UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BloLOGICAS

Detecgao do virus respiratorio sincicial pelo isolamento em cultura de
células e por reacdo em cadeia da polimerase, em amostras clinicas

previamente triadas por imunofluorescéncia indireta

Claudio José de Carvalho

Monografia apresentada a Coordenagao do
Curso de Ciéncias Biologicas, da Universidade
Federal de Uberlandia, para a obtengé&o do grau

de Bacharel em Ciéncias Biolégicas

Uberlandia - MG
Julho — 2003



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Deteccio do virus respiratorio sincicial pelo isolamento em cultura de
células e por reagdao em cadeia da polimerase, em amostras clinicas

previamente triadas por imunofluorescéncia indireta

Claudio José de Carvalho

APROVADO PELA BANCA EXAMINADORA EMS30 107,03 Nota_J00, oo
CE M

M) Q\ o nQ R

Profa. Dra. Divrﬁ? A. O. Queiréz

Profa. Dra. Daise \Aparecida Rossi

AT (g }' M) WJJ
Prof. Lourengo Faria Costa

Uberlandia, 13 de_Atdeay bas  de 2003




Oferego

Aos meus pais Valdemar e Elza, gue

sempre estiveram ao ‘'meu lado”
durante minha graduagdo, qjudando-me
de todas as formas para gue esse sonho

pudesse ser realizado.

1l



1i1

Agradecimentos

Agradeco especialmente a minha orientadora, Profa. Dra. Divina Aparecida Oliveira
Queirdz, que me orientou em Iniciagdo & Pesquisa I e II, sendo de extrema

importdncia para a minha qualificagdo profissional e, também, pessoal.

A Thelma Fdtima Mattos Oliveira por ter me ensinado a técnica de isolamento em
cultura de células e pelo isolamento de dcidos nucléicos do virus respiratério
sincicial através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase - transcricdo
reversa.

A Renata Costa pela sua grande ajuda na manutencdo das células.

A Lysa Nepomuceno pela leitura das reacdes de imunofluorescéncia feitas a partir

da cultura de células.
Ao Lourengo Costa por sua ajuda na elaboragdo do projeto.

Ao Dr. Jonny Yokosawa pela grande contribuigdo que prestou ao Laboratério de

Virologia.

A Profa. Dra. Leonilda Stanziola pela sua contribuicdo na realizacdo das andlises

estatisticas.

Ao Laboratério de Imunologia que tem permitido a utilizagdo de equipamentos como

microscépio, freezer -70°C e outros.



v

A Profa. Dra. Daise Rossi, do Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada da
Faculdade de Medicina Veterindria / UFU, pelo empréstimo da mdquina de PCR,

otimizando a execucdo deste trabalho

Ao DEFIS/ICBIM e ao Laboratério de Genética Molecular/UFU pelo valioso
empréstimo de equipamentos sem os quais ndo teria sido possivel executar a parte

molecular deste estudo.

Aos demais membros do Laboratério de Virologia, Mdrcia Beatriz Cardoso de Paula,
Livia Rossi, Tatiany Calegari, Ana Cldudia Lima, Lucas Zimon, Renata Lemos e

Gabriela Dionisio.

Aos amigos, Janainy Martins, Libia Fonseca, Luciana Oliveira, Liliane Oliveira, enfim,

todos da 49° Turma de Biologia da UFU pelos 4 anos em que estivemos juntos.

Aos grandes amigos, que me ajudaram durante esta estadia em Uberlandia: Bruno
Soares, Clicia Lopes, Lilian Oliveira, Alfredo Berbel, Mdrcio Vieira, Andréa Bosso,
Thiago Dias, Leonardo Campos, William Costa, Gesilmar Borges e todos que

contribuiram para o meu crescimento pessoal.

Aos meus pais e irmdos Cleuza, Célia, Cleonice, Carlos, Cleide e Cldudia, pelo apoio e
pela ajuda nos momentos em que mais necessitei e também pela confianga e respeito

as minhas decisoes.

A Deus, pelo dom da vida.



Resumo

O virus respiratério sincicial (VRS) constitui a principal causa de surtos epidémicos
anuais de bronqueolite e pneumonia em neonatos e criangas jovens em todo o mundo.
O isolamento viral em cultura de células (CC) e a reagdo de cadeia da polimerase
(PCR) tém sido referidos como métodos importantes para o isolamento desse virus,
devido, respectivamente, a alta especificidade e sensibilidade dessas técnicas. O
objetivo deste estudo foi o isolamento do VRS utilizando os referidos métodos. Durante
os anos 2000-2002, aspirados de nasofaringe (NF) de 171 pacientes com doenca
respiratéria aguda, de 0-5 anos de idade, foram coletados no Hospital de Clinicas (HC-
UFU) em Uberlandia-MG e testados pela reagédo de imunofluorescéncia indireta (IFI).
Assim. 38 amostras positivas para o VRS pela IFl, armazenadas com meio de
congelamento em freezer —70°C, foram submetidas ao isolamento em cultura de células
HEp-2 e pelo método de RT-PCR. Dessas, 44,7% (17/38) foram isoladas em CC e
65,8% (25/38) pelo RT-PCR. A constatagéo de que em 13 amostras nao se conseguiu
isolar o VRS por nenhum dos dois métodos mencionados sugere que pode ter havido
resultados falso-positivos pela IFl e/ou o armazenamento das amostras com 0 meio de

congelamento ndo foi adequado.

Palavras Chaves: virus respiratério sincicial; cultura de células HEp-2; reacdo em
cadeia da polimerase — transcrigédo reversa (RT-PCR)
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1 - Introdugao

O virus respiratério sincicial (VRS) constitui a principal causa de infecgdes do
trato respiratorio inferior (TRI) em crian¢as lactentes, produzindo anualmente surtos
epidémicos de brongueolite € pneumonia, tanto em paises desenvolvidos quanto em
paises em desenvolvimento (HENDERSON et al., 1979; MIYAO et al, 1999;
SULLENDER, 2000: VIEIRA et al., 2001; QUEIROZ et al., 2002).

Quase todas as criancas tém a primeira infeccao pelo VRS nos primeiros dois
anos de vida (GLEZEN; DENNY, 1973), sendo que 0 pico de incidéncia ocorre nos
primeiros meses de vida (ANDERSON et al., 1990). Aproximadamente 40% das
criancas desenvolvem sintomas de envolvimento do TRI durante essa primeira
infeccdo (OTTOLINE; HEMMING, 1997). Apesar de as infeccOes serem comuns
durante toda a vida, a sintomatologia clinica em criangas mais velhas e adultos € de
natureza mais branda (MACDONALD et al., 1982; HALL et al., 1991).

Alguns grupos de pacientes apresentam risco de desenvolver doenga grave
do TRI. Estes incluem criangas menores de 6 meses de idade (GLEZEN et al.,
1981), a despeito da presenga de anticorpos maternos transferidos passivamente
(COLOCHO ZELAYA et al., 1994), individuos com displasia pulmonar (GROOTHUIS
et al., 1988) ou com doenca cardiaca (MACDONALD et al., 1982; SULLENDER,
2000), idosos (WALSH et al, 2001) e pacientes com outros estados de
imunodeficiéncia (HALL, et al., 1986; CHANDWANI et al, 1990), particularmente
aqueles que receberam transplante de medula 6ssea (CANE, 2001).

Uma investigacao realizada na cidade do Rio de Janeiro na década passada
mostrou que o pico epidémico do VRS ocorreu no outono (margo a maio)
(NASCIMENTO et al.,, 1991). Na cidade de Sao Paulo, investigagbes de 4 anos
consecutivos mostraram que a circulagdo do VRS ocorreu nas estacdes do outono e
inverno, com picos epidémicos entre 0s meses de maio e junho (MIYAO et al., 1999;

VIEIRA et al., 2001). Especificamente no Triangulo Mineiro, 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 (CARVALHO et al., 2002).

O VRS foi isolado pela primeira vez de chimpanzés com infeccao do trato
respiratorio superior, em 1954, e foi denominado agente da coriza do chimpanzé
(MORRIS et al., 1956). Subsegtentemente, Chanock et al. (1957) isolaram esse
virus de criangas com infec¢do do TRI, e o renomearam de virus respiratério sincicial
devido a capacidade desse virus de formar sincicio em cultura de células e pelo fato
de o virus ter sido recuperado de infecgdes do TRI de criangas.

O VRS € um membro da familia Paramyxoviridae, género Pneumovirus e
possui genoma do tipo RNA de fita simples linear com polaridade negativa. Qutros
membros do género Pneumovirus incluem o VRS bovino, caprino e ovino que estdo
relacionados ao VRS humano e ao virus da pneumonia de camundongos (CANE,
2001). Embora os humanos constituam o tnico reservatoério dos tipos do VRS que os
infectam, ainda nao se sabe onde as diferentes cepas do VRS residem apés os
surtos epidémicos, quando as infec¢des sao raras (OTTOLINE; HEMMING, 1997).

Analises de sequéncias de nucleotideos do VRS permitiram a identificacéo de
11 genes: NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2-ORF1, M2-ORF2 e L. Esses genes sao
transcritos sequencialmente em distintos RNAs mensageiros, e subseqgiientemente
traduzidos em 11 proteinas (DOMACHOWSKE; ROSEMBERG, 1999).

Baseado nessa sequéncia de nucleotideos foi demonstrado que os isolados
do VRS podem ser divididos em dois grupos antigénicos, distintos geneticamente
(PERET et al., 2000), A e B, a partir da reacdo com anticorpos monoclonais,
particularmente contra as proteinas P, F e G (MUFSON et al., 1985: GIMENEZ et al.,
1986). As proteinas F e N s&o altamente conservadas entre os grupos mostrando
91% e 96% de similaridade em suas sequéncias de amino&cidos, respectivamente.
Ao contrario, a proteina G é altamente variavel, sendo que a similaridade da
sequéncia de aminoacidos dessa proteina entre as cepas A2 (grupo A) e 18537
(grupo B) € de somente 53% (SULLENDER, 2000; CANE, 2001), enquanto que o
gene da proteina SH apresenta diversidade intermediaria, mostrando 76% de
similaridade dos aminoacidos entre os dois isolados.

Na Dinamarca, um estudo de trés surtos epidémicos consecutivos detectou
diferentes subgrupos do VRS predominando a cada ano (JOHANSEN et al., 1997).
Esses autores observaram tipos gendmicos de VRS com caracteristicas



semelhantes as cepas isoladas ha mais de 2 décadas em outras partes do mundo, €
sugeriram que a baixa flutuagao temporal de cepas poderia indicar que o0 genoma do
VRS seria relativamente estavel geneticamente.

Peret et al. (1998), investigando 5 surtos consecutivos em uma mesma
comunidade nos Estados Unidos, identificaram uma alternancia anual de gendtipos,
sem predominio de nenhum deles por mais de um ano. Os autores sugeriram que
essa alternancia poderia ser conseguéncia de presséo seletiva da resposta imune
desenvolvida na populagao em um surto anterior. Posteriormente, 0 mesmo grupo
observou, em um estudo multicéntrico de 5 comunidades nos Estados Unidos, a
circulacao simultanea de 5a 7 geno6tipos, com predominio de uma ou duas cepas
por comunidade (PERET el al., 2000).

A caracterizacao antigénica em subgrupos e subtipos dos VRS circulantes em
determinada regido constitui dado epidemiolégico importante, principalmente com
vistas ao estudo da resposta imune para o desenvolvimento de uma eventual vacina
(ANDERSON et al., 1991). Entretanto, quando estudos de caracterizagdo molecular
30 necessarios, 0 sucesso no isolamento viral é crucial (PHA/WHO/CDC, 1997,
PHA/WHO/CDC, 1999).

Tendo em vista a relevancia clinica e epidemiolégica do VRS e objetivando
isolar esse virus para fins futuros de caracterizacdo molecular, amostras clinicas de
criangas de 0-5 anos de idade com doenca respiratéria aguda, provenientes do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, previamente triadas
para o VRS pela reagao de imunofluorescéncia indireta, foram submetidas ao
isolamento em cultura de células HEp-2 e/ou pela reacao em cadeia da polimerase —

transcricao reversa (RT-PCR).



2 — Material e Métodos

2.1 — Antecedentes - pacientes e espécimes clinicos

No periodo de abril de 2000 a margo de 2002, 171 amostras de secregéo de
nasofaringe coletadas de criangas de 0-5 anos de idade, com doenca respiratoria
aguda, no Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
apos consentimento expresso dos pais ou responsavel (Apéndice-1), foram triadas
pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (IF1) para detecgao de virus respiratorios.
Dessas, 38 amostras foram positivas para o VRS, constituindo-se no objeto deste
estudo. A coleta desses espécimes clinicos foi aprovada pela Comissao de Etica da
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao da UFU, atendendo a resolugao n’
196/1996.

Os espécimes foram coletados apds a instilagao de 0,5mL de soro fisiolégico
estéril (0,9%), em cada uma das narinas da crianca, seguida de aspiragdo da
secrecao de nasofaringe com um cateter, utilizando-se um sistema de vacuo, e
transferéncia para um frasco estéril. As amostras clinicas “in natura” foram
imediatamente transportadas, em gelo, para o laboratério de Virologia onde foram
processadas, em até 4 horas ap6s a coleta, e armazenadas em freezer —70°C ou em
container de nitrogénio liquido, conforme previamente descrito (QUEIROZ 1999;
QUEIROZ et al., 2002).

2 2 _ |solamento em cultura de células (Fluxograma 1)
Os espécimes de nasofaringe, previamente triados pela IFI neste laboratério

(CARVALHO et al., 2002) e armazenados com meio de congelamento (DMEM-40%

+ SFB-50% + gelatina-10%) em freezer —70°C, foram inoculados, uma unica vez,



Fluxograma 1 — Isolamento do VRS em Cultura de Células (CC)
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em linhagem continua de células HEp-2, provenientes de carcinoma de laringe
humano (ATCC CCL-23), para fins de isolamento do VRS, conforme Queiroz et al.
(2002). Resumidamente, um volume de 125uL do aspirado de nasofaringe foi
inoculado em duas ou mais monocamadas sub-confluentes de células HEp-2
crescidas em microplacas de poliestireno de 24 orificios. Apds 30 minutos de
incubagdo (37°C/5% COz—camara umida), para a adsorgdo viral, foram
acrescentados 375uL de meio completo (DMEM + SFB-2%), incubando-se a placa
novamente nas condigées acima descritas. Uma observagao diaria foi realizada
durante 7 dias e, quando nenhum efeito citopatico (ECP) foi detectado, as amostras
foram sub-cultivadas em mais duas passagens, para confirmacgéo da negatividade. A
prova de IFI para confirmar a positividade ou negatividade para o VRS foi realizada,
tanto para as culturas que apresentaram ECP como para as que nao apresentaram.

2.3 - Reagao de imunofluorescéncia indireta (Fluxograma 2)

As amostras provenientes do isolamento em cultura de células HEp-2 foram
centrifugadas (166 x g) durante 10 minutos a 4°C e lavadas duas vezes em PBS
(Phosphate-Buffered Saline) 0,01M (pH 7,2). Apds a ultima lavagem, 0 sedimento foi
ressuspenso em 100uL de PBS, sendo que 8ulL dessa suspenséo foram colocados
nos anéis delimitados por teflon de 2 laminas, uma para triagem e a outra para a
confirmagao do isolamento do VRS. As |aminas foram secadas dentro do fluxo
laminar e o sedimento foi fixado com acetona gelada por 10 minutos. Nao sendo
possivel a execugao imediata do teste, as laminas foram armazenadas a -20°C ate
que a investigacéo pudesse ser realizada.

Na reacdo, as amostras foram tratadas com uma mistura de anticorpos
monoclonais (MAbs) anti-virus respiratorios do Respiratory Panel | Viral Screening
and Identification Kit (Chemicon International, Inc., Temecula, CA), conforme
instrucdes do fabricante. Os reagentes foram gentimente cedidos pelo Dr. Dean
Erdman do “Centers for Disease Control and Prevention’-CDC, Atlanta, GA.
Resumidamente, foi utilizado uma mistura de 7 MAbs anti-virus respiratérios (VRS,
influenza A, influenza B, parainfluenza 1, parainfluenza 2, parainfluenza 3 e

adenovirus), além de soro normal de camundongo como controle negativo da



Fluxograma 2 — Reagéo de imunofluorescéncia indireta (IFl)
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reacao. Para revelar a reagao foi utilizado um conjugado anti-imunoglobulina G (IgG)
de camundongo, marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), sendo a leitura
realizada no Laboratério de Imunologia, em microscopio de epi-fluorescéncia
(Olympus BX50). Quando o resultado foi positivo na triagem, procedeu-se a
identificagao do VRS, utilizando MAb especifico para esse virus. O espécime foi
considerado positivo quando pelo menos uma célula apresentar fluorescéncia
especifica para 0 VRS, negativo se nenhuma fluorescéncia especifica foi observada.

Figura 1 - Fotografias de uma reagao de imunofluorescéncia indireta
(objetiva 20X). A: confirmacéo do isolamento do VRS (amostra A62);
B: controle negativo da reagao

2.4 — Extracao de acidos nucléicos totais (Fluxograma 3)

Os acidos nucléicos totais das amostras utilizadas neste estudo foram
extraidos de acordo com o método de isotiocianato de guanidina/fenol (Tripure,
Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN - EUA), utilizando-se de um volume
de 125 ul da amostra clinica “in natura” e 375 ul de Tripure. Com este método, foi
possivel o isolamento de RNA's, que foram utilizados na amplificacéo de sequéncias

virais.



Fluxograma 3 — Transcricéo reversa - reagao em cadeia da polimerase
(RT-PCR)
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2 5 — Reagao em cadeia da polimerase — transcricao reversa

O RNA viral foi primeiramente convertido em DNA complementar (cDNA), de
acordo com o descrito por Gréndahl et al. (1989), através do uso dos seguintes
reagentes: ‘random primers’ (hexanucleotideos, Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, IN) (gentiimente enviados pelo Setor de Virus Respiratérios do CDC -
sequéncias nao fornecidas), 0,25mM de cada desoxirribonucleotideo (PCR
nucleotide mix. Roche Molecular Biochemical's, Indianapolis, IN), 40U de
transcriptase reversa de M-MuLV (Roche Molecular Biochemical's, Indianapolis, IN),
20U de inibidor de ribonuclease (Roche Molecular Biochemical's, Indianapolis, IN) e
tampao - fornecido pelo fabricante da enzima - em 20ul de volume de reagéo. A
mistura foi incubada a 37°C por 1 hora em banho-maria. As reagoes de amplificagao
por PCR foram realizadas com 5SpuL do cDNA, 0,2mM de dNTPs conjunto (dATP,
dTTP., dCTP e dGTP. Roche), 0,4 uL de cada “primer” e 2,5U de Tag DNA
polimerase (Roche) e tampao - fornecido pelo fabricante da enzima - em um volume
final de 50uL.

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador nas seguintes
condicoes: 94°C por 10min., seguido de 40 ciclos de 94°C por 45seg., 50°C por
45seqg., 72°C por 1min. e 30seg., seguidos de outro passo a 72°C por 5min. Ja as
reacbes de “Nested PCR" foram realizadas de acordo com os seguintes passos:
94°C por 10min., 30 ciclos de 94°C por 45seg., 55°C por 30seg., 72°C por 1min.,
seguidos de outro passo a 72°C por Sminutos.

2.6 — Deteccéo dos produtos amplificados

Um volume de 5uL do produto gerado pela reacdo de amplificagdo foi
misturado com 1uL de “gel-loading buffer’ 6X (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Essa
mistura foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de
etidio (0,3pg/mL), até que o azul de bromofenol migrasse cerca de 3cm. O gel foi
fotografado por um sistema digital (ImageMaster VDS. Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ).
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2 7 — Andlise estatistica / tabulagao dos dados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada conforme previamente
descrito (GUIMARAES, 1985). Para os calculos estatisticos, os resultados foram

tabulados de acordo com o seguinte esquema:

Teste 2
Positivo Negativo
Positvo a b a+b
Verdadeiros Falsos Total de
positivos negativos positivos
Teste 1 Negativo c d c+d
Falsos Verdadeiros Total de
Positivos negativos negativos
a+c b+d Total geral

Total de positivos

Sensibilidade =_a_ X100

(a+Db)

Especificidade =_d X 100

(c+d)

Valor preditivo positivo =_a__ X 100

(a+c)

Valor preditivo negativo =d X 100

(b +d)

Total de negativos
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3 - Resultados e Discussao

3.1 — Caracteristicas dos pacientes

A tabela 1 mostra as caracteristicas das 38 criangas, com doenca respiratoria
aguda, atendidas no Hospital de Clinicas da UFU, que participaram deste estudo no
periodo de margo de 2000 a abril de 2002. Com relagdo a faixa etaria,
aproximadamente 30% (12/38) dos casos tinham menos de seis meses de idade e
50% (19/38) deles eram menores de um ano de idade.

Em relacdo ao sexo, no grupo de criangas <1-6 meses de idade a infecgé@o
aguda pelo VRS foi aparentemente mais elevada nos individuos do sexo masculino
do que no feminino, porém essa diferenga nao foi estatisticamente significante
(p>0,05). Em contrapartida ao observado, estudos tém mostrado que individuos do

sexo masculino apresentam maior tendéncia de desenvolver severidade no primeiro

Tabela 1 - Caracteristicas das 38 criangas menores de cinco anos de idade, atendidas no
Hospital de Clinicas da UFU, Uberlandia-MG, no periodo de margo de 2000 a abril de
2002, com doenca respiratéria aguda.

Idade® Total Sexo Doenca Procedéncia
N (%) Masculino Feminino

N (%) N (%) TRS® TRI® PAP® pPs® UTI-
Ped'’

<1-6 12(316) 7(58,3) 5(41,7) 1(8,3) 11(91,7) 2(16,7) 6(50,0) 4(333)
6-12 7(18,5) 3(42)9) 4(57,1) 4(571) 3(429) 5(714) 1 (14,3) 1(14,3)
.12 19(49,9) 9(474) 10(528) 11(57,9) 8(42.1) 14 (73,7) 4(21,00 1(53)

Total  38(100,0) 19(50,0) 19(50,0) 16(42,1) 22 (57,9) 21(55,3) 11(289) 6(158)

2 |dade em meses; N: numero de individuos; °TRS: trato respiratorio superior, °TRI: trato
respiratério inferior, “PAP: pronto atendimento pediatrico, °PS: pronto-socorro, 'UTI-Ped unidade de
terapia intensiva pediatrica



ano de vida (PARROT et al, 1973; HOLBERG et al., 1991; COLOCHO ZELAYA et
al., 1994; QUEIROZ et al., 2002). Entretanto, apesar de cerca de 90% (11/12) das
criangas desse grupo ter apresentado doenga do trato respiratorio inferior e, de
metade dos casos ter sido atendido no pronto SOCOrO, muitos—#eles nao
apresentavam severidade suficiente pra justificar a hospitalizagao (comunicagao
pessoal médica) e, portanto, receberam “altas” para voltar para casa.

Observa-se ainda, que do total de 38 criangas, 22 (57,9%) apresentavam
doenca do trato respiratorio inferior, sendo que metade delas (11/22) era menor de
seis meses de idade. Essa observagao esta de acordo com o conhecimento de que
o VRS é o principal agente etiologico da bronquiolite € da pneumonia viral em
criancas <1-6 meses de idade (KIM et al., 1973; NASCIMENTO et al.,, 1991;
QUEIROZ et al., 2002), respondendo por elevados indices de morbidade nessa faixa

etaria.

3.2 — Isolamento em cultura de células

Das 38 amostras inoculadas em células HEp-2 s¢ foi possivel isolar o VRS de
44.7% (17/38) delas (Figura 1). Este resultado diferiu dos observados por Halstead
et al. (1990) e por Kellogg et al. (1991), que demonstraram uma sensibilidade de 57—
90% para o isolamento em cultura de células em relacdo a outras técnicas. Porem,
nesta pesquisa inoculou-se amostra clinica previamente armazenada com meio de
congelamento e sabe-se, através de comunicacbes pessoais de outros
investigadores, que o inéculo da amostra “in natura’ aumenta a chance de isolar o
VRS. Somado a isso, foi realizada uma unica tentativa de isolamento, fato este,
decorrente da falta de filtros 0,45ulL para filtrar essas amostras antes da inoculagao
em CC.

Por outro lado, os resultados deste estudo foram coincidentes com 0s
observados por Cassiano-Célon et al. (2003) que isolaram o VRS em células HEp-2
de 46% dos espécimes. Entretanto, a investigagdo realizada por esses

pesquisadores foi feita a partir de amostras clinicas de pacientes adultos.
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Figura 3: Detecgdo do VRS através do isolamento em CC ou

RT-PCR em 38 amostras clinicas previamente triadas por IFl

Outra possibilidade para a pequena sensibilidade do isolamento em CC, seria
o fato de que a linhagem de células HEp-2, utilizada, poderia ter perdido, durante a
propagacéo seriada no laboratério, parte da sensibilidade para isolar e/ou permitir o
desenvolvimento do VRS (COLLINS et al., 1996). Além disso, sabe-se que 0S
manuseios de amostras clinicas, durante o processamento e 0 armazenamento, s&o
responsaveis pela répida perda da capacidade infecciosa de particulas do VRS
(FERNIE; GERIN, 1982; COLLINS et al. 1996).

3.3 — Reacdo em cadeia da polimerase - transcricao reversa

Considerando a impossibilidade de realizar, num tempo curto, novas
tentativas de isolamento em CC e o fato de a PCR ser considerada de maior
sensibilidade ou, pelo menos, de igual sensibilidade a CC (KEHL et al., 2001,
LIOLIOS et al., 2001; SIMPSON et al., 2003), optou-se por realizar a reagao em
cadeia da polimerase - transcricao reversa, que resultou no isolamento do acido
nucléico desse virus em 25 (658%) das 38 amostras (Figura 1), conforme
demonstrado em duas reagoes (Figura 2).
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Figura 2 - Detecgdo do VRS por RT-PCR. MW: marcador de peso
molecular; amostra 38: controle positivo; H,O: controle negativo de

contaminagao; amostra 160: controle negativo da reagao

A detecgao do VRS em cerca de 66% (25/38) das amostras (Quadro 1), de
secrecao respiratoria previamente triadas por IFl, através do isolamento em CC ou
pela RT-PCR, sugere a ocorréncia de resultados falso-positivos pela IFI. Entretanto,
além das possiveis justificativas ja discutidas, deve-se lembrar, conforme referido
(TREPANIER et al,, 1980; CANNON 1987; COLLINS et al., 1996), que a reagao de
imunofluorescéncia constitui o método de escolha para a detecgdo do VRS em
secrecdo, havendo, porém, a necessidade de uma interpretagéo apurada do
observador durante a leitura do teste (CASSIANO-COLON et al., 2003). Neste
aspecto, ressalta-se aqui que no periodo da triagem destas amostras a leitura da IFI
foi realizada por trés diferentes observadores.

Por outro lado, também pode ter ocorrido uma distribuicdo desigual, de
particulas virais, em aliquotas (XIANG et al. 2002) no ato do processamento da

amostra original.



Quadro 1: Numero de amostras do VRS isoladas em CC em relagdo a RT-PCR:
indicadores de validade dos testes

I Isolamento em CC Indicadores
Positivo Negativo de validade
S =68%
Positivo 17 8 25 E =100%
RT-PCR  Negativo | 0 13 13 VPP = 100%
17 21 38 VPN = 61,9%

S = sensibilidade; E = especificidade; VPP = valor preditivo positivo; VPN = valor preditivo negativo

O calculo da sensibilidade e da especificidade, do isolamento em CC, foi
realizado para as 38 amostras submetidas &a RT-PCR, conforme mostrado no
Quadro 1. Observa-se que pela RT-PCR foi possivel aumentar em,

aproximadamente, 20% o numero de amostras positivas para o VRS.

3.4 — Consideragoes finais

O fato de o Laboratdrio de Virologia ter sido recém-implantado pode, também,
ter interferido nos resultados de IF|, pois a coleta e o processamento dos espécimes
também foram realizados por diferentes alunos (graduacao e pés-graduagao), o que
pode ter acarretado numa diluicdo inadequada dos espécimes no momento da
coleta e/ou do processamento dos mesmos. Somado a isso, ainda ha o fato de que
para o processamento, dos primeiros espécimes, utilizou-se de equipamentos
localizados em outros laboratérios.

Finalmente, considerando que os testes de isolamento em CC e RT-PCR
foram realizados uma Unica vez, pode ser que o numero de amostras falso-positivas
pela IFl, na selegéo dos 38 espécimes, tenha sido superestimado.

Diante do exposto, propde-se que novas tentativas de isoclamento em cultura
de células e de reacdo em cadeia da polimerase — transcricao reversa a partir de
amostras “in natura” sejam realizadas, pois se acredita, que isso vai aumentar o

numero de amostras de VRS isoladas por estes métodos.
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APENDICE 1

Detecgio rapida de virus respiratorios em amostras de criancas de 0-5 anos de
idade de regides do Triangulo Mineiro, MG.

Local: Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Sr. Pais/ Responsaveis,

Solicitamos sua autorizagéo para coleta de material — secre¢éo das narinas e
sangue de seu filho para pesquisar o agente viral responsavel pela doenga respiratoria
aguda que acomete criangas, principalmente na idade ate os cinco anos.

A detecgdo do agente viral que esta causando a infecgdo em seu filho podera
auxiliar o médico a trata-lo e também fornecer informagdes cientificas a respeito da
circulagéo dos principais virus respiratorios em nossa regiao.

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

Uberlandia: -

Nome do pai (mae) ou responsavel:

Assinatura:

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

Coordenadora do Projeto:

Profa. Dra. Divina A. O. Quieréz
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