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RESUMO

Os virus mais comumente envolvidos em doengas respiratorias agudas em criangas sao
os virus respiratorio sincicial (VRS), influenzavirus tipos A ¢ B (FLU A e B),
parainfluenzavirus tipos 1, 2 e 3 (PIV-1, -2 e -3), adenovirus (AdV) e os rinovirus (HRV). O
objetivo geral do presente estudo foi identificar os principais virus respiratorios envolvidos
em doengas respiratorias aguda (DRA) em criangas de até cinco anos de idade no periodo de
2001 a 2004. Aspirados de nasofaringe de 379 criancas atendidas no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC/UFU) com doenga respiratoria aguda foram
coletadas e testadas pelas reagcdes de imunofluorescéncia indireta (IFI) ou transcrigdo reversa
da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). O VRS foi detectado em 26,4% (100/379)
dessas amostras, FLU tipos A e B em 9,5% (36/379), PIV 1, 2 e 3 em 6,3% (24/379) e AdV
em 3,7% (14/379). As amostras negativas e inconclusivas pela IFI (205) foram testadas por
RT-PCR para detecgdo dos HRV, sendo que 26,9% (112/379) foram positivas. Neste estudo,
os virus mais comumente detectados em quadros clinicos de bronquiolite e
pneumonia/broncopneumonia em criangas menores de seis meses de idade foram o VRS,
respondendo por 40,3% e 34,6% do total de casos, respectivamente, e o HRV, identificado em
25,0% dos casos de bronquiolite e em 15,4% dos casos de pneumonia/broncopneumonia na
mesma faixa etaria. Relacionado a sazonalidade, a circulagdo dos virus identificados
predominou nos meses de temperaturas mais baixas. Esse padrdo foi evidente para o VRS,
que apresentou um pico de ocorréncia em abril e maio, enquanto que o pico do FLU e HRV
ocorreu em julho. Amostras negativas tanto pela IFI quanto pela RT-PCR indicam que outros
patdgenos, incluindo coronavirus, metapneumovirus humano além de bactérias, podem ter
sido os responsaveis pelas infeccdes. Finalizando, este estudo foi essencial para um
diagnéstico conclusivo de DRAs causadas por virus, bem como para determinar quais agentes

virais circularam nesta regido.

Palavras-chave: virus respiratorios, doengas respiratdrias, imunofluorescéncicia indireta,

transcriptase reversa da reagcdo em cadeia da polimerase, criangas



SUMMARY

The most common viruses involved in acute respiratory diseases among young children are
the respiratory syncytial virus (RSV), influenzavirus (FLU), parainfluenzavirus (PIV),
adenovirus (AdV) and human rhinovirus (HRV). The purpose of the present study was to
identify the main respiratory viruses that affected children younger than five years old in
Uberlandia, in Midwestern Brazil. Nasopharyngeal aspirates from 379 children attended at
Hospital de Clinicas (HC/UFU), from 2001 to 2004, with acute respiratory disease, were
collected and tested by either immunofluorescence assay (IFA) or reverse transcription —
polymerase chain reaction (RT-PCR). RSV was detected in 26.4% (100/379) of samples, FLU
A and B in 9.5% (36/379), PIV 1, 2 and 3 in 6.3% (24/379) and AdV in 3.7% (14/379).
Negative and indeterminate samples (205) by IFA were tested by RT-PCR for detection of
HRYV, and 29.6% (112/379) was positive. RSV, particularly among children in their first 6
months of life, and HRV cases showed highest incidence. For both virus, bronchiolitis and
pneumonia/bronchopneumonia were the main nosological presentation among children less
than 6 months, were RSV responded for 40,3% and 34,6% of the cases, respectively, and the
HRV  were detected in 25,0% of bronchiolitis cases and 154% of
pneumonia/bronchopneumonia cases at the same referred age group. Negative samples by
both IFA and RT-PCR might be indicative that other pathogens, such as coronavirus, human
metapneumovirus and bacteria, could be the causative agent in these infections. Laboratorial
diagnosis constituted an essential instrument to determine the incidence of the most common

viruses in respiratory infections among young children in this region.

Key words: respiratory viruses, respiratory disease, immunofluorescence assay, reverse

transcription-polymerase chain reaction, children
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1. INTRODUCAO

Os agentes virais sdo as mais freqiientes causas de infec¢des respiratorias agudas (IRAs),
tendo como resultado perda de dias de trabalho e de escola (DENNY, 1995; LANGLEY et al.,
1997) e consequentemente, perdas de ordem econdmica (BIRNBAUM et al., 2002). Dessa
forma, o impacto causado pelas doencas respiratorias em paises em desenvolvimento ¢é
significativamente maior em comparagdo ao descrito para paises desenvolvidos (FISCHER et
al., 2002; LAW et al., 2002), onde aspectos socio-econdmicos provavelmente sdo relevantes
para aumento do risco de infec¢des respiratdrias para todas as faixas etarias (HAWKER et al.,

2003).

Particularmente em criancas menores de cinco anos de idade, as IRAs envolvendo o trato
respiratorio inferior sdo responsaveis por uma porcentagem estimada de mortalidade infantil
de até 5% em paises desenvolvidos, como EUA, Canad4 e paises europeus, a uma faixa de
15-25% em alguns paises da Africa, América do Sul e Sudeste da Asia (WILLIAMS et al.,
2002). Quanto a morbidade, infecgdes virais sao consideradas como importantes causas de
danos no trato respiratorio de criangas, respondendo por elevados indices de hospitalizagdes
(COUNIHAN et al., 2001; TSUCHIYA et al., 2005) e podendo desencadear doengas atdpicas

como a asma (GERN et al., 2005).

Particularmente no Brasil, alguns estudos realizados em diferentes areas geograficas,
tém revelado os agentes virais como a principal causa de IRAs, principalmente em criangas,
como demonstrado nas cidades de Fortaleza (ARRUDA et al., 1991), Rio de Janeiro
(NASCIMENTO et al., 1991), Sdo Paulo (MIYAO et al., 1999; VIEIRA et al., 2001) e
Curitiba (TSUCHIYA et al., 2005).

Alguns fatores referentes ao hospedeiro, ao meio-ambiente e ao proprio agente

infeccioso tém sido relevantes na incidéncia de infec¢des respiratorias causadas por virus
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(SIMOES, 2003; AVENDANO et al., 2003; HAWKER et al., 2003). Referente ao
hospedeiro, alguns relatos tém incluido a tenra idade como um dos principais responsaveis
pela gravidade e/ou elevada freqiiéncia das IRAs, onde a incidéncia das doengas respiratorias
causadas por virus decrescem com o avanco da idade (SHEK, LEE, 2003; ZAMORANO et
al., 2003), exceto para os idosos (TREANOR, FALSEY, 1999). Em adi¢do, doenca congénita
cardiaca, baixa idade gestacional e multiplas gestagdes também tém se mostrado relevantes
(RESCH et al., 2005).

Referente aos aspectos ambientais, determinadas condi¢des climaticas estdo relacionadas a
surtos de doengas respiratdrias causadas por virus. De fato, alguns virus respiratérios sao
responsaveis por surtos epidémicos anuais com ocorréncias sazonais especificas (MIYAO et
al., 1999; MONTO, 2002; STENSBALLE et al., 2003), demonstrando ainda diferenciados
padroes epidemiologicos em paises temperados (MONTO, 2002) e em regides tropicais
(SHEK, LEE, 2003). Ainda com relacdo a aspectos ambientais, diversos fatores tém
aparentemente contribuido para a emergéncia e re-emergéncia de varias doengas, incluindo as
respiratorias (FELDMANN et al., 2002; McMICHAEL, 2004; MORENS et al., 2004), onde

menciona-se entre eles a poluicdo ambiental (ESTRELLA et al., 2005).

Neste contexto do hospedeiro e do ambiente, alguns agentes virais recém identificados
e re-emergentes, vém sendo descritos como importantes causadores de doengas respiratorias
nos ultimos anos: o metapneumovirus humano (hMPV) (HOOGEN et al., 2001), apontado
como um dos principais agentes causadores de doenga respiratoria em criangas (KUIKEN et
al., 2003); um coronavirus humano, causador da sindrome respiratéria aguda severa (SARS) e
cuja origem se baseia em uma relacdo de proximidade entre o homem e outros animais
(BELL et al., 2004); e determinadas cepas dos influenzavirus (FLU), particularmente a HSN1

aviaria, causadora da gripe asidtica, onde ¢ atribuido a este agente a possibilidade de
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ocasionar um surto pandémico, caso a transmissdo deste virus de pessoa a pessoa se torne
possivel (BARRERA, REYES-TERAN, 2005).

Hé muito, porém, outros agentes virais vem se destacando como importantes causas de
IRAs em todo mundo. Sao eles: virus respiratorio sincicial (VRS), parainfluenzavirus (PIV),
adenovirus (AdV) e rinovirus (HRV) (MIYAO et al., 1999; LIN et al., 2003; MACKIE, 2003;
VIEGAS et al., 2004; TSUCHIYA et al., 2005).

O VRS, primeiramente isolado em 1956 e inicialmente identificado como um
patégeno de coriza em chipanzés ¢ um membro da familia Paramyxoviridae, género
Pneumovirus, sendo um virus envelopado do tipo RNA de fita simples e com polaridade
negativa. O genoma do virus ¢ traduzido em 11 proteinas: quatro proteinas do nucleocapsideo
(N, P, L e M2-1); trés glicoproteinas do envelope (G, F e SH); duas proteinas ndo-estruturais
(NS1 e NS2); uma de matriz (M); e um fator regulatério de RNA (M2-2) (WHITEHEAD et
al., 1999).

O VRS ¢ a principal causa de doenga respiratoria grave do tipo bronquiolite com
chiado e pneumonia (IMAZ et al., 2000; BAUMEISTER et al., 2003; FONSECA, GRISI,
2003; CALEGARI et al., 2005), ocasionando um aumento no numero de hospitalizagdes
(TSUCHIYA et al., 2005) em criangas em todo mundo (MIYAO et al., 1999; SHEK, LEE,
2003; VIEGAS et al., 2004), e sendo particularmente grave para aquelas nos primeiros seis
meses de vida (LAW et al., 2002; QUEIROZ et al., 2002; SIMOES, 2003; MOURA et al.,
2003) quando ainda ha circulagdo de anticorpos maternos. Ainda, determinados fatores de
risco, tais como prematuridade, exposi¢do a fumaga de cigarro, aglomerados humanos,
nascimentos em periodos de maior circulagdo do VRS entre outros, sdo relevantes para um
aumento da gravidade e freqiiéncia de infecgdes causadas por esses virus (AUJARD,

FAUROUX, 2002).
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A reatividade do virus com anticorpos monoclonais (MAbs) contra as proteinas G e F
e a confirmagdo através de analises de seqiiéncia da proteina G, possibilitaram o
reconhecimento de dois subgrupos antigéncos do virus, o “A” e o “B”, onde o subgrupo “A”
apresenta uma maior variabilidade de gendtipos em relacao ao “B” (VENTER et al., 2001).
Esses subgrupos apresentam padrdao epidemiologico complexo em termos de circulagdo e
manifestagdo clinica. Porém, alguns trabalhos epidemiologico-moleculares mencionados a
seguir, vém elucidando esse aspecto.

A co-circulagdo dos dois subgrupos e de subtipos de cada subgrupo pode ocorrer em
um mesmo surto epidémico (VENTER et al., 2001; CINTRA et al., 2001; SATO et al., 2005),
embora alguns estudos (MOURA et al., 2003; MENTEL et al., 2005) tenham relatado uma
predominancia do VRS “A” em relagdo ao subgrupo “B”. De qualquer forma, é relatada uma
alternancia entre os subgrupos “A” e “B” em sucessivos surtos (STRALIOTTO et al., 2001;
SATO et al., 2005). Esta alternancia pode estar vinculada a pressdes imunoldgicas, pois
modifica¢des seqiienciais da proteina G sdo relatadas em uma mesma area geografica ao
longo de diversos surtos epidémicos do VRS tipo “A” (CHOI, LEE, 2000).

Relacionado as manifestagdes clinicas, infecgdes pelo VRS do subgrupo “A” sdo tidas
como mais severas em relacdo ao “B” (PAPADOPOULOS et al., 2004). Por outro lado,
alguns estudos (CINTRA et al., 2001; MARTINELLO et al., 2002; DEVINCENZO, 2004)
ndo relataram diferenga quanto a gravidade entre as infecgdes pelo VRS “A” e “B”.

Os influenzavirus (FLU), membros da familia orthomyxoviridae, sdo um importante
problema de satde publica em todo mundo (COX, SUBBARAO, 2000), onde criangas
constituem o grupo etario mais afetado (NEUZIL et al., 2002). Apesar de infeccdes por esses
virus poderem ser prevenidas por programas efetivos de vacinagao (ESPOSITO et al., 2003),

tem sido sugerido previsdes de pandemias em um futuro préximo (NGUYEN-VAN-TAM,
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HAMPSON, 2003; COX et al., 2003), requerendo, dessa forma, o estabelecimento de uma
constate vigilancia epidemiolégica (LAVANCHY, GAVINIO, 2001).

Esses virus sdo divididos em trés grupos: influenzavirus tipos “A”, “B” e “C”. Os
principais patogenos humanos sao os dois primeiros tipos, sendo que o grupo “A” pode ainda
ser subdividido em diversos subtipos, baseado na natureza antigénica das glicoproteinas
hamaglutinina (HA) e neuraminidase (NA).

Neste sentido, um dos aspectos mais importantes desses virus refere-se a sua
capacidade adaptativa (HOLMES, 2003; MOYA et al., 2004) em decorréncia de sua elevada
taxa de mutacdo — “drift” antigénico, ¢ de recombinagao genética entre duas cepas distintas —
“shift” antigénico, propiciando sua manuten¢do nos organismos a despeito de diversas
pressoes imunologicas (FERGUSON et al., 2003).

Assim, surtos epidémicos ocasionados por esses virus, em especial os do tipo “A” vém
sendo relatados ao longo das décadas, com constante alternancia de cepas, dentre as quais
menciona-se: HIN1 causadora da gripe espanhola (1918-1919), cuja estrutura da
glicoproteina H1 da referida cepa demonstrou caracteristicas estruturais primariamente
encontradas em cepas aviarias (STEVENS et al., 2004); H2N2 responsavel pela gripe asiatica
(1957), originaria de cepas aviarias (KAWAOKA et al., 1989); H3N2 causadora da gripe de
Hong-Kong (1968-1969), também originaria de cepas aviarias (KAWAOKA et al., 1989),
sendo que mudangas em pontos-chaves da seqiiéncia do H3 teriam levado ao surgimento de
variantes emergentes que possibilitaram sua evasao ao reconhecimento por anticorpos (BOTH
et al., 1983); as cepas HSN1 e HIN2 responsaveis por um surto de gripe que se originou em
aves em Hong-Kong (1997), onde similaridades de determinadas seqiiéncias de genes internos
entre as cepas HSN1 e HON2 sugerem a possibilidade de rearranjo entre estas duas cepas

(GUAN et al., 1999).
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Recentemente, no ano de 2003 dois surtos foram registrados em Hong-Kong,
ocasionados novamente pelas cepas H5N1 e HI9N2, e na Holanda ocasionada pela cepa
H7N7. Em 2004 foram registrados surtos pela cepa H7N3 no Canada ¢ H5N1 em alguns
paises do sudeste asidtico, onde aves selvagens contribuiriam para a manutencdo e
disseminag¢do do virus para humanos (LI et al., 2004).

A relacdo de proximidade do homem com outros animais ¢ a elevada capacidade de
mutagdo e rearranjos do genoma viral entre cepas avidrias ¢ humanas tem respondido pelo
surgimento de uma cepa acentuadamente patogénica para o homem. Mais recentemente, como
j& mencionado, tém sido relatados surtos epidémicos em humanos em paises do sudeste
asiatico e na Turquia ocasionados pela cepa aviaria HSN1 (BARRERA, REYES-TERAN,
2005), re-emergindo apds um surto no sudeste da Asia em 1997 (CLAAS et al., 1998).

Os parainfluenzavirus, pertencentes a familia paramyxoviridae, apresentam quatro
tipos, sendo que os tipos 1 e 3 pertencem ao género Paramyxovirinae, e os tipos 2 ¢ 4a ¢ 4b
sdo agrupados no género Rubulavirus, sendo que eles apresentam padrdes clinicos-
epidemioldgicos distintos. Entretanto, de modo geral, esses virus aparentemente exibem um
padrdo de ocorréncia sazonal (MONTO, 2002), sendo considerado uma importante causa de
doenga respiratéria em criangas jovens (KIM et al., 2000; MONTO, 2002; SHEK, LEE, 2003;
VIEGAS et al., 2004), idosos e individuos imunocomprometidos (TREANOR, FALSEY,
1999; MADDEN et al., 2004). Em adicdo, esses virus sdo tidos como importantes causas de
hospitalizagdes em criangas menores de cinco anos de idade (COUNIHAN et al., 2001).

Infecgdes por adenovirus sdo comuns em todas as idades, causando epidemias
adquiridas tanto em hospitais quanto na comunidade (LIN et al., 2003) e sendo detectados em
todos os meses do ano (LARRANAGA et al., 2000). Em adi¢do, os adenovirus tém sido
associados a hospitalizagcdes de pacientes asmaticos (TAN et al., 2003) e com casos de otite

média aguda em criangas menores de 2 anos de idade (MONOBE et al., 2003).
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Mais de 50 sorotipos dos adenovirus ja foram identificados como causadores de uma
ampla gama de sindromes clinicas em humanos. Em decorréncia dessa diversidade, a
prevaléncia e a gravidade da doenga, especificamente de sindromes respiratorias, relacionada
a determinados sorotipos ainda nao ¢ bem estabelecida. No entanto, ERDMAN et al. (2002),
relataram uma introducao de “novas” variantes da cepa 7 (Ad7d2 e Ad7h) nos EUA e Canada.
Na América do Sul, quadros graves de doencas respiratorias em criangas envolvendo o trato
respiratério inferior (TRI) vém sendo relacionados principalmente a cepa do tipo 7 (Ad7h)
(LARRANAGA et al., 2000; CARBALLAL et al., 2002), enquanto que na Asia, casos graves
envolvendo o TRI foram relacionados as cepas dos tipos 3 ¢ 7 (HONG et al., 2001). A co-
circulagdo bem como a diversidade genética desses dois sorotipos, além de possiveis trocas de
seguimento gendomico entre duas cepas (recombinagdes - “shift”), podem ter contribuido para
o carater epidémico do virus, bem como para manifestagdes severas de doengas respiratorias
(KIM et al., 2003).

Os HRYV, pertencentes a familia picornaviridae, sao responsaveis pela maioria dos
resfriados comuns durante o inverno, causando infec¢des respiratorias do trato respiratorio
superior (ARRUDA et al., 1991; SAVOLAINEN et al., 2003), além de ser considerado como
fator de risco para otite média aguda (MONOBE at al., 2003). Em adi¢do, os HRV sao
também responsaveis por casos de doenga do trato respiratdrio inferior em neonatos e criangas
com displasia broncopulmonar (CHIDEKEL et al., 1997; GERN, 2002; KOTANIEMI-
SYRJANEN et al., 2003), contribuindo para exacerbagio da asma (MONTO et al., 2001).

Entre criangas em idade pré-escolar com risco para doencas alérgicas, infeccdo pelo
HRYV ¢ considerada por LEMANSKE et al. (2005) como um fator significativo para o chiado
e possivelmente, como conseqiiéncia, o desenvolvimento de asma (KOTANIEMI-

SYRJANEN et al., 2003).
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A informacdo de que determinados virus estdo causando doenga respiratoria aguda (DRA)
pode ser imprescindivel para iniciar uma vigilancia clinica-epidemioldégica em uma
determinada regido. Neste aspecto, a investigagdo laboratorial tem se mostrado necessaria
para a identificacdo do patogeno em infecgdes respiratorias que atingem criangas em
Uberlandia e regido, tendo em vista trés aspectos basicos: 1) ainda ndo havia um estudo em
Uberlandia que abordasse esses aspectos; ii) um conhecimento geral sobre as doencas
respiratorias em criangas poderia auxiliar em um diagnostico clinico mais eficaz, levando em
consideracdo o numero de prescricdes inadequadas baseadas em antibidticos para tratar
doengas virais e; iii) a possibilidade, a partir deste estudo, de se elucidar determinadas
questdes clinicas, principalmente no que diz respeito a gravidade de doencas respiratorias em
criangas, dentro de um contexto de co-infec¢des ou mesmo de identificagdo de possiveis

cepas mais patogénicas do que outras.

Diante do exposto, os métodos de imunofluorescéncia indireta (IFI) e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foram utilizados para detectar virus respiratdrios em criangas menores de
cinco anos de idade com DRA atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia, MG.
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2. OBJETIVOS

1.

Detectar os virus respiratorio sincicial, influenzavirus A e B, parainfluenzavirus 1,
2 e 3 e adenovirus pela técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) em secre¢ao
de nasofaringe de criangas atendidas no Hospital de Clinicas / UFU com sintomas

de doenca respiratéria aguda, no periodo de 2001 a 2004.

Detectar os rinovirus pela transcrigdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase

(RT-PCR) nas amostras previamente triadas pela IFI, cujos resultados foram

negativos ou inconclusivos para os virus acima referidos.

Conhecer aspectos epidemioldgicos dos virus circulantes, em Uberlandia e regido,

no periodo de estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Uberlandia, MG

De acordo com o censo de 2000 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
Uberlandia é a 3" maior cidade do Estado de Minas Gerais, com aproximadamente 500 mil
habitantes e apresentando uma taxa de crescimento de 3,31% ao ano. O clima ¢ caracterizado
por alteracdes de invernos secos e verdes chuvosos, com temperaturas brandas e pouco

variaveis (Laboratdrio de Climatologia e Recursos Hidricos, Instituto de Geografia, UFU).

3.2 - Hospital de Clinicas e pacientes

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC/UFU) ¢ um
hospital publico conveniado com o Sistema Unico de Satide que atende Uberlandia e outras
120 cidades vizinhas, com uma populagdo total estimada de dois milhdes de habitantes.
Distribuido em unidades de internacdes, o HC possui uma capacidade maxima de 481 leitos.
Em adicdo, pelo fato de constituir um centro médico de referéncia regional, a maioria dos
leitos ¢ ocupada por pacientes que requerem manipulagdo de elevada complexidade. Desses
leitos, 110 (22,9%) sdo destinados a admissdo infantil: 60 na neonatologia, 41 na enfermaria e
9 na unidade de atendimento intensivo.

Assim, as criancas envolvidas neste estudo foram aquelas atendidas no HC/UFU com
quadros clinicos de doenga respiratéria aguda cujas amostras cinicas foram colhidas até o
quinto dia do inicio dos sintomas. Os pacientes foram atendidos nos seguintes locais do
hospital: 1) pronto-socorro de pediatria (PS-Ped), i1) pronto atendimento pediatrico (PAP), iii)
enfermaria pediatrica (ENF-Ped), iv) unidade de terapia intensiva pediatrica (UTI-Ped) e v)
unidade de terapia intensiva neonatal (UTI-Neo). Dados demograficos, tais como idade e
sexo, além de sintomas clinicos também foram obtidos no momento da coleta dos espécimes

clinicos, através de preenchimento de ficha clinica (ANEXO A). Neste estudo, os seguintes
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quadros clinicos foram considerados como principais: bronquiolite,
pneumonia/broncopneumonia e infecgdes do trato respiratério superior (ITRS). Para o ultimo,
foi incluido gripe, resfriado e otite média aguda. Sintomas envolvendo o trato respiratdrio
inferior com quadros clinicos de bronquiolite e pneumonia/broncopneumonia foram
considerados como grave.

De 2001 a 2004, aspirados de nasofaringe (ANF) de pacientes menores de cinco anos
de idade, atendidos com doenga respiratoria aguda (DRA) no HC/UFU, foram coletados e
avaliados para deteccdo de oito virus respiratorios. Os métodos de diagnostico utilizados
foram a imunofluorescéncia indireta (IFI) e a transcrigdo reversa da reagdo em cadeia da

polimerase (RT-PCR).

3.3 - Coleta e processamento das amostras

Trezentos e setenta e nove aspirados de nasofaringe (ANF) foram coletados de
criancas com quadros clinicos de doenga respiratoria aguda, de acordo com o que foi descrito
por CALEGARI et al. (2005), através da instilagdo de 0,5mL de soro fisiologico (0,9%) nas
narinas de cada paciente, seguido de aspiracdo por um sistema a vacuo utilizando um cateter,
ap6s o consentimento por escrito dos pais ou responsaveis (ANEXO B). O Comité de Etica
em Pesquisa da UFU aprovou o referido procedimento de acordo com a resolugdo n°.
196/1996/CNS (Conselho Nacional de Saude). As amostras clinicas foram posteriormente
transportadas para o Laboratério de Virologia, onde os espécimes foram processados como
previamente descrito (QUEIROZ et al., 2002) e estocados em freezers —20°C e —70°C ou em
contéineres de nitrogénio liquido.

Os espécimes foram divididos em trés aliquotas: 1) para reagdes de IFI, ii) amostras “in
natura” para reacoes de RT-PCR e, iii) para inoculacdo em cultura de células para fins de

estudos futuros.
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3.4 - Reacdo de IFI para detecgdo de sete virus respiratorios

As reagdes de IFI foram conduzidas utilizando uma mistura de anticorpos
monoclonais (MAbs) contra sete virus respiratorios: virus respiratorio sincicial, influenzavirus
A e B, parainfluenzavirus 1, 2 e 3 e adenovirus, do “Respiratory Panel I Viral Screening and
Identification Kit” (Chemicon International, Inc., Temecula, CA), de acordo com instrugcdes
do fabricante. Os kits foram gentilmente cedidos pelo Dr. Dean D. Erdman, do “Respiratory
and Enteroviruses Branch” do “Centers for Diseases Control and Prevention” (CDC), Atlanta,
GA.

O espécime foi considerado “positivo” para o teste, quando um nimero >3 células
apresentava fluorescéncia; “negativo” se nenhuma fluorescéncia era observada e um niimero
>20 células foram visualizadas; e suspeito se um niumero <3 células mostrava fluorescéncia

(QUEIROZ et al., 2002).

3.5 - Transcricdo reversa — reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para
deteccdo do rinovirus
A metodologia de RT-PCR foi aplicada para detectar seqiiéncia de RNA do rinovirus
(HRV) em amostras que foram negativas ou indeterminadas pela IFI para os sete virus
anteriormente mencionados. O RNA total foi extraido com Trizol (Invitrogen Corporation.
Carlsbad, CA), seguindo as instrugdes do fabricante. Oligonucleotideos para sintese do DNA
complementar (cDNA) e para amplificacio por PCR foram descritos por ARRUDA,
HAYDEN (1993). Os primers “1” (5’GCACTTCTGTTTCCCCOC), “2”
(5’CGGACACCCAAAGTAG) e “4” (5’GCATTCAGGGGCCGGAG) sao especificos para
picornavirus e o primer “3” (5’ AGCCTGCGTGGCTGCC), especifico para rinovirus. HRV
cultivados em cultura de células foi gentilmente cedido pelo Dr. E. Arruda (Faculdade de

Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo) e utilizado como controle positivo.
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Cinco pl do RNA total foi utilizado para sintetizar o cDNA, utilizando-se 40 unidades
da transcriptase reversa M-MuLV (Invitrogen), 2 uM do primer 1 HRV-especifico
(ARRUDA, HAYDEN, 1993) e demais condi¢des sugeridas pelo fabricante, totalizando um
volume de 20 pL. Cinco pL do cDNA foram colocados dentro de um tubo para PCR
contendo: 0,8 uM dos primers de cada reagcdo da primeira PCR (oligonucleotideos 1 e 2), 2,5
unidades de Taq DNA polimerase (Roche), 0,2 mM de cada desoxiribonucleotideo
trifosfatado (Roche) e tampao 1X suplementado com a enzima do fabricante (10 mM Tris-
HCI, 1.5 mM MgCl,, 50mM KCI, pH 8.3), totalizando um volume de 50 pL. Para a primeira
amplificacdo, foram utilizadas as seguintes condi¢des: 10 minutos a 94°C, 40 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 48°C e 45 segundos a 72°C, seguido por 5 minutos
adicionais a 72°C. Dois pL da primeira amplificacdo foram pipetados em um tubo para a
segunda amplificagdo. As condi¢gdes da reacdo foram as mesmas da primeira reagdo, exceto
no que diz respeito a utilizagdo de primers (oligonucleotideos 3 e 4) da segunda PCR e de 30
ciclos utilizados para a amplificacdo. Cinco ul. dos produtos da segunda reacdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 2% em TBE (Tris-Borate-
ethylenedianinetetraceticacid) 0,5X (SAMBROOK, RUSSELL, 2001), contendo 0,3 pg/mL
de brometo de etideo. O gel de agarose foi visualizado e fotografado por um sistema digital

(ImageMaster VDS, Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ).

3.6 - Analise estatistica

Andlises de diferengas entre propor¢des foram conduzidas utilizando-se o programa
BioEstat versao 3.0 (AYRES et al., 2003). Diferencas entre propor¢des foram avaliadas pelo
teste Qui-quadrado. A incidéncia dos virus respiratorios e seus respectivos intervalos de
confianga (IC) de 95% foram calculados, onde valores de p menores do que 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

De 379 amostras de nasofaringe avaliadas pelos métodos de IFI, para detec¢do do virus
respiratorio sincicial (VRS), influenzavirus tipos A ¢ B (FLU A e B), parainfluenzavirus 1, 2
e 3 (PIV 1, 2 e 3) e adenovirus (AdV), e pela RT-PCR para deteccdo dos rinovirus, foi
possivel identificar um agente viral em aproximadamente 75% (286/379) dos espécimes

(tabela I).

Foi observada uma diferenga estatisticamente significante entre as propor¢des do total
de casos ao longo dos grupos etarios (p<0,05). Essa diferenca foi também observada para os
casos positivos para o VRS de acordo com distribuicdo etaria (p=0,00), na qual o grupo
correspondente as criangas menores de trés meses de idade foi o mais frequentemente afetado
(37/100), comparado com outras faixas etarias: 3-6 meses de idade (p=0,00), 6-9 meses
(p=0,00), 9-12 (p=0,00), 12-24 (p=0,03) e >24 meses de idade (p=0,00). Para os HRV, ndo
foi encontrado diferenca estatisticamente significante na distribuicao dos casos de acordo com

a faixa etaria (p>0,05).
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Tabela I. Distribuicdo etaria dos casos positivos pelos métodos de imunofluorescéncia

indireta e RT-PCR em Uberlandia, MG, no periodo de 2001 a 2004

Idade® VRS FLUA FLUB PIV1 PIV2 PIV3 AdV HRV® TOTAL

<3 37 2 - . - 1 1 19 60
36 15 5 - 1 - 1 1 18 41
6-9 12 3 - . : 2 2 13 32
9-12 5 2 - . 1 2 3 13 26
1224 20 14 1 3 1 3 6 25 73
>24 11 9 - 3 - 6 1 24 54
Total 100 35 1 7 2 15 14 112 286

“Idade em meses; "Detectados pela RT-PCR em amostras cujos resultados pela IFI foram

negativos ou indeterminados

Dos resultados positivos testados pela IFI, o VRS foi o mais freqiientemente detectado
(26,4% - 100/379), seguido pelos influenzavirus A e B (9,5% - 36/379), parainfluenzavirus 1,
2 e 3 (6,3% - 24/379) e adenovirus (3,7% - 14/379). A deteccdo dos HRV pela RT-PCR
respondeu por 29,5% (112/379) dos casos, enquanto que os resultados negativos ou
indeterminados resultou em 24,6% dos casos investigados (figura I).

Nao houve diferenga de ocorréncia entre 0 VRS e o HRV, os agentes virais mais

frequentemente detectados (p=0,45).
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Adenovirus®

3.7%

Parainfluenzavirus®

6.3% Negativo/indeterminado

Influenzavirus® 24.6%
9.5%
Rinovirus®
29.5% Virus respiratorio sincicial®
26.4%
“Detectados pela IFI; "Detectados pela RT-PCR
Figura 1. Distribuicdo percentual dos resultados avaliados pelas técnicas de

imunofluorescéncia indireta e transcricdo reversa da reagdo em cadeia da polimerase

Relacionado a nosologia, os sintomas mais comuns relacionados a infec¢des causadas
pelos HRV, FLU, PIV e AdV foram aqueles envolvendo o trato respiratorio superior,
principalmente em criancas maiores de 1 ano de idade (tabela II). Por outro lado, infec¢des
pelo VRS foram relacionadas principalmente a casos de bronquiolite e
pneumonia/broncopneumonia (doengas do trato respiratorio inferior), respondendo por 60% e
46% dos casos, respectivamente. Criangas menores de seis meses de idade foram as mais
afetadas por este virus no que diz respeito aos casos de bronquiolite e
pneumonia/broncopneumonia (p<0,05), respondendo por 40,3% e 34,6% do total de casos,
respectivamente.

Os PIV e AdV foram relacionados principalmente com sintomas envolvendo o trato
respiratorio superior (TRS), sendo que 87,5% dos casos de infec¢do pelos PIV e 61,5% dos

casos de AdV ocorreram em casos de infec¢do do TRS.
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HRYV foram detectados em 25,0% dos casos de bronquiolite em criangas menores de 6
meses de idade e em 15,4% dos casos de pneumonia/broncopneumonia na mesma faixa etaria.
Para os influenzavirus, aproximadamente 2/3 (26/36) das infecgcdes por esses virus
envolveram o trato respiratdrio superior, enquanto que casos de doenca do trato respiratdrio

inferior responderam por 11,1% (4/36).

Tabela Il. Principais quadros clinicos em criancas com doenca respiratoria aguda de

acordo com a idade do paciente e 0 agente etioldgico, no periodo de 2001 a 2004

Sintomas Bronquiolite Pneumonia / BCP ITRS
ldade?® HRV VRS FLU PIV AdV| HRV VRS FLU PIV AdV [HRV VRS FLU PIV AdVv
<3 6 22 - 1 - 2 6 - - 1 3 7 1 - -
3-6 12 7 1 - - 2 3 2 - - 6 3 2 2 1
6—9 2 7 - - - - - - - 1 8 2 2 2 1
9—-12 2 4 - - 2 2 - - - - 4 1 2 1 1
12—24 1 2 1 - 1 3 2 - 1 - |15 10 12 5 4
>24 - 1 - - - - 1 - - - |13 6 7 4 1
Total 23 43 2 1 3 9 12 2 1 2 |49 29 26 14 8

“Idade em meses; BCP — broncopneumonia; °ITRS — infec¢des do trato respiratorio superior -

incluem gripe, resfriado e otite media aguda

Quanto a sazonalidade, os surtos de doencas respiratorias causadas por virus ocorreram
principalmente nos meses de menores temperaturas em Uberlandia (figura II). Casos de
infecgdes causadas pelo VRS foram detectados de fevereiro a junho — final do verdo até o
final do outono nessa regido, com pico de incidéncia em abril ¢ maio. Em adigdo, a
circulagdo do VRS mostrou um padrao alternado de incidéncia, onde nos anos de 2001 e

2003 foram registrados mais casos desses virus em relacdo aos anos de 2002 e 2004.
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O pico de ocorréncia dos FLU ocorreu logo apds, no meio do inverno, e se estendeu até o
final da estacdo. Casos de PIV e AdV foram detectados tanto nos meses mais frios quanto
nos mais quentes. Resultados similares foram observados para os HRV. Entretanto, para
este ultimo, um pico de incidéncia foi observado durante os meses mais frios,

principalmente em junho com 28% (31/112) dos casos.
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Figura Il. Incidéncia mensal dos virus respiratérios em criancas menores de cinco anos de idade detectados pelos métodos

de imunofluorescéncia indireta e transcricao reversa da reagdo em cadeia da polimerase, em Uberlandia, MG, no periodo

de 2001 a 2004

“Dados do Laboratorio de Climatologia e Recursos Hidricos/UFU; VRS — virus respiratorio sincicial; FLU A/B — influenzavirus

A e B: PIV 1/2/3 — narainfluenzavirus 1. 2 e 3: AdV — adenovirus: HRV — rinovirus
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5. DISCUSSAO

A aplicacao dos testes de imunofluorescéncia indireta (IFI) e de transcrigdo reversa da
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) permitiu a detecg¢do de virus em 75,5% (286/379)
das amostras de secrecao de nasofaringe de criangas menores de cinco anos de idade com
doenga respiratoria aguda. Em uma analise retrospectiva de cinco anos utilizando a técnica de
IFI, VIEGAS et al. (2004) detectaram um agente viral em 32,8% dos aspirados de nasofaringe
de criangas menores de cinco anos de idade com doenca do trato respiratorio inferior. LIN et
al. (2003), utilizando apenas isolamento viral em cultura de células, detectaram pelo menos
um agente viral em 40% das amostras clinicas de criangas com doenca do trato respiratorio
superior. MONOBE et al. (2003), em casos de criangas com otite media aguda, identificaram
um virus em 42% das amostras testadas utilizando a técnica de multiplex nested RT-PCR.
TAN et al. (2003), utilizando a técnica de PCR, identificaram um agente viral em pacientes
hospitalizados com asma ou com doenga pulmonar cronica obstrutiva em 52% dos espécimes
testados.

Particularmente no Brasil, SOUZA et al. (2003), para determinar a incidéncia de
episodios de infecgdes respiratdrias virais em criangas, detectaram um agente viral em 42.8%
das amostras testadas utilizando IFA. Ainda, TSUCHYIA et al. (2005) identificaram um
agente viral em 30% de amostras de aspirados de nasofaringe ou lavados broncoalveolares
utilizando shell vial culture e IFA. Dessa forma, os achados do presente estudo indicam a
importancia de se aplicar pelo menos dois métodos para aumentar a detec¢do de virus
respiratorios.

A deteccao do virus respiratorio sincicial (VRS) pela IFI em mais de 25% das
amostras, demonstra que este virus é um freqiiente agente causador de doenca respiratoria em

criangas, particularmente em individuos nos primeiros seis meses de vida. Alguns estudos
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apontam o VRS como uma importante causa de infec¢do respiratoria aguda em criangas
menores de cinco anos de idade, comparado com a freqiiéncia de outros virus respiratorios
(parainfluenzavirus, adenovirus e influenzavirus), onde a incidéncia do VRS variou de 20%
(IWANE et al., 2004) a 40% (KIM et al., 2000). Ainda, surpreendentemente, VIEGAS et al.
(2004) reportaram que o VRS foi o responsavel por quase 80% das infec¢des investigadas
pela imunofluorescéncia indireta em criancas menores de cinco anos de idade com doenga do
trato respiratorio inferior. Particularmente no Brasil, alguns relatos demonstram achados
similares, onde a incidéncia do VRS em diferentes cidades foi: 17% em Salvador (BA)
(MOURA et al. 2003), 18% em Botucatu (SP) (BOSSO et al. 2004), 22% em Ribeirdo Preto
(SP) (CINTRA et al. 2001) e 28% em Vitoria (ES) (CHECON et al. 2002).

O achado de que infeccdes pelo VRS foram associadas principalmente com
bronquiolite e pneumonia/broncopneumonia (60% e 46% dos casos, respectivamente),
demonstra que este agente ¢ uma importante causa de doenca do trato respiratério inferior,
como relatado por outros estudos (NASCIMENTO et al.,, 1991; VIEIRA et al., 2001;
MOURA et al., 2003; TSUCHIYA et al., 2005). Em adicdo, o fato de aproximadamente
metade das infecgdes pelo VRS ter ocorrido em criangas menores de seis meses de idade,
reforca achados de que individuos nesta faixa etdria sdo as mais propensas a desenvolver
doenga respiratoria por este virus, apesar da presenga de anticorpos maternos (QUEIROZ et
al., 2002). Ainda nessa mesma faixa etaria, foi observada gravidade de infecgdes por este
virus, pelos casos de bronquiolite e pneumonia/broncopneumonia (40,3% e 34,6% dos casos,
respectivamente), também inferindo a vulnerabilidade de criangas nessa idade frente a
infecgodes pelo referido virus.

A freqiiéncia e gravidade de infecgdes causadas pelo VRS principalmente em criangas
menores de seis meses de idade parece ser conseqiiéncia de eventos complexos e multi-

fatoriais, envolvendo especialmente fatores imunologicos (QUEIROZ et al., 2002; OGRA,
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2004). Apesar de lactentes serem relativamente imaturos em sua habilidade de elaborar uma
resposta imune contra infec¢des virais, anticorpos maternos parecem desempenhar importante
mecanismo de protecao (CROWE, 2001). Entretatnto, apesar de alguns estudos sugerirem que
lactentes nascidos com elevados niveis de anticorpos maternos neutralizantes anti-VRS
desenvolvem doenga branda (GLEZEN et al., 1981; OGILVIE et al., 1981), individuos nessa
faixa etaria sdo os mais afetados pelo VRS (QUEIROZ et al., 2002; AUJARD, FAUROUX,
2002; MOURA et al., 2003), conforme observado também no presente estudo. Porém, ainda
permanece obscuro se a gravidade da infec¢do poderia ser desencadeada por uma reagdo
cruzada entre anticorpos maternos VRS subtipos-especificos e diferentes variantes do virus.

Restricdes anatdmicas da arvore bronquica também podem contribuir para uma
elevagdo na freqiiéncia de infecgdes pelo VRS em neonatos, mediada pela hiper-reatividade
da substincia P e seu receptor NK1 nas células-alvo, principalmente na tenra idade
(PIEDIMONTE, 2001). Em adi¢do, ha uma hipdtese de que repetidas infecgdes respiratorias
poderiam induzir a uma maturagdo imune na crian¢a, diminuindo a gravidade ¢ o nimero das
doengas respiratorias com o aumento da idade (BENTEN et al., 2005).

A detecgao dos FLU, PIV e AdV em grupos etarios mais velhos, estd de acordo com o
que foi relatado em outros estudos (KIM et al., 2000; LIN et al., 2003; ERHART et al., 2004).
Nesses casos, 0s anticorpos maternos provavelmente poderiam prover um importante
mecanismo de prote¢do em criancas mais jovens (GLEZEN et al., 1997, CROWE 2001;
WOLF et al., 2004).

A detecgdo dos FLU em 9,5% dos casos indica que esse agente ¢ uma importante
causa de doenca respiratoria em criangas (HEIKKINEN et al., 2004), como relatado por
NEUZIL et al. (2002). No entanto, o nimero de casos positivos para os FLU pode ser
aumentado pela aplicagdo de métodos de diagnosticos baseados na PCR (ELLIS, ZAMBON,

2002). Em relagdo a nosologia, a maioria das infeccdes por esse virus neste estudo foram
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relacionados a sintomatologia branda, onde 2/3 dos casos de FLU foram relatados em criangas
com doenca do trato respiratorio superior, enquanto que doengas do trato respiratdrio inferior
foram observadas em 11,1% dos casos. Entretanto, se faz necessario estar atento quanto a
emergéncia de cepas potencialmente pandémicas que vém ocorrendo ao longo dos anos
(COX, SUBBARAO, 2000), como a cepa HSN1 (BARRERA, REYES-TERAN, 2005), cujo
recente surto epidémico vem coincidindo com surtos ocasionados pela referida cepa em aves
domésticas e selvagens no sudeste da Asia (GIRARD et al., 2005). No entanto, estudos
envolvendo basicamente aspecto epidemioldgico-molecular do virus vém provendo
importantes resultados quanto a elabora¢do de vacinas eficazes (GIRARD et al., 2005;
ARVIN, GREENBERG, 2006).

A deteccdo dos rinovirus (HRV) em 29,5% dos casos com doenga respiratoria
demonstrou que esses virus sdo freqiientes ndo apenas em adultos, mas também em criangas,
como relatado por ARRUDA et al. (1991) e SAVOLAINEN et al. (2003). Apesar de a
maioria das infecgdes pelo HRV ter ocorrido em criangas com doenga do trato respiratorio
superior, como demonstrado por HEIKKINEN, JARVINEN (2003), esses virus foram
detectados em 25,0% dos casos de bronquiolite em criangas menores de seis meses de idade e
em 15,4% dos casos de pneumonia/broncopneumonia nessa mesma faixa etaria, indicando
que esses agentes virais poderiam estar envolvidos em quadros mais graves do trato
respiratdrio inferior. Dados similares foram relatados por PAPADOPOULOS et al. (2002) e
HAYDEN (2004). Ainda, deve-se considerar co-infecgdes com outros patdgenos
(MALCOLM et al., 2001), além de doencas atdpicas (ndo avaliadas) e tenra idade que
também poderiam agravar a gravidade da doenga onde o HRV esteve presente (HEYMANN

et al., 2004; LEMANSKE et al., 2005).
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Em relacao ao género, o presente estudo indicou que meninos foram mais afetados pelos virus
pesquisados do que as meninas (dados ndo mostrados), em concordancia com outros estudos

(KIM et al., 2000; MONTO, 2002; SHEK, LEE, 2003).

De um modo geral, os virus respiratorios foram detectados principalmente durante os meses
mais frios e secos de Uberlandia, cujo clima ¢ tropical, caracterizado por uma alternancia de
invernos secos ¢ de verdes chuvosos. Os surtos epidémicos ocasionados pelos virus
respiratdrios apresentam um padrao diferenciado, conforme a regido estudada (SHEK, LEE,
2003). Em regides tropicais como Salvador, BA, os virus respiratorios foram detectados
principalmente nas estagdes chuvosas (MOURA et al., 2003), enquanto que em regides
subtropicais como Sao Paulo, SP (VIEIRA et al., 2001) e Porto Alegre, RS (STRALLIOTO et
al., 2001) os virus foram detectados durante os meses mais frios, similares aos achados de

Uberlandia, MG.

Neste estudo, o VRS foi detectado de fevereiro a junho, com pico de ocorréncia em abril e
maio (outono), como similarmente relatado em Ribeirdo Preto (SP) por CINTRA et al. (2001)
e em Vitoria (ES) por CHECON et al. (2002), ndo sendo detectado em outros meses. Em
regides com temperaturas mais frias durante o inverno, em comparagdo com Uberlandia,
como nas cidades de Sao Paulo (VIEIRA et al., 2001), Botucatu (BOSSO et al., 2004) e Porto
Alegre (STRALLIOTO et al., 2001), a circulagdo do VRS se estendeu até agosto. Um padrao
similar foi também observado em Buenos Aires, Argentina (VIEGAS et al., 2004). Assim,
aparentemente, a circulagdo do VRS acompanha baixas temperaturas em locais onde as
estagdes mais frias do ano sdo relativamente rigorosas. Em adi¢do, a circulagdo do VRS
mostrou um padrao alternado de incidéncia, sendo que em 2001 e 2003 ocorreram mais casos
do VRS em comparagdo com os anos de 2002 e 2004. Isso aparentemente pode ter sido

relacionado a temperaturas mais baixas na cidade nos meses frios dos anos de 2001 e 2003,
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em comparagcdo aos anos de 2002 e 2004, conforme registrado pelo Laboratério de

Climatologia, Instituto de Geografia, UFU.

A detecgao de um pico de circulagdo dos influenzavirus no més de maio sugere que esse virus
¢ mais comumente relacionado aos meses mais frios do ano, o que esta de acordo com outros
relatos (MONTO, 2002; SHEK, LEE, 2003; VIEGAS et al., 2004). De maneira similar, os
HRYV foram mais detectados durante os meses que apresentaram temperaturas mais baixas em
Uberlandia, em concordancia com o que foi relatado por MONTO (2002). Parainfluenzavirus
e adenovirus ndo demonstraram um aparente padrdo de circulagdo sazonal. Para este ultimo

virus, dados similares foram observados por SOUZA et al. (2003).

Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar a etiologia dos casos que apresentaram
resultados negativos ou indeterminados, podendo indicar a presenca de outros patogenos, tais
como bactérias, coronavirus (CoV) ou metapneumovirus humano (hMPV), este ultimo sendo
considerado uma importante causa de doenca respiratoria aguda em criangas de até 5 anos de
idade (KUIKEN et al., 2003). A nao deteccao de um virus nessas amostras pode ainda ser
decorrente de dificuldades relacionadas a metodologia, como tempo de coleta e manuseio no

processamento e no procedimento da coleta das amostras.

Ainda, a investigagdo de co-circulagio do HRV com outros patégenos, bem como do VRS
com hMPV, correlacionando gravidade clinica dentro deste contexto, serdo importantes num
futuro préoximo. Portanto, esfor¢os continuos sdo necessarios para um melhor entendimento
dos padroes de circulagao dos virus identificados, bem como para se iniciar uma consolida¢ao
de uma vigilancia epidemioldgica dos principais virus respiratérios que atingem criangas em

Uberlandia e regido.
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6. CONCLUSOES

e Os métodos de IFI e RT-PCR foram imprescindiveis para a detec¢do de um virus
em aproximadamente 2/3 das amostras clinicas de criancas com sintomas de

doenga respiratoria aguda.

e Os virus respiratorio sincicial (VRS) e rinovirus (HRV) foram os agentes virais
mais frequentemente detectados neste estudo, respondendo por 26,4% e 29,5% do

casos, respectivamente.

e Em criangas menores de seis meses de idade o VRS respondeu por 40,3% dos
casos de bronquiolite e 34,6% dos casos de pneumonia/broncopneumonia,
enquanto que o HRV foi identificado em 25,0% dos casos de bronquiolite € em
15,4% dos casos de pneumonia/broncopneumonia na mesma faixa etaria,
demonstrando a importancia desses agentes virais em casos de doenca do trato

respiratorio inferior em criangas menores de seis meses de idade.

e Os influenzavirus (FLU), parainfluenzavirus (PIV) e adenovirus (AdV) se
mostraram  importantes agentes causadores de doengas respiratorias,

principalmente em criangas mais velhas.

e A sazonalidade do VRS, HRV e FLU se mostrou aparentemente definida, pois
esses virus foram detectados principalmente nos meses mais frios, apesar de que
alguns casos de HRV foram registrados também em meses quentes. J4 o PIV e
AdV nido apresentaram um padrdo sazonal evidente, sendo detectados tanto nos

meses mais frios quanto nos mais quentes do ano.
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ANEXO A
FICHA CLINICA - PROJETO VIRUS RESPIRATORIOS

Atendimento:  / /

Prontuario:

Iniciais do nome:

Sexo: M F

Data do nascimento: /]
Duragdo da gestagdo: semanas (definir se é pré-termo ou nao)
Pais fumantes: sim ndo Pais atopicos: sim  ndo

Presenca de doenca de base (descrever qual patologia presente):

Cardiopatia sim néo
Displasia broncopulmonar sim ndo
Imunodeficiéncia sim  ndo
Outras (definir qual) sim  nao

Descri¢ao sumaria do quadro clinico:

Febre (duragao): Dor de garganta sim nao
Coriza (duracdo): Dor no corpo sim ndo
Tosse (duragao): Mal estar sim  ndo
Secregdo e hiperemia ocular: Espirros sim ndo
Outros:

Freqiiéncia respiratoria: irpm

Apnéia no P.S. ou durante internagdo (>20 seg c/ cianose ou bradicardia): sim néo
Chiado (sibilos): sim ndo
Murmdrio vesicular:

Retragdes toracicas (tiragens): sim  ndo

Gasometria arterial sat. O2 em ar ambiente e com O2
PCO2
pH
RX de térax ~ Hiperinsuflacio sim nao
Consolidacao sim nao
Atelectasia sim nao
Admissao:  /  / enfermaria UTI
Ventilagao artificial: sim (nimero de dias: ) ndo
HD:
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ANEXO B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisa de virus respiratdrios e aspectos da resposta imune em espécimes clinicos obtidos de
criancas de 0-5 anos de idade de regides do Triangulo Mineiro, MG

Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Sr. Pais/Responsaveis,

Os virus respiratdrios sdo os principais agentes causadores de doenca respiratoria aguda em
criangas menores de cinco anos de idade, razdo pela qual a equipe de Virologia da UFU vem
desenvolvendo pesquisa nesse assunto.

A detecgdo do agente viral que esta causando a infec¢do em seu filho, além de auxiliar o
médico a trata-lo, ird fornecer informacdes para trabalhos sobre mecanismos de infec¢do e sobre a

circulagdo dos principais virus respiratorios em nossa regido.

E importante lembrar que a participacio neste estudo é voluntaria, que o nome de seu filho

ndo sera divulgado e que as amostras clinicas ndo serdo utilizadas para nenhum outro estudo.

Se for do seu consentimento a coleta de secrecdo de nasofaringe (aspirado) e de  2-3mL de

sangue de seu filho, favor assinar este documento.

Uberlandia: /I

Nome do pai/mae ou responsavel:

Assinatura:

Médicos responsaveis:

Profs. Drs. Orlando César Mantese e Hélio Lopes da Silveira

Coordenadora do Projeto:

Profa. Dra. Divina A. O. Queir6z

(34) 3218-2664
Comité de Etica em Pesquisa da UFU - (34) 3239-4131
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