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RESUMO

As infecgdes respiratérias agudas sdo as principais causas de visitas a consultérios
medicos e respondem por altos indices de morbidade em criangas de 0-5 anos de idade
em todo mundo. No Brasil, ainda hd poucos estudos sobre a circulagdo de virus
respiratorios e, no Tridngulo Mineiro, ndo havia informag@o a esse respeito. Espécimes
de nasofaringe foram coletados de 148 criangas com infecgdo respiratéria aguda, de
janeiro a dezembro de 2001, atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia, para detecgdo rapida de virus respiratério sincicial (VRS), influenzavirus
A e B, parainfluenzavirus 1, 2 e 3, e adenovirus, pela reagdo de imunofluorescéncia
indireta (IFI). Detectou-se 43,2% (64/148) de positividade para virus respiratérios. O
VRS foi responsavel por 22,3% (33/148) dos casos investigados, o influenza tipo A por
3,4% (5/148), os parainfluenza 12,2% (18/ 148) e o adenovirus 5,4% (8/148). Dentre os
virus respiratérios, o VRS apresentou uma incidéncia de 51,6% (33/64), sendo que 60%
(15/25) das criangas apresentavam de 0-2 anos de idade. O fato de 48,0% das amostras
clinicas terem sido negativas pela IFI sugere a possibilidade de circulagdo de outros
virus como o0s rinovirus e coronavirus, enquanto que os 8,8% de resultados
inconclusivos poderiam indicar falhas técnicas durante a coleta e/ou o processamento
dos espécimes. A circulagdo do VRS foi detectada entre os meses de fevereiro e agosto,
com maior incidéncia em maio. Esta foi a primeira investigagdo sobre a circulacdo de
virus respiratérios no Triéingulo Mineiro e nossos resultados mostraram que o VRS foi o
principal agente causador de doenga respiratéria aguda em criangas de 0-2 anos de

idade.



1- INTRODUCAO

As infecgdes agudas do trato respiratdrio sdo as causas mais comuns de doengas
em humanos, principalmente em recém-nascidos, criancas de até cinco anos de idade e
idosos, sendo que a maioria dessas infec¢des é causada por virus (Denny, 1995).
Geralmente esses virus apresentam uma sazonalidade e a doenga grave pode estar
associada a fatores de risco como a idade em que o individuo adquire a infecgao,
aglomeramento humano, sexo masculino, poluigdo, desordens genéticas e/ou
imunoldgicas e ma-nutri¢do (Denny, 1987; Denny, 1995). Apesar de a maioria dessas
infecgdes ndo ser complicada e de ndo requerer a atencdo médica, as doengas
respiratdrias sdo a causa mais comum de visitas a consultérios médicos (Kendal et al.,
1982).

Em paises desenvolvidos, as infecgdes do trato respiratério superior e inferior
sdo as principais causas de falta ao trabalho e a escola, entretanto, respondem por
pequenos indices de mortalidade. J& em paises em desenvolvimento, as infec¢des
respiratorias sdo a principal causa de morbidade e de mortalidade em criangas menores
de cinco anos de idade (Avila et al., 1989; Denny, 1995; Meqgdam et al. 2000).

Os principais virus causadores de infecgdes agudas do trato respiratério sdo o
virus respiratdrio sincicial (VRS), influenzavirus, parainfluenzavirus, adenovirus e
rinovirus, sendo que o VRS é o principal agente causador de doenga grave em
neonatos e lactentes, produzindo anualmente surtos epidémicos de bronquiolites e
pneumonias em todo o mundo (Glezen et al., 1971; Brandt et al., 1973; Parrot et al.,
1974; Glezen et al., 1977; Henderson et al., 1979). Entretanto, os componentes da

resposta imune que levam a protegdo ou doenga n3o sdo bem compreendidos o que



dificulta o desenvolvimento de uma vacina (Anderson & Heilman, 1995; Kimpen,
1996).

O influenza ocorre em ondas sucessivas de infec¢do, com incidéncia maxima
durante o inverno (PHA/WHO/CAC, 1997), causando epidemias com altos niveis de
morbidade e mortalidade no mundo (Oxford, 2000). Esporadicamente, ha rearranjo
genético do influenzavirus, do subgrupo A, no hospedeiro, que resulta em um novo
sub-tipo causador de pandemias (Oxford, 2000).

O espectro das doengas ocasionadas pelo virus parainfluenza varia de acordo
com a idade do individuo e com o sorotipo do virus. Casos de pneumonia e de
bronquiolite sdo associados com infecgdes respiratérias pelos parainfluenzavirus tipo
1,2 e 3, com maior incidéncia em criangas menores de 6 anos de idade (Kendal et al.,
1982).

Os adenovirus, apesar de causar sindrome respiratéria de febre aguda, ndo sio
considerados como agentes etioldgicos do resfriado comum. As infec¢des por
adenovirus ocorrem em todas as faixas etdrias e estagbes do ano, sendo também mais
comum em criangas com menos de 5 anos de idade (Shenk, 1995), ocasionando
quadros de febre faringoconjunctival e conjuntivite (Kendal et al., 1982). J4 a infecgdo
pelos rinovirus causa resfriado comum, mas pode ser responsavel por quadros de
pneumonia e bronquiolite em criangas com displasia broncopulmonar (Chidekel et
al.,1997).

Métodos répidos de diagnéstico viral sio essenciais como indicativo para uma
conduta clinica em relago a alguns grupos de pacientes de risco para doenga grave e
de maior morbimortalidade. Por esse motivo, € importante estabelecer o diagndstico de
qual agente viral estd causando a infecgdo, uma vez que as infecges respiratdrias
agudas, no estagio inicial, s3o clinicamente semelhantes entre si (Denny, 1995). Em
adi¢o, apesar de a investigagdo laboratorial desses virus em espécimes de nasofaringe
estar se tornando uma pratica desde a tltima década (Déller & Schuy, 1993), no Brasil
ha poucos estudos relativos as infecgdes respiratérias agudas (Nascimento et al., 1991;

Miyao et al., 1999). Especificamente, no Tridngulo Mineiro, ndo havia dados sobre a

incidéncia das infec¢es respiratorias por virus.



2 - OBJETIVOS

» Implantar a reagdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) para detecgdo rapida de
sete virus respiratdrios (virus respiratdrio sincicial —VRS, influenzavirus A e B,
parainfluenzavirus 1 2 e 3 e adenovirus) no Laboratério de Virologia do
ICBIM-UFU (Uberlandia, MG).

» Detectar pela reagdo de imunofluorescéncia indireta, virus respiratérios em
secregdes respiratdrias de criangas de 0-5 anos de idade de regides do Tridngulo

Mineiro.

» Obter dados sobre a circulagdo desses virus respiratérios no ano de 2001.



2- MATERIAL E METODOS

De janeiro a dezembro de 2001, secre¢des de nasofaringe foram coletadas de
148 criangas de 0-5 anos de idade com infec¢do respiratoria aguda, atendidas no
Pronto Atendimento Pediatrico (PAP), Pronto Socorro (PS) e Unidade de Terapia
Intensiva Pediatrica (UTI) do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), ap6s consentimento expresso dos pais (anexo 1). O projeto teve
parecer favoravel da Comissdo de Etica da Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacio
da UFU.

A coleta da secregdo foi realizada conforme descrito por Hein (1997), com
modifica¢des. Resumidamente, apés instilagdo de 1 mL de solugdo de Ringer-Lactato
estéril em uma das narinas, aspirou-se a secrecdo da nasofaringe com sonda n° 4,
enquanto que a secrecdo da outra narina foi coletada com “swab”. Esse “swab” foi
transferido para um frasco contendo 2 mL de salina fosfatada tamponada estéril (PBS,
pH 7,2) . Os espécimes foram transportados em gelo para o Laboratério de Virologia e
processados em um tempo méximo de 4h apés a coleta. O Laboratério de Virologia
est4 situado na Area de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia (AIMP) do Instituto
de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de Uberlindia (UFU).

As amostras das secregdes foram processadas conforme previamente descrito
(Queirdz, 1999; Vieira et al., 2001), com modificagdes. Resumidamente, o aspirado da
nasofaringe e o contetido proveniente do “swab” foram misturados, utilizando-se de
uma pipeta para quebrar o muco. Dessa secrecdo “in-natura” foram retiradas 3

aliquotas de 300ul e armazenadas imediatamente no nitrogénio liquido para outros



estudos. O restante da amostra clinica foi colocado em um tubo de 15 mL e, em
seguida, centrifugado por 10 minutos a 4OC/350xg.

Um volume de 10 mL de PBS foi acrescentado ao restante da amostra e uma
nova centrifugacio foi procedida. Apds o descarte do sobrenadante, o sedimento foi
novamente lavado com PBS para retirar o excesso de muco. Apos as centrifugagdes, o
sobrenadante foi decantado e o “pellet” ressuspenso em 200ul de PBS, sendo que 20
pl desse sedimento colocado em cada orificio dos anéis delimitados por teflon de duas
laminas — uma para triagem e a outra para identificagdo do virus especifico. Estas,
foram armazenadas no freezer —20°C até a realizagdo da técnica de imunofluorescéncia
indireta, mediante a utilizagio de um kit comercial do Respiratory Panel I Viral
Screning and Identification by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) Kit
(Chemicon International Inc., Temecula, CA).

Para a triagem de virus respiratérios adicionou-se & amostra clinica uma mistura
de 7 anticorpos monoclonais (MAbs) anti-virus respiratérios (virus respiratdrio
sincicial — VRS, influenza A e B, parainfluenza 1, 2 e 3 e, adenovirus). Para controle
negativo utilizou-se soro normal de camundongo. A lamina foi incubada em cAmara
Umida na estufa a 37°C por 30 minutos e lavada com PBS por 10 minutos. Em
seguida, foi adicionado o conjugado anti-IgG de camundongo marcado com
isotiocianato de fluoresceina. Apos outra incubagfo, a lamina foi lavada novamente
com PBS e montada com glicerina tamponada e laminula, para ser observada ao
microscopio de imunofluorescéncia.

Para os resultados positivos na triagem, fez-se a identificagdo do virus
especifico utilizando-se de MAbs individuais. O espécime foi considerado positivo
quando 3 ou mais células apresentaram fluorescéncia especifica, negativo quando
nenhuma fluorescéncia especifica foi observada em um campo com numero maior ou
igual a 20 células epiteliais (anexo 2) e inconclusivo quando o numero de células
epiteliais foi menor do que 20 - objetiva de 10X.

Amostras de sangue venoso total e de sangue com anti-coagulante (EDTA)
foram coletadas, processadas e armazenadas para pesquisas de anticorpos e de
citocinas em futuros estudos.

Foi feita uma anélise descritiva dos resultados.



Em termos do diagnéstico clinico, utilizou-se neste estudo as seguintes defini¢cdes:

Infecgdes do trato respiratério superior sdo aquelas que acometem nariz, naso e
orofaringe e compreendem o resfriado comum e as amigdalofaringites. O resfriado
comum € caracterizado por febre, coriza, congestdo nasal, tosse discreta e
“desconforto” na garganta. J4 as amigdalofaringites caracterizam-se por febre e dor

de garganta.

Infecgbes do trato respiratorio inferior sdo aquelas que acometem estruturas abaixo
da laringe, incluindo: laringotraqueobronquite (crupe), bronquite aguda,
bronquiolite aguda, pneumonia. A laringotraqueobronquite caracteriza-se por
ronquiddo, tosse ladrante, taquidispnéia e estridor inspiratério. A bronquite aguda
por tosse intensa, seca ou imida e roncos e creptagdes a ausculta. A bronquiolite
aguda caracteriza-se por taquidispnéia com tiragens e sibilos em menores de 2
anos, € a pneumonia por tosse, taquipnéia, com ou sem dispnéia e raio-X com

infiltrado inflamatério alveolar, intersticial ou misto.



3- RESULTADOS

Na tabela 1 observa-se a distribuicdo quanto & faixa etdria dos resultados para
virus respiratdrios, em secre¢des de criangas de 0-5 anos de idade, pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta (IFI), no periodo de janeiro a dezembro de 2001 . Do total
de 148 amostras clinicas investigadas, observou-se uma incidéncia de 43,2% (64/148)
de positividade para virus respiratorios, sendo 22,3% (33/ 148) para o virus respiratério
sincicial, 3,4% (5/148) para os influenzavirus tipo A, 12,2% (18/148) para os
parainfluenzavirus e 5,4% (8/148) para os adenovirus. Dentre os virus respiratorios

detectados, o VRS apresentou uma incidéncia de 51,6% (33/64) (figura 1).

Tabela 1. Distribuicio quanto a faixa etaria dos resultados para virus
respiratorios, em secrecio de nasofaringe de pacientes de 0-5 anos de idade, de

regides do Tridngulo Mineiro, no periodo de janeiro a dezembro de 2001.

Hade* VRS 1A PR Negativo  Tofal

0-6 8 1 2 - 2 22 35
6-12 7 - 5 5 < 19 40
12-24 10 -+ 5 . - 12 27
> 24 8 - 6 1 3 18 36
Total 33 5 18 8 13 71 148

*idade em meses. VRS — virus respiratério sincicial; IA — influenza A; P1 — parainfluenza 1; P2 - parainfluenza

2; P3 - parainfluenza 3; Ad — adenovirus; Inc. — inconclusivo.



Figura 1 - Percentual de positividade para virus respiratorios pela rea¢ao
de imunofluorescéncia indireta em secrecao de nasofaringe de pacientes de 0-5

anos de idade, de regides do Tridngulo Mineiro.

Ad
13%
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51%

P1+P2+P3
28%
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VRS — virus respiratério sincicial; IA — influenza A; P1 — parainfluenza 1; P2 -

parainfluenza 2; P3 - parainfluenza 3; Ad — adenovirus,

A tabela 2 mostra o percentual de virus respiratérios em criangas do sexo
masculino, quanto a faixa etaria. A infeccdo aguda pelo VRS foi mais elevada em

criangas do sexo masculino de 0-6 meses de idade (87,5%).

Tabela 2. Percentagem de virus respiratdrios em criancas de 0-5 anos de idade,

do sexo masculino, de regides do Triangulo Mineiro.

VRS 1A P1+P2+P3 Ad Total
Idade*
M/N (%) M/N (%) M/N (%) M/N (%) M/N (%)
0-6 78 (@815 11 (100,0) 272 (100,0) g - 10/11  (90,9)
612 37 (428 - - 4/5 (80,0) 15 Q08 817 (47,0)

1224 510 (50,0) 2/4 (500) 2/5 (40,00 12 (50,0) 11/21 (52,4)

=24 38 G155 - - 4/6 (66,7) 1/1  (100,0) 8/15 (53,3)

Total 18/33 (54,5) 3/5 (60,0) 12/18 (66,7) o8 B15) 318 (1D

*idade em meses; VRS — virus respiratdrio sincicial; IA — influenza A; P1 — parainfluenza 1; P2 - parainfluenza

2; P3 - parainfluenza 3; Ad — adenovirus.



Referente a distribuigio mensal de virus respiratérios, o VRS foi detectado no
periodo de fevereiro, com maior incidéncia no més de maio. J4 os parainfluenza e
influenzavirus foram detectados no més de marco, com um pequeno pico no més de
maio. Os parainfluenzavirus apresentaram também um pequeno pico de setembro a

outubro. Por outro lado, os adenovirus foram detectados no més de junho (figura 2).

Figura 2- Distribui¢io mensal de virus respiratorios em criancas de 0-5
anos de idade de regides do Tridngulo Mineiro, no periodo de janeiro a dezembro
de 2001.
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VRS — virus respiratério sincicial; IA — influenza A; P1 — parainfluenza 1; P2 - parainfluenza 2; P3

- parainfluenza 3; Ad — adenovirus.
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Quanto aos locais de coleta, o maior numero de casos positivos para virus
respiratorios, em criangas de 0-6 meses de idade, foi procedente do Pronto Socorro
(8/11). Ja as coletas de amostras clinicas das demais faixas etarias tiveram

procedéncia maior do Pronto Atendimento Pediatrico (43/53) (figura 3).

Figura 3 - Numero de amostras clinicas positivas para virus respiratérios em
secreciio de nasofaringe de crian¢as de 0-5 anos de idade, conforme

procedéncia e faixa etaria.

B PAP

6-12 12-24 >24

PAP — pronto atendimento pediétrico; PS — pronto socorro; UTI — unidade de tratamento intensivo



Um percentual de 84,8%(28/33) das criangas hospitalizadas com infecgéo
pelo VRS, apresentaram doenga do trato respiratério inferior (DTRI), sendo que
uma apresentou diagnostico misto de laringotraqueobronquite. Do total de casos

com DTRI, 57,6% (19/33) ocorreu em criangas menores de um ano de idade

(Tabela 3).

Tabela 3- Diagnoéstico clinico dos 33 casos positivos para o VRS em criangas

de 0-5 anos de idade, de regides do Tridngulo Mineiro.

Idade * Bronq Bronquiol Pneumo TB Resfriado Mista Total
<6 - 6 1 1 - . 8
6-12 1 2 - 2 2 - 7
12-24 1 - - 7 1 1 10
>24 1 - 1 4 2 - 8
Total 3 8 2 14 5 1 33

*Idade em meses, bronq: bronquite, bronquiol: bronquiolite, pneumo: pnemonia, TB: traqueobronquite,

Mista: dois diferentes diagnosticos clinicos: larigotraqueobronquite.

Na tabela 4 observa-se os diagnosticos clinicos causados por outros virus
respiratérios, exceto o VRS, de acordo com a faixa etdria dos pacientes. Dos 27
casos positivos, 21 (67,7%) tiveram DTRI, dois tiveram gripe, trés resfriado e um
apresentava infecgdo das vias aéreas superiores (IVAS). Para quatro casos ndo se
obteve a informagdo do diagndstico clinico dos pacientes. Das criangas menores

de seis meses de idade, 66,7% (6/9) apresentaram diagnostico de bronquiolite.
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Tabela 4- Diagnostico clinico dos outros 27 casos positivos para virus
respiratorios de criangas de 0-5 anos de idade, de regides do Triangulo

Mineiro

Idade * Bronq Bronquiol Pneumo TB  Gripe Resf. Mista IVAS Total

<6 : 1 1 1 : - 3 s 3
6-12 3 ’ ¢ 2 1 2 - 1 9
12-24 2 1 1 5 1 . 1 - 11
> 24 . - ; 3 : 1 : : 4
Total 5 2 2 11 2 3 1 1 27

*Idade em meses, bronq: bronquite, bronquiol: bronquiolite, pneumo: pneumonia, TB:
traqueobronquite,Resf.: resfriado, Mista: dois diferentes diagnésticos clinicos (laringotraqueide), IVAS:

infecgdo das vias aéreas superiores
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4- DISCUSSAO

Dentre os virus respiratorios, o VRS foi o que apresentou maior incidéncia,
principalmente em criangas menores de seis meses de idade. Esse resultado esta de
acordo com outros estudos onde esse virus é considerado o principal agente
etiolégico em quadros clinicos de doenca do trato respiratorio inferior (DTRI),
como bronquiolite. (Ong et al., 1982; Bedoya et al., 1996; Jeng et al., 1997; Miyao
et al., 1999; Queiréz et al., 2002). A detecgdo dos parainfluenzavirus em criangas
de todas as idades investigadas foi concordante com as informagdes referidas por
Drew (1990a).

A detecgdo dos adenovirus e influenzavirus em percentuais menores,
quando comparados com o VRS e os parainfluenzavirus, também esta de acordo
com outros estudos (Hemming, 1994; Schutze et al., 1994).

A observagdo de que a infec¢do aguda pelo VRS, em criangas menores de
seis meses de idade, foi mais elevada no grupo de criangas do sexo masculino em
comparagdo as do sexo feminino, estd de acordo com os achados em investigacdes
semelhantes (Parrot et al., 1973; Lamprecht et al., 1976; Holberg et al., 1991;
Nascimento et al., 1991; Zelaya et al., 1994; Denny, 1995; Queiréz et al., 2002).
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Segundo Parrot et al. (1973) a doenga do trato respiratério inferior (DTRI) € 30%
mais grave em individuos do sexo masculino do que do sexo feminino.

A detecgdo do pico de circulagdo do VRS no més de maio sugere que esse
virus apresenta uma sazonalidade semelhante a de outras regides do Sudeste
(Queirdz, 1999).  Uma investigagdo realizada na cidade do Rio de Janeiro
mostrou que o pico epidémico ocorreu no outono — mar¢o a maio (Nascimento et
al., 1991). Na capital de Sdo Paulo, investigagdes de quatro anos consecutivos
mostraram que a circulagdo do VRS ocorreu nas estagdes de outono e inverno,
com picos epidémicos entre os meses de maio e Jjunho (Queirdz, 1995; Botoso et
al., 1996; Takahashi et al., 1998).

A ocorréncia dos influenzavirus durante o outono e inicio do inverno foi
concordante com Drew, 1990a. Também foi concordante com outros estudos
(Olaleye et al., 1992; Drew, 1990b) a circulagdo dos parainfluenzavirus detectada
no outono e inverno. Entretanto, o nimero de amostras clinicas aqui investigadas
ainda € pequeno para obter conclusdes até porque, neste estudo, houve detecgio
dos parainfluenzavirus durante a primavera.

O fato de as amostras positivas para virus respiratérios, no geral, terem tido
maior procedéncia do Pronto Atendimento Pediatrico (PAP) pode ser devido a
conduta adotada pelo Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia,
em relagdo ao atendimento. O PAP ¢ uma unidade do hospital que atende criangas
de varias faixas etdrias em nivel de ambulatério. Logo, criangas com quadros
clinicos de infecgdo branda/moderada sdo atendidas/medicadas no proprio PAP.
No Pronto Socorro (PS) sdo atendidos casos moderados e graves. Em termos de
quadros clinicos de infec¢do grave, os pacientes sdo conduzidos para a internagéo
em leitos de rotina ou para a Unidade de Terapia Intensiva (UTI).

O fato de 48,0% das amostras clinicas terem sido negativas pela IFI sugere
a possibilidade de circulagdo de outros virus respiratérios como os rinovirus e os
coronavirus. Ja os 8,8% de resultados inconclusivos podem indicar falhas técnicas

durante a coleta /0 processamento dos espécimes.
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5- CONCLUSOES

e Pela primeira vez investigou-se a circulagdo de virus respiratérios em

amostras de criangas de 0-5 anos de idade de regides do Triangulo Mineiro.

e Os virus respiratérios foram detectados principalmente no outono e inicio

do inverno. Porém, os parainfluenzavirus foram detectados também na primavera.

® A traqueobronquite foi o diagnoOstico mais observado nos casos

investigados de infecg¢do respiratéria aguda (IRA).
* O VRS foi responsével por 81,8% (9/11) dos casos de bronquiolite.

® O VRS foi o principal agente causador de doenga respiratéria aguda em
criangas menores de 2 anos de idade. Essa observagdo sugere ser importante
realizar a caracterizagdo molecular dos subtipos virais circulantes em nosso meio,
assim como investigar uma correlagdo entre esses subtipos e aspectos da resposta

imune em cada paciente.
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Anexol

Detec¢ao rapida de virus respiratérios em amostras de criancas de 0-5 anos

de idade de regides do Tridngulo Mineiro, MG.

Local: Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Sr. Pais/ Responsaveis,

Solicitamos sua autoriza¢do para coleta de materia] — secre¢do das narinas
e/ou traqueobronquica e sangue de seu filho para pesquisar o agente viral
responsavel pela doenga respiratéria aguda que acomete criangas, principalmente
na idade até os cinco anos.

A detec¢do do agente viral que estd causando a infecgdo em seu filho
poderé auxiliar o médico a trata-lo e também fornecer informagdes cientificas a
respeito da circulagio dos principais virus respirat6rios em nossa regido.

Se a coleta deste material for do seu consentimento, favor assinar este
documento.

Uberlandia: o}

Nome do pai (mie) ou responsavel:

Assinatura:

Médicos colaboradores/responsaveis:
Profs. Drs. Orlando Cesar Mantese e Hélio Lopes da Silveira

Coordenadora do Projeto:

Prof. Dra. Divina A. O. Quieroz



Anexo 2

Reag¢do de imunofluorescéncia indireta (IFI) positiva pela triagem.

Reagdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) negativa pela triagem




