos de superficie, esse virus
sdo capazes de evadir da defesa do hospedeiro originalmente aptos a se defender
dessa ameaga, explicando em parte a causa das grandes pandemias de influenza.
Seu diagnostico pode ser feito pelo isolamento do virus em culturas de células
MDCK ou LLC-MK2, cultivo em em ovos embrionados de galinha, pela técnica
de inibi¢do de hemaglutinagdo, pela reacdo de imunofluorescéncia ou pela
amplificagdo do RNA por RT-PCR. As drogas disponiveis para o tratamento da
infeccdo pelo influenza A s3o a amantadina e a rimantadina, que interferem na
proteina M2, necessaria para que ocorra a descapsidacdo do virus que foi
endocitado. Além disso, devemos citar os inibidores de neuraminidase Zanamivir
e Oseltamivir, que atuam tanto nos virus influenza A quanto B. Entretanto o
modo de agdo preventiva mais eficaz tem sido a vacinacio anual dos idosos e em
individuos com risco de complicag¢des em virtude de doengas cronicas. (Racz ML
et al., 2004; Wright PF et al., 2001).

O virus Parainfluenza pertence a familia Paramyxoviridae, ordem
Mononegavirales, géneros Respirovirus (parainfluenza 1 ¢ 3) e Rubalavirus
(parainfluenza 2 e 4). Sdo virions de 150nm de didmetro, pleomorficos e
envelopados que apresentam 2 proteinas de superficie: hemaglutinina—

neurominidase (HN) e a proteina de fusdo. Seu genoma ¢ um RNA de fita
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simples linear polaridade negativa com cerca de 15kb. Os virus parainfluenza sdo
importantes causadores de doengas respiratorias em criangas e jovens adultos
com sintomatologia semelhante ao virus influenza como febre leve,
laringotraqueobronquiolite (crupe) e tosse. Re-infecgdes ocorrem comumente,
resultando em infec¢des mais leves. Os casos de laringotraqueobronquiolite
grave podem ocorrer em 2 a 3% dos casos. Ele é um virus tido como ubiquo e
com alguma variagdo sazonal, com maior ocorréncia nos meses de inverno. Seu
diagnoéstico pode ser feito pela amplificagdo de seu acido nucléico por RT-PCR,
por imunofluorescéncia direta nas células do paciente infectado ou o isolamento
viral em células LLC-MK2 ou NCI-H292. Nao existe tratamento especifico, mas
em caso de crupe ¢ feita inalacdo de ar imido com epinefrina. Ainda nio ha
registro de vacinas licenciadas para os virus parainfluenza (Chanock RM et al.,
2001; Racz ML et al., 2004)

Os adenovirus sdo virus da familia Adenoviridade, que possui
quatro géneros: Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus.
Sdo virus ndo envelopados com um capsideo icosaédrico de cerca de 80nm de
didmetro e genoma de DNA dupla fita com 26 a 45kb. Os sorotipos de
adenovirus sdo diferenciados com base em rea¢des de neutralizacdo sendo mais
de 200 distribuidos em cinco espécies de adenovirus (A, B, C, D, e E). Os
adenovirus sdo causadores de infec¢des no trato respiratdrio, olhos, intestinos e,
com menor freqiiéncia, trato urindrio e figado. Os sintomas respiratorios mais
comuns se assemelham aos da infeccdo por pelo virus influenza, ou seja, febre,
nasofaringite, congestio nasal, tosse e dor de cabeca. Ainda que sua infec¢do em
geral seja totalmente assintomatica, complicagdes podem levar a casos de grave
broncopneumonia, otite média ou sinusite. Esse virus pode ser transmitido pela
via oral-fecal ou aerossol e tem sido associado a epidemias ou endemias,
comumente em acampamentos militares. Trés a cinco por cento das doengas
infecciosas na infincia sdo causadas por ele. Os adenovirus tém distribuicio
mundial. Nas infec¢des agudas, o adenovirus ¢ excretado por um a trés dias na
garganta de adultos, trés 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; trés a seis semanas na garganta ou nas fezes de criangas
com doenca respiratoria;e dois a doze meses ou mais na urina, na garganta ou em
biopsias de o6rgdos de pacientes imunocomprometidos. As linhagens de célula
A549, Hep-2, HelLa e KB sd@o as melhores para o isolamento desse virus (Racz
ML et al., 2004).

Em 2005 foi identificado um novo virus respiratério, o bocavirus
humano (HBoV), pertencente a familia parvoviridae género Bocavirus. Até
entdo, trabalhos identificaram esse virus na Europa, América do Norte, Oriente
Médio, Asia, Africa e América do Sul. As freqiiéncias encontradas variaram de
1% a 8%, sendo na maioria em criangas. Alguns estudos relataram diarréia nas
criangas com esse virus, sugerindo que o HBoV pode se estender além do trato
respiratério. A co-infeccdo ¢é outro aspecto notado na literatura, onde na
Tailandia foi detectado 4,5% de positivos para HBoV em criancas com
pneumonia, sendo que em 83% desses positivos havia a co-infec¢do com outros
virus. A deteccdo desse virus também foi realizada por meio de fezes em criangas
com gastroenterites agudas, mas sem doenga respiratoria, porém em 58% desses
casos foi detectado outro patdgeno entérico fazendo necessario mais estudos para
se esclarecer o real papel do HBoV em doencas entéricas (Kahn JS et al., 2007;
Allander T et al., 2008; Gagliardi TB et al., 2008).

O Virus Respiratério Sincicial estd classificado na familia
Paramyxoviridae ordem Mononegavirales, sub-familia Pneumovirinae e género
Pneumovirus. Sao virus de 150nm de didmetro, pleomorficos e envelopados, cujo
genoma ¢ 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 antigénicos, A e B. Bronquiolites e pneumonias sido frequentemente
causados por esse virus em criancas de dois a sete meses, sendo que o contagio
se da por contato direto ou fomites contaminados e o periodo de incubagdo ¢ de
aproximadamente quatro a cinco dias. A replicagdo primaria de RSV ocorre na
camada superficial do epitélio respiratorio e a disseminagdo para o trato inferior
ocorre cerca de trés dias apds o aparecimento de rinoréia. O RSV tem

distribui¢do mundial e a maior incidéncia ocorre nos meses de inverno ou
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chuvosos (Racz et al, 2004). Foi descrito como o mais importante patogeno viral
causador de doencas respiratorias agudas (DRA) das vias respiratorias inferiores,
sendo responsavel por um elevado indice de hospitalizagdes de criancas (Glezen
et al, 1986). De 1 a 3% de todas as criancas nascidas sdo hospitalizadas devido a
infeccdes ocasionadas por esse virus. O RSV também tem sido cada vez mais
reconhecido como um importante patogeno dentre a populacdo idosa,
principalmente aquela parcela da populacdo que vive em institui¢des para idosos
(Han et al, 1999; Falsey & Walsh, 2000). Em geral, os quadros mais graves sio
em criangas com menos de 12 meses de idade. As melhores amostras para se
fazer o diagnoéstico destes virus sdo as de aspirado ou lavados de nasofaringe,
onde a identificacdo dos antigenos virais ¢ feita de forma direta por técnica de
imunofluorescéncia direta ou indireta. O isolamento do virus pode ser feito em
culturas de células Hep-2 ou HelLa, quando é possivel verificar o aparecimento
de sincicios, efeito citopatico caracteristico destes virus trés a sete dias apds a
inoculagdo. Com a técnica de RT-PCR ¢ possivel diagnosticar e tipar as
amostras. Desde 1986 um analogo de nucleosideo, a ribaviririna tem aprovagao
para uso em infec¢des pelo RSV. Além do RSV humano (sendo subdividido em
dois grupos A e B, devido a diversidade antigénica das proteinas de envelope),
existem o RSV bovino e o virus da pneumonia do camundongo (murine
pneumonia virus). Linhagens de RSV caprino e ovino também tém sido descritas.
Os sintomas mais comuns da infec¢do sdo: febre moderada, hipoxemia, fadiga,
chiado, coriza, tosse, distirbios respiratorios. Em criangas de baixa idade, o
pequeno didmetro dos bronquiolos e alvéolos facilita a obstrugdo, causando a
gravidade da infeccdo. Complicacdes devido a infecgdo bacteriana secundaria,
em geral, sdo raras (Lamb RA et al., 2001; Racz ML et al, 2004).

O metapneumovirus humano (hMPV) apresenta grande semelhanga
genética com o metapneumovirus avidrio (aMPV) e também, em menor grau,
com o virus sincicial respiratério (RSV). Foi o primeiro membro do género
Metapneumovirus que infecta humanos identificado na Holanda em 2001, através
do diagndstico em varias 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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familia Paramixoviridae subfamilia Pneumovirinae, Ele esta associado ao mesmo
quadro clinico que o RSV, mas em geral menos graves. Desde sua identificacio
jé& foi encontrado na Europa (Italia, Franga, Espanha, Reino Unido, Alemanha,
Dinamarca, Finlandia e Noruega), América (EUA, Canad4, Argentina, Brasil),
Asia (india, Japdo, China e Singapura), Australia e Africa do Sul. Sua
distribui¢@o sazonal se assemelha a do RSV, ou seja, com maior nimero de casos
proximo ao inverno (Principi et al., 2006). Pode infectar ¢ ndo raro re-infectar
pessoas de qualquer idade, no entanto € muito mais comum, em idosos, criancas
e pessoas com quadros de imunossupressdo. Aproximadamente 15% das
internagdes hospitalares por problemas respiratorios sdo causados pelo hMPV
(Bastien et al, 2003). O metapneumovirus, assim como outros virus respiratorios
apresenta um padrdo de virose emergente e re-emergente apresentando incidéncia
variando de 5% a 40% de um ano a outro (Maggi et al, 2003). Greensill em 2003
detectou a coinfeccio hMPV em 70% das criancas com bronquiolite, causada
primeiramente pelo RSV, nas UTIs. Estudos em macacos mostraram que a
infeccdo de hMPV ¢ muito semelhante a de RSV, ja que ambos infectam células
ciliadas do epitélio respiratorio (Kuiken et al, 2004). Em 2001 Hoogen e
colaboradores pesquisando amostras de adultos jovens e idosos encontrou 100%
de soroprevaléncia, com titulos neutralizantes estaveis contra o hMPV, indicando
que a re-infec¢do durante a vida é comum (Hoogen et al, 2001).

Outros virus que também causam doencas respiratorias sao:
Coxsackievirus, da familia picornaviridae geralmente causando doengas do trato
respiratdrio superior; Rubella virus, da familia togaviridae, causa uma doenga da
infancia conhecida por rubéola com dor de garganta, febre, manchas vermelhas
na pele; virus do sarampo, da familia paramixovirudae, causador do sarampo;
Herpes simplex virus, Epstein-Barr virus, Citomegalovirus e Varicella-Zoster sdo
os virus da familia Herpesviridae que eventualmente causam doengas

respiratorias (Tortora et al, 2005; Burton et al, 1998).
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Quadro 2: principais virus respiratérios com suas familias, principais doengas

associadas e droga disponivel para seu controle*

Virus Familia Doengas Controle
Rinovirus Picornaviridae resfriado comum Pleconaril
Coronavirus  Coronaviridade resfriado comum Pleconaril
RSV Paramixoviridae  pneumonia e broquiolites Ribaviririna
Influenza  Ortomixoviridae Gripe Zanamivir e Oseltamivir
rinite, faringite, crupe e Epinefrina no caso de

Parainfluenza Paramixoviridae )
pneumonia crupe

- resfriado, nasofaringite e
Adenovirus  Adenoviridae -

broncopneumonia
hMPV Paramixoviridae ~ pneumonia e broquiolites Ribaviririna
Bocavirus Parvoviridae pneumonia e broquiolites -

*Modificado de Burton GEW, Engelkirk PG. Principais Doengas Infecciosas Humanas. In: Burton GEW, Engelkirk
PG, autores. Microbiologia para as Ciéncias da Saude. 5* ed. Rio de Janeiro (RJ): Editora Guanabara Koogan S.A.;
1998. p.219-224.).

1.4.Diagnostico virologico

Nao raro, um diagnostico puramente clinico dificilmente define o
agente etiologico de uma infecg¢do respiratéria aguda, ou mesmo a defini¢do de
sua natureza (viral, bacteriana, protista, fungica). Doengas do baixo trato
respiratdrio podem, de forma mais comum, ser causadas por mais de 20
organismos virais e bacterianos. Atualmente, sdo disponiveis diversos métodos
de diagnostico virologico (Racz et al., 2004; Stroch GA et al., 2001; Templeton
KE et al., 2007).

Um importante passo para o diagndstico viroldgico envolve a coleta
da amostra, que se ndo for de boa qualidade acaba comprometendo o diagnostico.
Desta maneira, as principais variaveis relacionadas a qualidade da amostra sdo:
tipo de material, momento da coleta, transporte e armazenamento. Para detec¢do

de virus respiratérios as melhores amostras sdo aquelas coletadas do proprio trato

13



Introducédo

respiratorio, onde as principais opc¢des para esse fim sdo os swabs nasais e
aspirados de nasofaringe. E importante que no momento da coleta esteja
ocorrendo a liberagdo de particulas virais (geralmente até o quinto dia de
infecgdo) e o transporte em baixas temperaturas (proximo a 4°C) evitando o
congelamento que destroi os virions (Réacz et al., 2004; Stroch GA et al., 2001).
Amostras de swabs nasais sdo faceis e rapidas de se obter, com exceg¢do do RSV
(o mais importante virus em criangas). O aspirado de nasofaringe ¢ um material
de melhor qualidade (pela quantidade de células) para a pesquisa da maioria dos
virus respiratorios (com possivel excecdo do influenza). Uma ressalva que deve
ser feita é quanto a 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 virus € uma técnica ainda importante e
tida como de referéncia em varios casos para ser descartada totalmente. Essa
estratégia apesar de algumas criticas tende a amplificar a quantidade de virus
presente na amostra, facilitando sua identificacdo e caracterizagcdo. As principais
desvantagens relativas a esse método sdo: o periodo de incubagdo (pelo menos 3
dias para a maioria dos virus) e a ndo existéncia de linhagens celulares sensiveis
para alguns virus. Alternativamente, dependendo do virus pode-se usar ovos
embrionados de galinha.(Carter J et al., 2007; GA et al., 2001; Eiros JM et al.,
2009).

Outros métodos alternativos a cultura sdo os métodos
imunolégicos, que através de anticorpos especificos conseguem identificar a
grande variedade de virus respiratdrios.. A reacdo de inibi¢do da hemaglutinagio
ou mesmo a de hemaglutinagdo ¢ um exemplo de técnica simples capaz de
detectar anticorpos ou antigeno para o virus influenza. J4 a reagdo de
imunofluorescéncia tem sido usada por diversos laboratorios como um método
rapido de identificacdo dos antigenos virais nas células colhidas do individuo
infectado com a visualizacdo, em microscopio optico de fluorescéncia (Flint ST
et al., 2000). Essa técnica foi uma das primeiras que permitiu um diagndstico

viral no mesmo dia da coleta, portanto tendo como vantagem além da velocidade
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a capacidade de deteccdo de varios virus simultaneamente sem grande acréscimo
de tempo ou custo. Como desvantagem temos a baixa sensibilidade, sobretudo se
durante a coleta o numero de células do epitélio respiratorio ndo for o suficiente
para a andlise. Uma forma de superar tal dificuldade seria o da escolha de
aspirado de nasofaringe, que costuma trazer um maior nimero de células para o
diagndstico. Outra desvantagem seria o da necessidade de treinamento técnico
para a interpretacdo do resultado ¢ o de nem todo laboratério possuir um
microscopio de fluorescéncia. Embora no mercado existam diversos kits de
deteccdo de virus respiratorios, ¢ comum ndo haver disponivel reagentes para
todos virus, tanto pela existéncia de muitos sorotipos quanto pela recente
identificacdo de novos virus (Madeley CR et al., 2002; Reis AL et al., 2008).

A detec¢do de acidos nucléicos virais representou um grande
avanco para a virologia. Tal fato pode assim ser aplicado, pelas técnicas de PCR
e RT-PCR, para o diagndstico dos virus respiratorios. Essas metodologias sdo tao
rapidas quanto as de imunofluorescéncia, com a vantagem de exigirem menos
treinamento da equipe laboratorial além de maior versatilidade. Essas técnicas
sdo famosas por suas sensibilidades, cuja vantagem e desvantagem pode estar
relacionadas a isso. Possuem sensibilidade analitica capaz de detectar 1 a 10
copias de DNA alvo. Sua utilizagdo generalizada tem possibilitado um aumento
na detec¢do de virus respiratorios contribuindo para o entendimento das doengas
de causa viral. Também permitiram a identificagdo de novos virus como o
metapneumovirus humano, bocavirus humano e trés outros coronavirus. Sua
versatilidade possibilitou a deteccdo tanto de um virus especifico ou grupo de
virus através de um PCR genérico que apenas usa um primer degenerado, sendo
util para virus como adenovirus ou rinovirus. Porém uma elevada sensibilidade
pode ser desvantagem quando ha contaminag¢do de amostras, ou quando ha a
deteccdo de um virus sem importancia clinica, ja que alguns virus podem ser
liberados sem que isso tenha relagdo com uma doenca, como em individuos
assintomaticos. (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 ocorréncia dos virus RSV ¢
hMPV, em nossa regido, estabelecemos um contato com o Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da UNESP do campus de Botucatu. A identificagdo
dos casos clinicos atribuidos a infec¢des respiratorias agudas foram identificados
na populacdo atendida neste Hospital Acreditamos que em conjunto com o0s
principais aspectos clinicos relacionados a esses virus poderemos, dessa maneira,

obter um perfil da prevaléncia dos dois virus anteriormente citados.
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2. Objetivos

Geral
e Pesquisar os virus: Virus sincicial respiratério; metapneumovirus;

influenza A e B; parainfluenza 1,2 e 3; adenovirus em criangas menores

de cinco anos atendidas no hospital da Faculdade de Medicina de

Botucatu.

Especificos

e Tragar o perfil de sazonalidades dos virus: Virus sincicial respiratério

metapneumovirus; influenza A e B; parainfluenza 1,2 e 3; adenovirus.

e (Comparar os métodos: imunofluorescéncia indireta ¢ PCR para detec¢do

de RSV.
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3. Casuistica e Métodos

3.1. Pacientes e espécimes clinicos:

Estudo de serie de casos que incluiu criangas com até cinco anos de
idade, admitidas no pronto atendimento; enfermaria pediatrica; UTI-pediatrica e
UTI-neonatal do Hospital das Clinicas da UNESP em Botucatu, no periodo de
mar¢o de 2005 a junho de 2006. A inclusdo dos pacientes no estudo foi feito
pelos médicos assistentes, apds assinatura, do termo de consentimento livre e
esclarecido, pelos pais. Os dados de identificagdo; histérico do paciente;
parametros clinicos e diagnostico no momento da admissao foram registrados em
formulario padrdo (anexo 2).

Todos estes casos foram clinicamente identificados pelos médicos
pediatras que trabalhavam nos setores acima descritos e apds a assinatura de um
termo de consentimento livre e esclarecido, pelos pais, (anexo 1) procedeu-se a
colheita do material clinico. Além disso, um formulario (anexo 2) foi preenchido
pelo clinico com questdes relacionadas ao quadro clinico geral do paciente bem
como a infeccdo respiratoria. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Unesp

Os espécimes foram colhidos a partir de aspirados de nasofaringe e
“swabs” nasais. No caso das criancas internadas, a coleta foi realizada no
primeiro dia da internag@o. Os aspirados e “swabs” de cada paciente foram
diluidos, em um mesmo tubo, em tampao salina fosfato (PBS) pH 7,2, para um
volume minimo de 3 ml e transportados, sob refrigeragdo, para o laboratério de
virologia do departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de

Biociéncias da UNESP campus de Botucatu.

3.2. Processamento das amostras
Para o processamento das amostras, solugdo de aspirado de
nasofaringe e swab nasal, foi realizado inicialmente a divisdo da mesma em seis

aliquotas com diferentes propodsitos. Sendo assim, trés aliquotas de 250ul foram

19



Casuistica e Métodos

estocadas, a —70°C com 750ul de TRIzol® LS - Invitrogen” (para posterior
extracdo de RNA ou DNA). O restante da amostra foi tratada, com penicilina-
estreptomicina (concentragdo final de 2000U/ml), fungizona (concentracdo final
de 10ug/ml) e gentamicina (concentragdo final de 20ug/ml), por uma hora e
entdo dividido em mais duas aliquotas de 500ul, sendo uma para uso no
isolamento em cultura de células e outra para estoque. Nessas duas aliquotas,
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 nitrogénio liquido por 40 segundos e entdo estocado em
freezer a —70°C para posterior uso.

O restante da amostra (cerca de 1250ul) foi usado para preparo de
lamina para uso em rea¢do de imunofluorescéncia (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 4°C. Apds a ultima
centrifugacdo, o sobrenadante do tubo foi descartado, e o restante do material
ressuspenso para posterior uso. As laminas foram devidamente identificadas com
o numero da amostra, data e tipo de ldmina (triagem ou tipagem) (figura 2). O
material centrifugado foi pipetado na lamina de tipagem (MAbs), 8 pogos por
amostra (10pL por po¢o), € na lamina de triagem, 3 pogos por amostra (10uL por
poco). Depois de colocado na ldmina, o material foi seco no fluxo laminar. Apds
a secagem, o material foi fixado em acetona por 10 minutos, ¢ seca em fluxo
laminar novamente. A 1dmina foi armazenada em freezer de -20°C para posterior

analise em microscopio de fluorescencia.

3.3. Diagnostico por imunofluorescéncia Indireta

O método de imunofluorescéncia indireta (IF) foi realizado em duas
etapas. Na primeira somente as laminas “Triagem” foram utilizadas e lidas, de tal
forma que se houvesse a ocorréncia de resultado positivo na leitura do pogo
“pool” da lamina “Triagem” era efetuada a reacdo de imunofluorescéncia na

lamina “MAbs”.
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Triagem: Em cada poco da lamina, no sentido vertical e
sucessivamente, foram adicionados 10uL das solugdes “pool” (solugdo com
anticorpos monoclonais contra: Adenovirus; influenza A e B; parainfluenza 1, 2
e 3; e RSV), “RSV” (solucdo com anticorpos monoclonais contra hRSV) e
controle negativo (solucdo com anticorpos inespecificos) conforme
exemplificado na figura 2.

MADs: Foram adicionados em cada po¢o da lamina, no sentido
horizontal e sucessivamente, 10uL das solugdes com anticorpos dos que se
seguem: RSV; Influenza A e B; Parainfluenza 1, 2 e 3; Adenovirus e Controle
Negativo (anticorpos inespecificos) conforme exemplificado na figura 2.

Apos a adicdo dos anticorpos, foi realizada uma incubag¢do em
camara umida a 37°C por 30 minutos. A seguir foi feita a lavagem das laminas.

Lavagem das laminas: as laminas foram entdo lavadas duas vezes
com solug¢do, tampao salina fosfato (PBS) mais 0,5% de tween (PBS/T), de pH7,
2. E entdo deixadas em PBS/T por 10 minutos, num recipiente préprio (caixa
para banho histologico). Uma segunda lavagem foi realizada com agua destilada,
seguida por um banho de 5 minutos no mesmo tipo de dgua. Apos a retirada do
banho, as laminas foram secas em fluxo laminar. Depois de secas, 10uL de
conjugado-fluoresceina foram adicionados (soro anti-gamaglobulina de
camundongo conjugado com fluoresceina, diluido em PBS pH 7,2 com Azul de
Evans 0,02%) em todos os pocos até entdo utilizados.

Em seguida as laminas foram incubadas novamente em camara
umida a 37°C por 30 minutos. Apds a incubag¢do os mesmos procedimentos de
lavagens ja descritos anteriormente foram realizados. Apds a secagem das
laminas foi adicionada uma gota de glicerina tamponada e colocada uma
laminula sobre o material. O excesso de glicerina foi retirado com papel
absorvente. Apos 5 a 10 minutos a leitura das laminas foi realizada. Caso a
leitura ndo pudesse ser realizada no momento, as ldminas foram envoltas em

papel absorvente e papel aluminio e guardadas em freezer — 20°C.
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Figura 2: Representagdo da aplicagdo das amostras nas ldminas. Em A, ¢ representada a lamina de triagem, onde
“Pool” ¢ a solugdo de anticorpos monoclonais contra: Adenovirus; influenza A e B; parainfluenza 1, 2 e 3; e RSV.
“RSV” ¢ solugdo com anticorpos monoclonais contra hRSV. “NO” é solug@o com anticorpos inespecificos. Em B, ¢
representada a 1dmina de MAbs, onde solu¢des com anticorpos sdo 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-adenovirus; “NO” ¢ solug@o com anticorpos inespecificos.

3.4. Diagnostico por RT-PCR para RSV

3.4.1Primers escolhidos para RSV

Para a detecg¢do 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 proteina G (de seqiiéncia 5°-
YCAYTTTGAAGTGTTCAACTT- 3°), e o FV ao gene da proteina F (de
seqiiéncia 5’-GTTATGACACTGGTATACCAAC- 3°), sendo que o gene para a
proteina F ¢ imediatamente anterior ao gene para a proteina G, na dire¢do 5’3’
do genoma (Zheng et al,1996).

Para rea¢do 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 proteina F (5'-
AACTCCATTGTTATTTGCC-3") (Peret et al, 2000).
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3.4.2.Extracdo do RNA

A partir da amostra estocada préviamente com TRIzol LS ((250ul
de amostra + 750ul de TRIzol LS), procedeu-se ao acréscimo de 200ul de
cloroformio em cada amostra, homogeneizacdo em vortex e incubagdo em
temperatura ambiente por 5 minutos. Apos centrifugacdo a 12000 rpm por 15
minutos a 4°C o sobrenadante foi transferido para outro tubo e onde adicionaram-
se 500ul de isopropanol, com posterior incubacdo por 15 minutos em gelo e
centrifuga¢do a 12000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado
e acrescentou-se 1ml de etanol 75% seguido de uma centrifugag¢do a 7400 rpm,
por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi novamente desprezado e o “pellet”, apos
secagem, ressuspenso em 45ul de agua ultra pura (“MilliQ”) tratada com DEPC
(Dietilpirocarbonato — Sigma) mais 5ul de RNAseOUT (Invitrogen®). Esse RNA

foi, entdo, estocado em -70°C ou usado para transcri¢do reversa.

3.4.3.Transcricao reversa

O cDNA foi transcrito, reversamente, a partir de 4ul de RNA
extraido. Primeiro, adicionou-se 1ul de “random primer” (250ug/ml) e incubou-
se essa solugdo por cinco minutos a 70°C, para desnaturagdo sendo entdo
transferido para um banho de gelo. Em seguida foi acrescentada uma segunda
solucdo contendo: 4l de ImProm-II 5x Reaction Buffer (Promega®), 0,5mM de
dNTP, 2mM de MgCl,, 40u de RNaseOUT (Recombinant Ribonuclease Inhibitor
- Invitrogen®), 0,5u] “ImProm-II Reverse Transcriptase” (Promega®) e agua,
tratada com DEPC e autoclavada, para completar um volume de 15ul. Essa
mistura foi levada ao termociclador pré-aquecido a 25°C com as seguintes
condi¢des de cilcagem: 25°C por cinco minutos (anelamento do “primer”), 42°C
por uma hora (fase de extensdo) e 70°C por 15 minutos (para inativa¢do da
transcriptase reversa). O cDNA obtido foi usado nas reacdes de PCR para RSVe

hMPV e/ou estocado para posterior utilizagdo a —20°C.
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3.4.4.Amplificacdo do RSV

A amplificagdo foi efetuada a partir de 3ul de solugdo de cDNA
com 1,25ul de cada primer (GAB/FV para PCR do RSV, GAB/F1 para PCR
“semi-nested” do RSV), 12,5ul de GoTaq® Green Master Mix (solugdo de DNA
polimerase em tampao de reagdo, duas vezes concentrado e em pHS8,5, 400uM de
dNTP e 3mM de MgCl, - Promega®) e 4gua (tratada com DEPC e autoclavada)
para completar 25ul por amostra. As amostras foram amplificadas no
termociclador, sem a necessidade de adi¢do de oOleo para prevencdo de
evaporacdo da amostra. Na primeira reacdo de PCR para RSV foram utilizadas as
seguintes condi¢des de ciclagem: desnaturagdo de 5 minutos a 95°C, seguida de
40 ciclos de 94°C por um minuto; 55°C por um minuto ¢ 72°C por um minuto,
entdo uma tltima fase de extensdo de 7 minutos a 72°C. A PCR “semi-nested” do
RSV foi feita com os seguintes passos: uma primeira desnaturagdo por 5 minutos
a 95°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por um minuto; 55°C por um minuto e 72°C
por um minuto e uma ultima fase de extensdo de 7 minutos a 72°C. O produto

dessas duas reagdes pode entdo ser usado na eletroforese ou estocado a 4°C.

3.4.5.Analise 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 tampao Tris-Borato-EDTA 1x [90 mM de Tris-
Borato e 2mM de EDTA (pH 8,0)], com adi¢do de Brometo de Etidio numa
concentragdo final de 0,5 uyg/ml. As voltagens utilizadas foram: 80mV nos
primeiros 5 minutos € 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. Diagnostico 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 seqiiéncia 5’-
GAGCAAATTGAAAATCCCAGACA-3’) e FR (de seqiiéncia 5°-
GAAAACTGCCGCACAACATTTAG-3’) correspondem ao gene da proteina F.
(Peret et al., 2002).

3.5.2.Extracdo do RNA

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

3.5.3.Transcricao reversa

Conforme descrito no item “3.4.3.Transcri¢do reversa”.

3.5.4.Amplificacdo do hMPV

A amplificagdo foi efetuada a partir de 3ul de cDNA com 1,25ul de
cada primer (FF/FR para PCR do hMPV), 12,5ul de GoTaq® Green Master Mix
(DNA polimerase em tampao de reacdo, duas vezes concentrado pHS,5, 400uM
de dNTP e¢ 3mM de MgCl, - Promega®) e 4gua (tratada com DEPC e
autoclavada) para completar 25ul por amostra. As amostras foram amplificadas
no termociclador, sem a necessidade de adi¢do de Oleo para prevengdo de
evaporagdo da amostra. A amplificagdo utilizou as seguintes condigdes:
desnatura¢do de 95°C por trés minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 45
segundos; 54°C por 45 segundos; e 72°C por 45 segundos com uma ultima fase
de extensdo de 7 minutos a 72°C. O produto dessa reagio pode entdo ser usado na

eletroforese ou estocado a 4°C.
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3.4.6.Analise dos produtos amplificados

Conforme descrito no item “3.4.5.Analise dos produtos

amplificados”.

3.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos na reacdo de imunofluorescéncia indireta
para RSV foram comparados aos de PCR para RSV. O total de amostras
negativas e positivas desses dois métodos foram considerados no calculo. O teste
estatistico “k” de Cohen Kappa (Landis JR et al., 1977). Segundo o resultado
deste célculo, a concordancia entre os métodos foi considerada: pobre se k<0,2;
pouca concordancia se 0,21<x<0,40; moderada concordancia se 0,41<k<0,60;

grande concordancia se 0,61<x<0,80; e quase perfeita concordancia se 0,80<k.

3.6. Parametros clinicos

A aquisi¢@o dos parametros clinicos foi realizada através da equipe
responsavel pela coleta das amostras de nasofaringe. Tosse, coriza, espirros,
febre, chiado, peito cheio e falta de ar, apnéia, obstru¢do e necessidade de
ventilagdo mecanica foram os parametros considerados. Seguiu-se a soma desses
dados segregando-os segundo os resultados obtidos por PCR para RSV e hMPV.
Os resultados considerados na segregacdo foram: nimero 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 periodo entre margo de 2005 a junho de 2006, foram coletadas e
avaliadas 142 amostras, sendo que seis ndo tiveram a ficha de caracteristicas

clinicas preenchida.

4.1.Imunofluorescéncia Indireta

Do total de 142 amostras analisadas pela imunofluorescéncia
indireta, 84 (59,15%) foram negativas para todos os virus testados, 60 (42,25%)
foram positivas para RSV, 2 (1,40%) foram positivas para adenovirus 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 padrio de imunofluorescéncia 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 virus. A distribui¢do geral dos

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

Figura 3: Teste de Imunofluorescéncia para detec¢do do virus respiratdrio sincicial

(RSV) por detecgdo indireta. a) Amostra positiva para RSV.b) Amostra negativa
para RSV.
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Figura 4: Total das amostras positivas por imunofluorescéncia, de margo de 2005 a junho de

2006.

4.2. Deteccdo de RSV por PCR

As 142 amostras também foram avaliadas quanto a presenca de
RSV através PCR. 62 amostras (43,66%) foram positivas para este virus. Os
picos de infec¢do foram os meses de maio de 2005 e 2006 com, respectivamente
10 e 14 amostras positivas, € os meses de junho de 2005 e 2006 com,
respectivamente 10 e 12 amostras positivas. Dados mostrados na figura 9. O
numero total de casos avaliados nas diferentes faixas etarias bem como o niimero
de amostras positivas para RSV em cada uma dessas faixas etarias ¢ mostrado na
figura 5. Como pode se observar, a grande maioria das amostras foi oriunda de

criangas com até 6 meses de idade
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Figura 5: Distribui¢do total das amostras positivas por PCR para hMPV e RSV, de margo de
2005 a junho de 2006.

4.3. Deteccdo de hMPV por PCR

As 142 amostras também foram avaliadas quanto a presenca de
hMPV através PCR. Dezenove amostras (13,38%) foram positivas para este
virus. A presenca de uma banda de 347bp amplificada pelo uso de primers
especificos para hMPV ¢é exemplificada na figura 6. Os picos de infec¢do foram
o més de junho de 2005 com 6 amostras positivas e maio de 2006 com trés
amostras positivas pela reagdo de PCR (30,00% das amostras de junho de 2005)
e alguma incidéncia no outros meses (31,57% das amostras ndo foram do periodo

maio-agosto). Dados mostrados na figura 9.

29



Resultados

A19 100bp

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

e A12 sdo, evidentementes, positivas.

4.4. Comparacéo entre as técnicas de imunofluorescéncia e PCR para deteccdo
de RSV.

Das 60 amostras positivas por imunofluorescéncia, 55 foram
positivas e 5 negativas quando testadas através da técnica de PCR. Também foi
observada uma concordéancia bastante elevada entre estas duas metodologias nos
casos negativos. Entre as 82 amostras negativas por imunofluorescéncia, 75
amostras foram também negativas por PCR. Entretanto, 7 destas amostras
negativas por imunofluorescéncia foram positivas quando testadas por PCR. O
indice de concordancia k entre esses dois métodos foi de 0,82 (concordancia

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 imunofluorescéncia indireta (IF+/IF-).
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4.5. Prevaléncia viral no periodo de marc¢o de 2005 a junho de 2006

A prevaléncia viral incluindo todos virus investigados por
imunofluorescencia ¢ mostrada na figura 4. A freqliéncia de cada virus ¢
mostrada nas figuras 7, 8 ¢ 9. Como pode se observar, houve uma frequéncia de
amostras mais elevada no inicio do inverno. De forma geral esta tendéncia se
mantém para os virus RSV e FLU A como demonstrado na figura 8 € 9. Os virus
PARA 1, PARA 2, ADENO e FLU B apresentaram freqiiéncia muito baixa. O
virus PARA 3 apresentou freqiiéncia distribuida por todo o periodo. E importante
ressaltar, entretanto, que esta maior incidéncia nos meses de maio e junho ¢ mais
evidente no caso do RSV. Por exemplo, 50 amostras foram positivas para este
virus neste periodo. Apenas 16,6% das amostras positivas para RSV foram

coletadas fora do periodo maio-agosto.
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Figura 7: Distribui¢do total das amostras positivas por imunofluorescéncia para parainfluenza 1 em A,
parainfluenza 2 em B; e parainfluenza 3 em C no periodo de margo de 2005 a junho de 2006. Cada grafico

apresenta um virus e o total.
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Distribuigdo total das amostras positivas por PCR para RSV em A ¢ hMPV em B, no periodo de

margo de 2005 a junho de 2006. Cada grafico apresenta um virus e o total.
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4.6. Dados Clinicos

Do total de 142 amostras com dados clinicos apurados, a tosse foi o
parametro mais referido (de 79,68 a 88,88%). Chiado no peito, geralmente
associado a RSV, apresentou incidéncia semelhante nos casos de RSV, hMPV e
negativos. A necessidade de ventilagdo mecanica foi mais encontrada nos casos

de hMPYV positivos, dados mostrados na tabela 2.

Tabela 2: Parametros clinicos encontradas, separadas por virus encontrados.
Onde HMPV=Somente Metapneumovirus humano, RSV= Somente Virus
respiratorio  sincicial, Coinfeccdo= Metapneumovirus humano e Virus

respiratdrio sincicial e Negativo= nenhum dos dois virus.

Negativo Coinfeccdo RSV HMPV Total

amostras 64 13 46 9 132
parametros

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

obstrugéo 26 7 36 4 73

ventilagdo mecanica 24 5 21 7 57
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5. Discussao

Doengas agudas do trato respiratorio sdo a causa mais comum de
morbidade e mortalidade em criancas no mundo, causando aproximadamente
30% de todas as mortes dessas criancas nos paises em desenvolvimento
(Tomazelli LM et al., 2007). Considerando-se apenas doengas agudas do trato
respiratério inferior, 19% de todas mortes (em sua maioria diagnosticadas como
pneumonia) de criangas menores de 5 anos se devem a microrganismos de modo
geral (International Conference on Acute Respiratory Infections, 1997). Dentre
estes, o agente etioldgico identificado em 50% a 90% dessas infecgdes sdo virais
(Tomazelli LM et al., 2007). Infelizmente ndo € possivel diferenciar um ou outro
virus apenas pelos sinais clinicos ou radiografias, havendo o isolamento e
identificagdo do agente em menos de 1% dos casos de infec¢des pneumdnicas
(Templeton KE et al., 2007). Assim sendo, em nosso estudo procuramos
identificar quais os principais virus causadores de doencas respiratorias agudas
em criancas através de um teste de imunofluorescéncia ¢ PCR, bem como suas
freqtiéncias ao longo do ano através de coleta de aspirados de nasofaringe e
swabs nasais de criang¢as com até cinco anos de idade que apresentaram infecgéo
respiratdria aguda (IRA), atendidas no pronto socorro, internadas na UTI
neonatal, internadas na enfermaria ou UTI pediatrica do Hospital das Clinicas da
UNESP em Botucatu, no periodo de margo de 2005 a junho de 2006.

A 1identificacdo do virus associado a determinada infec¢do ¢é
importante ndo s6 para um tratamento mais adequado do paciente, mas também
para se conhecer quais virus estdo presentes em uma dada comunidade,
possibilitando melhores estratégias no desenvolvimento de vacinas (Madeley CR
et al., 2002). J& foi demonstrado que um diagnostico rapido e preciso de
infecgdes respiratérias virais, de adultos ou criancas, reduz o tempo de
hospitalizacdo e uso de antibioticos. Como conseqiiéncia, temos a reducdo de
custo no tratamento dos pacientes, melhor controle de infecgdes nosocomiais e
um uso mais eficiente de medicamentos antimicrobianos (colaborando para o ndo

aumento da resisténcia bacteriana) (Madeley CR et al., 2002). Ja se constatou que
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além do beneficio para o paciente, encorajar médicos a fazerem uso de métodos
rapidos de deteccdo de virus, resulta em maior nimero de amostras enviadas para
o diagnostico laboratorial. Outro fator que se verifica ¢ um aumento na
identificacdo clinica e tratamento dos individuos infectados por RSV, porém nao
se deve subestimar a contribuicdo dos métodos de diagndstico no laboratorio.
Dentre os testes rapidos primordialmente desenvolvidos e posteriormente
comercializados temos os painéis de virus respiratorios comercializados por
diversas empresas para a detec¢@o especifica de virus por imunofluorescéncia.

O procedimento para se obter uma amostra adequada para deteccao
da maioria dos virus respiratorios €, em geral, realizado através de aspirado de
nasofaringe (NPA), um método desconfortdvel e invasivo aos individuos 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 confortavel que o NPA, resultam em
material de tdo boa qualidade quanto este na deteccdo do virus influenza A
através do teste de imunofluorescéncia (Heikkinen T. et al., 2001). Porém o
mesmo nao ¢ observado para a detec¢do de RSV e influenza B através da
imunofluorescéncia onde o sSwab apresenta uma significativa reducdo de
sensibilidade (Sung RY et al.,, 2008). A coleta de boas amostras para
imunofluorescéncia requer uma grande quantidade de células infectadas e
integras, sendo necessario um treinamento para que uma equipe de coleta mais
experiente e habilidosa, possa realizar o procedimento de modo menos
traumatico ao paciente a ele submetido. Os swabs nasais geralmente resultam em
menor quantidade de células, insuficiente para um diagndstico preciso. Fica
assim evidente que uma boa coleta ¢ importante para qualquer diagndstico
laboratorial, contudo a imunofluorescéncia acaba requerendo material de melhor
qualidade. Desta maneira, Madeley e colaboradores optaram pelo uso do NPA
em conjunto com NA acarretando em um numero reduzido de amostras
inadequadas (Madeley et al., 2002). Essa mesma estratégia foi por nds adotada

para a coleta, conforme descrito no item 3.1.
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Tdo importante quanto o material colhido para o diagndstico, o
tempo necessario para se chegar ao resultado final também deve ser considerado.
Assim sendo, dentre as diferentes estratégias de diagndstico de virus em geral, o
uso das culturas de células que muitas vezes € considerado de referéncia para
diversos virus, torna-se um obstadculo para outros. Mais especificamente em
relagdo aos virus respiratorios, temos na literatura relatos que referem o
aparecimento de efeitos citopaticos (ECP) caracteristicos entre 3 a 5 dias para o
virus RSV em linhagens Hep-2 e de 7 a 10 dias para outros virus respiratorios
(Leland DS, 1996). Uma forma de superar esta desvantagem ¢ usar uma técnica
conhecida como shell vial. Inicialmente desenvolvida para o cultivo de
Chlamydia trachomatis, diversos autores notaram que uma prévia centrifugacdo
do material a ser inoculado na cultura de células aumenta a infecciosidade dos
virus. O mecanismo para isto ainda ndo ¢ totalmente conhecido, mas especula-se
que pode envolver a agregacdo de virus a debris celular ou até mesmo um efeito
nas membranas das células que facilita a adsor¢@o e entrada dos virus (Landry
ML, 2009; Leland DS, 1996). Mesmo com o conhecimento desta estratégia
associada ao isolamento dos virus em cultura o tempo para o cultivo e isolamento
ainda ¢ uma desvantagem importante a ser considerada na obtengdo dos
resultados.

Em nosso projeto, um dos compromissos adotados com o pessoal
da Faculdade de Medicina de Botucatu, ao estudar as criangas atendidas no
servico com doencas respiratérias, era o de repassar o resultado do diagndstico
laboratorial o mais rapido possivel. Para isso, precisariamos usar técnicas rapidas
e sabidamente padronizadas no mercado. Desta maneira, a escolha da reacdo de
imunofluorescéncia, possibilitou o diagndstico em até 24 horas, o que permitiu
um feedback aos clinicos responsaveis pelo acompanhamento dos casos. A
imunofluorescéncia tem essa vantagem na rapidez do diagndstico, porém
necessita uma equipe bem treinada para coleta, bem como experiéncia na
interpretacdo do resultado. Ainda em relagdo ao tempo, devemos destacar as
técnicas de biologia molecular e dentre elas aquelas que amplificam o 4cido

nucléico viral, que é o caso da reagio de PCR ¢ RT-PCR. E uma técnica muito

38



Discussao

sensivel e com resultados em tempo vidvel para auxiliar o médico em sua
conduta clinica (Sung RY et al., 2008).

Como esperado em uma populagdo pediatrica, o virus RSV foi o
mais encontrado, ou seja, em 60 amostras num um total de 68 amostras que
foram positivas para algum virus testado na imunofluorescéncia, valor proximo
ao encontrado em outros trabalhos (Pecchini R et al., 2008). RSV ¢ o principal
agente etioldgico causador de doenga respiratoria aguda em criangas menores de
1 ano de idade. Aos 2 anos de idade virtualmente 100% das criangas ja foram
infectadas e de 10 a 20% delas reinfectadas por esse virus (Calegari T et al.,
2005; Pecchini R et al., 2008). Em relagdo as faixas etarias encontradas nesse
trabalho, 95% das amostras positivas de RSV foram coletadas de criangas com
menos de 12 meses de idade.

O risco de adquirir-se RSV ¢ grandemente aumentado em gestagdes
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 had um influxo de
imunoglobulina G, via placenta, da mae para o feto, o que daria protecdo parcial
contra infec¢des, além de grande aumento do didmetro dos bronquiolos e
alvéolos (Riccetto AGL et al., 2006; Pecchini R et al., 2008).

Em infec¢des causadas por RSV, hd uma tendéncia de criancas 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 relag¢do aos pacientes femininos, porém essa
diferenca foi minima.

O RSV apresentou freqiiéncia bem distinta nos meses de maio a
julho, final do outono e inicio do inverno, coincidindo com o inicio da queda das
temperaturas. A distribuicdo dos casos de RSV ao longo do ano seguiu um
padrdo intermediario ao de outros trabalhos no Brasil encontrado no Rio de
Janeiro, onde a freqiiéncia ¢ maior nos meses de marco, abril e maio (D’Elia C et
al., 2005), e a regido sul do Brasil que apresenta padrdo semelhante ao de paises
de clima temperado, ou seja, freqii€éncia 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 minimas em julho.
Outras areas subtropicais apresentam esse mesmo padrdo (Bosso PAR et al.,
2004)

Hé muito tempo € notado que a freqiiéncia do RSV ¢ bem limitada
a cinco meses do ano, aparentemente relacionada a eventos climaticos. No norte
do pais, area de clima equatorial, a pluviometria tende a ser o determinante
climatico para o aumento da freqiiéncia de RSV. Em regides tropicais e
subtropicais as temperaturas parecem ser o principal determinante climatico
(Cintra OA et al., 2001; Vieira RA et al., 2001). Mas como o pico de freqiiéncia
de RSV ndo coincide com temperaturas mais baixas ou maxima ou minima
incidéncia de chuvas, prop0s-se que a polui¢cdo seria uma possivel determinante
(Viera RA et al., 2002). Virus respiratérios, em geral, sdo transmitidos via
goticulas de saliva contendo virus, entretanto o RSV necessita de contato direto
ou indiretos para contagio, assim o comportamento humano tem um importante
papel na sua transmissdo (Omer SB et al., 2008; Calegari T et al., 2005). Torna-
se dificil, entdo, determinar um fator que explicaria a sazonalidade do RSV, mais
plausivel 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 atipica queda de
temperatura no més de outubro resultando em um aumento no nimero de
amostras mas ndo de casos de RSV, o que implica dizer que héa outra varidvel
anual mais decisiva na incidéncia do RSV.

Em relag¢do aos sintomas mais encontrados nas criangas estudadas
com deteccdo 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 infeccdes de
RSV. Ja esta bem estabelecido que criangas com grave bronquiolite tem uma
chance aumentada de desenvolver chiado recorrente pelo resto de sua vida. E
sabido que criangas com chiado possuem chance aumentada de desenvolver asma
pelo resto da vida e que infecg¢des respiratorias virais continuam a ser a principal
causa de chiado agudo na infancia, além de colaborar para metade ou mais das

hospitaliza¢des por asma (Oh JW et al., 2006). Infec¢des virais podem induzir a
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sintese de muitos fatores reguladores das vias aéreas e¢ do desenvolvimento
alveolar e assim remodelar as vias aéreas. Possivelmente a resposta inflamatoria
aguda junto ao esforco de reparar o dano viral ao tecido pulmonar parecem ter
conseqiiéncias a longo prazo na fun¢do pulmonar. A infancia € caracterizada por
multiplicagdo alveolar e remodelagdo das vias adreas 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 ja obtidos pela técnica de imunofluorescéncia indireta, para medir
essa semelhangca foi usado o teste estatistico “k” de Cohen Kappa. Foi
encontrado um indice k¥ de 0,82, entre o0 PCR e a imunofluorescéncia indireta
para RSV, o que significa 6tima concordancia entre os dois métodos. Trabalhos
semelhantes obtiveram indice k de 0,85 (Vaz-de-lima et al, 2008) ou
concordancia perfeita entre os dois métodos (Bosso et al, 2004). Presume-se que
amostras positivas em PCR e negativas para imunofluorescéncia o sejam devido
a poucas células infectadas, mas ainda dentro do limiar de detec¢do para PCR. E
que amostras negativas para PCR e positivas para imunofluorescéncia o sejam
por possiveis fatores inibitorias na reagdo de PCR.

As infecgdes 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 ja encontrado em outros
trabalhos (2,2% a 41%) (Stockton J et. al., 2002; Mahalingam S et al., 2006). Em
relacdo as freqiiéncias de hMPV, normalmente se encontra distribui¢do 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, ndo raro, encontra-se grande variacdo de um ano para outro,
como Falsey et al., em 2003 encontrou variagdo de 1,5% a 7% em anos
consecutivos, ou Maggi F et al.,, em 2003 com 7%, 3% e 13% em trés anos

consecutivos.
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As faixas etarias dos casos de hMPV foram maiores que as
encontradas nos casos de RSV, ndo 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 criangas com RSV, os parametros tosse, peito
cheio e falta de ar foram os mais encontrados em criangas com hMPV esses trés
parametros também foram os mais comuns.

Quanto a sua distribui¢do, encontramos uma maior incidéncia nos
periodos mais frios do ano, um pouco apds o pico de RSV e com alguma
incidéncia na primavera, o que estd de acordo com a literatura, porém o hMPV
apresenta uma distribuicdo 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 periodo maio-agosto, enquanto que para HMPV, 31,57% das amostras
ndo foram do periodo maio-agosto.

Outros virus, como influenza, parainfluenza e adenovirus,
apresentaram freqiiéncia 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
virus pesquisado.

Infecgdes respiratdrias agudas (IRAs) causadas por diferentes virus
podem requerer diferentes medidas de controle e tratamento, ¢ ainda ndo ¢
possivel se distinguir apenas por parametros clinicos (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 infec¢do inicial como sua difusdo se
da em células epiteliais respiratdrias, assim como no RSV. Como o hMPV
apresenta uma distribuicdo sazonal sobreposta a do RSV, isso potencialmente
resulta em coinfecgdes. Em relagdo a sua freqiiéncia, ha 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 consideravel.

Ainda assim o papel do hMPV como coinfectante ndo esta claro.
Numerosos trabalhos tratam desse assunto, porém sem um consenso. Ha
trabalhos que sugerem que essas coinfeccdes sd@o mais graves que infeccdes
causadas somente por RSV. Greensil et al, em 2003, encontrou, em seu estudo,
que 70% das criangas, com RSV que recebiam auxilio respiratdrio, estavam
também com o virus hMPV, sugerindo que a coinfec¢do poderia agravar os casos
de infecgdes respiratdrias agudas. Semple et al., em 2005 observou que
coinfec¢des aumentavam em dez vezes o risco relativo de admissdo em UTIs
pediatricas para ventilagdo mecanica. Outros trabalhos suportam essa hipotese
(Vicente D et al., 2003; Esper F et al., 2004; Viazov S et al., 2003; Konig B et
al., 2004; Papadopoulos NG et al., 2002;). Contrastando com essa idéia, outros
trabalhos ndo encontraram relagdo entre coinfeccdo e aumento da gravidade da
doenca (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 coinfecgdes, 5 (38,46%) necessitaram de auxilio respiratorio, contra
21 (45,65%) de RSV e 7 (77,77%) de hMPV indicando que coinfec¢do ndo
necessariamente resulta em maior gravidade dos casos. Das duas mais graves
caracteristicas clinicas consideradas, apnéia foi mais encontrada em casos de
coinfec¢des (38,46% dos casos) e obstrugdo do trato respiratorio foi mais
encontrado nos casos de RSV (78,26%), valor um pouco acima dos de outros
trabalhos.

Também ja foi reportado que coinfec¢des de RSV, hMPV e/ou
rinovirus conferem um aumento de 5 a 10 vezes a gravidade da doenca de
criangas admitidas em UTIs. Mas ha também outros trabalhos em que a
coinfec¢do de dois virus ndo aumenta significativamente a gravidade da doenca
(Pierangeli A et al., 2007). Em um trabalho de 2007 foi demonstrado que uma
infeccdo de hMPV na infincia 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 ha oito anos e
relacionado ao metapneumovirus avidrio tipo C e em menor grau ao RSV (van
den Hoogen BG et al., 2001). Desde entdo centenas de trabalhos foram
publicados com esse virus, usando uma grande diversidade de metodologias,
tornando dificil determinar a real freqiiéncia das infeccdes de hMPV bem como
sua importancia médica em relacdo aos outros virus respiratorios. A maioria dos
estudos ¢ realizada em criangas 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 virus, ignorando a possibilidade de
coinfec¢des, no entanto ¢ sabido que se for realizado todos os testes de
diagndsticos para uma amostra de uma pessoa com doenca respiratoria, o
resultado serd negativo para metade dos casos, ndo por ndo haver agente
etioldgico, e sim por haver um ainda ndo conhecido. Assim alguns trabalhos
foram realizados estudando-se amostras estocadas e negativas para outros virus
testados, o que, por excluir as positivas para outros virus, tende a subestimar sua
freqiiéncia. (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 comparacdo dos trabalhos ¢ em relagdo a idade das criangas
estudadas. O hMPV tem sido encontrado em criancas de todas as idades, no
entanto, com uma freqiiéncia maior em criangas de até um ano de idade. Ha
trabalhos que incluem criangas menores de dois a trés 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 crian¢as menores de 5 anos (Esper F et
al., 2003, Esper F et al., 2004; Galiano M et al., 2004), e outros criangas 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 diferengas nas freqiiéncias encontradas
em um ano a outro como ja 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
parametro que causa confusdo refere ao periodo de estudo. O hMPV, do ponto de

vista epidemiologico, apresenta uma freqiiéncia 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 freqiiéncia do virus, nesse trabalho encontrou-se 83,4% das
amostras positivas de RSV no periodo maio-agosto e 68,4 das amostras de hMPV
no mesmo periodo, essa diferenga junto as variagdes de sazonalidade inerentes ao
virus podem facilmente subestimar sua importancia medica. A maioria dos
trabalhos com virus respiratorios em criangcas ndo € realizado para estudar
infeccoes leves ou assintomaticas. Entretanto os trabalhos que estudaram essas
infeccdes sugerem que, em tais casos, infeccdes por hMPV sdo muito raras em
criancas jovens (Van den Hoogen BG et al., 2001; Van den Hoogen BG et al.,
2003; Willians J et al., 2004).

Considerando-se que ndo ¢ possivel diferenciar uma infeccdo
causada por um microorganismo ou outro, at¢ mesmo diferenciar entre infec¢do
bacteriana ou viral, somente pelas manifestagdes clinicas (D’Elia C et al., 2005),
o uso de métodos de diagnodstico laboratoriais tornam-se fundamentais trazendo
inimeras vantagens.Dentre esstas temos: o auxilio no prognostico, ou seja,
prever de acordo com os agentes etiologicos o tempo de hospitalizagdo. Outra
vantagem seria a do controle de infecgdes nosocomiais. Finalmente, devemos
citar o uso eficiente de antibidticos (Templeton KE et al., 2007), onde na pratica
diaria dos hospitais que ndo tem um diagndstico de virus de rotina implantado, ¢
comum a administra¢do de antiboticos mesmo em infec¢des onde a principal
etiologia ¢ viral. Além disso, devemos citar a expectativa por parte do paciente
em receber um medicamento para controlar rapidamente a sua doenca e a
conseqiiente pressdo sobre os médicos para receita-lo, muitas vezes notado como
uma estratégia defensiva por parte dos médicos por ndo poderem confirmar de
modo correto a real etiologia da infec¢@o respiratéria (File TM et al., 2002). O
desenvolvimento de técnicas de amplificacdo de acido nucléico, possibilitou
diagnoésticos mais rapidos, sensiveis e especificos permitindo um rapido retorno
de informacgdes aos médicos. Nao menos importante, o fendmeno de resisténcia
antimicrobiana ¢ mundial e cada vez mais sério (WHO, 2009), sendo que um
maior uso de diagndsticos rapidos e também de drogas antivirais, por si s, tende

a fomentar o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e drogas
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antivirais. Em conjunto esses resultados auxiliam no entendimento da
importancia desses patdgenos, o que ¢ importante no planejamento de politicas

de promogdo a saude e vacinagao.
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6. Conclusoes

Com base na populacdo estudada concluimos que:

Pela reacdo de imunofluorescéncia indireta, o RSV foi o virus mais
freqlientemente encontrado, seguido em ordem decrescente pelos virus da
Parainfluenza 3, Influenza A, Adenovirus, Parainfluenza 1, Parainfluenza 2 e
Influenza B.

Pela reacdo de PCR o virus RSV foi o virus mais frequentemente
detectado, seguido do hMPV.

O pico de detec¢do do virus RSV pela reagdo de
imunofluorescéncia e PCR ocorreu nos meses de maio e junho.

O pico de deteccdo do hMPV pela reagcdo de PCR ocorreu nos
meses de maio e junho.

A faixa etdria mais acometida pelas infec¢des pelo RSV e hMPV

no periodo estudado foi entre 0 e 6 meses.
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS INFORMADO

PESQUISA DE V[Rus RESPIRATORIOS, COM ENFASE PARA O ViRUS RESPIRATORIO SINCICIAL (RSV) E
METAPNEUMOVIRUS HUMANO EM CRIANGAS ATENDIDAS NO HOSPITAL DAS CLiNICAS DA FMB, UNESP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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respiratoria nas criangas, as vezes tdo grave que precisam ser internadas, receber oxigénio ou
outro tipo de assisténcia respiratoria e até podem necessitar de UTI.
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que o tratamento é diferente. Para diferenciar estes 2 micrébios alguns exames ajudam, como o
R-X de térax e 0 exame de sangue.

Dentre os virus mais freqlientes em criangas pequenas temos o virus sincicial respiratério e
0 metapneumovirus humano.

Neste estudo queremos saber se estes dois virus podem ser encontrado com freqiiéncia
nas criangas menores de 5 anos de idade atendidas em nosso Hospital com problemas
respiratérios.

Para pesquisar se a crianga tem o virus colheremos a secre¢céo de nasofaringe através de
aspiragao e "swab" de nariz, para fazer a pesquisa do virus. Ressaltamos nao haver nenhum risco
envolvido neste procedimento. O material coletado sera estocado em freezer e podera ser usado
em estudos posteriores para a pesquisa de outros agentes virais envolvidos em quadros clinicos
respiratorios.

Estou ciente de que se meu filho(a) ndo participar deste estudo ele(a) recebera toda
assistémcia que for necessaria para seu tratamento e caso eu consinta com a participacao
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Anexo 2

PROJETO DIVERSIDADE GENETICA VIRAL — VIRUS RESPIRATORIOS
PROTOCOLO CLINICO — COMUNIDADE/AMBULATORIO

Nome do paciente:

Data do atendimento: / / NUmero do caso:

Numero Registro Hospitalar: Hospital:

Nome da mae ou responsavel:

Data de nascimento: / / Sexo: ( )F ( )M Raga: ()B()N() A () Outras
EXAME FiSICO
Peso tempo de
Estatura Historia clinica: duragdo
EGeral (OBEG ()REG ()MEG (horas/dias)
febre ()5 ()N T.max= Tosse ()s()n
sibilos (OS(ON Coriza()s()n
Roncos (OS5()N Espirros ()s () n
Dispnela (O)O50ON Febre ()s () n Tmax=
Cianose OS5SON Chiado no peito () s
Tiragens O50)N ()n
Bat. asas de nariz O5S()N Peito cheio ()s () n
Apnéia ()5S(ON Faltadear ()s()n
Freq. respiratoria Apnéia()s()n
Freq. cardiaca Obstrugdo nasal () s
Saturacdo de 02 ()n
Otoscopia
alterada OSON .
Outras queixas:
Orofaringe ()5ON
alterada

Outros achados:
Antecedentes Pessoais:
() asma () rinite ( ) eczema () DRGE () cardiopatia ( ) neuropatia ( ) prematuridade

() 02 neonatal ( ) BDP () F.Cistica ( ) HIV () outras imunodeficiéncias ( ) tuberculose
() outros () episddios prévios de chiado

Idade do desmame: .

Antecedentes Familiares:

() asma () rinite ( ) tuberculose (com contato) ( ) dermatite () fumo passivo
DIAGNOSTICO:

CONDUTA MEDICA:
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Projeto Diversidade Genética - Virus Respiratorios

PROTOCOLO CLINICO - HOSPITAL

Nome do pacinemte:

Data do atendimento:

Numero Registro Hospitalar:

Nome da méae ou responsavel:

Numero do caso:

Data de nascimento:  /

Raca: () B()N () A () Outra

- Sexo: ()F()M

HISTORIA CLINICA

TEMPO DE
DURAGAO
(horas/dias)

Tosse ()S ()N

Coriza( )S ()N

Espirros( )S () N

Febre ()S ()N

Chiadonopeito( )S () N

Peitocheio( )S ( ) N

Faltadear( )S () N

Apnéia( )S () N

Obstrugao 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. Respiratoria

Freq. Cardiaca

Saturacao de 02

Otoscopia alterada ()N
Orofaringe alterada ()N

Outras queixas:

Idade do desmame:

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

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

Qual o grau de parentesco?

DIAGNOSTICO ATUAL:

Observacoes:
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