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RESUMO

Introdugdo: Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a infecgao
aguda do trato respiratério inferior € a quarta maior causa de morte no mundo.
O Virus Sincicial Respiratério humano (VSR) é reconhecido como a causa mais
importante de infecgao do trato respiratério inferior (ITRI) em criangas. Até dois
tercos das doencas pulmonares mais graves em lactentes no Brasil sdo
causados pelo VSR. Objetivo: O presente estudo teve como objetivo investigar
a ocorréncia do VSR, seus subtipos (VSR A e VSR B) e carga viral
apresentada em pacientes atendidos no servigo pediatrico do Hospital da
Crianca e Maternidade (HCM), referéncia em atendimentos pediatricos em Sao
José do Rio Preto, SP, durante o periodo de Julho/2015 a Outubro/2016, além
de avaliar seus aspectos clinicos através de uma ficha direcionada a esta
investigacado. Todo o estudo foi realizado mediante a aprovacdo do comité de
ética. Material e Métodos: Foram analisadas amostras de swab respiratorio de
criangas entre zero a quatro anos de idade, hospitalizadas por apresentarem
quadro de infecgao respiratoria aguda (IRA). Também foram preenchidos,
pelos responsaveis pelas criangcas, uma ficha de informagdes clinicas dos
pacientes e o termo de consentimento para participacdo no estudo. As
amostras foram submetidas ao exame molecular especifico para deteccao de
VSR por meio de protocolo de PCR real time. Resultados: No total, 86
amostras foram coletadas, das quais 47 (55%) apresentaram positividade para
o agente investigado. Destas, 27 foram isolados de pacientes do género
feminino e 19 do género masculino. Um paciente ndo teve seu género

registrado na ficha clinica. O VSR B foi o subtipo que mais atingiu a populacao
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estudada (N= 81) em ambos os géneros, porém o VSR A foi o subtipo que
apresentou a maior carga viral entre as amostras investigadas. Criangas
menores de seis meses de idade apresentaram maior positividade global e
diferenga estatistica importante (p<0,05). Os sintomas clinicos com diferenga
estatistica significativa, investigados através dos questionarios clinicos foram
coriza, tosse e chiado e estdo de acordo com os relatos ja descritos como
presentes na bronquiolite por VSR. Conclusdes: Os resultados obtidos no
presente estudo reforcam a importancia de se identificar a ocorréncia do VSR
em populagdes de risco auxiliando na construgdo de medidas de controle e

prevencao mais eficazes contra estas infecgdes.

Palavras Chave: Infecgcdes Respiratérias Agudas; Virus Sincicial

Respiratorio; Populagao Pediatrica; Bronquilite; Hospitalizac&o.
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ABSTRACT

Introduction: According to the World Health Organization, the acute lower
respiratory tract infection is the fourth leading cause of death worldwide. Human
Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is recognized as the most important cause
of Lower Respiratory Tract Infection (LRTI) in children. Up to two thirds of the
most serious pulmonary diseases in infants in Brazil are caused by HRSV.
Objective: The present study aimed to investigate the occurrence of HRSV and
its subtypes (HRSV A and HRSV B) in patients that have been attended in the
pediatric service of the Hospital of Children’s Hospital and Maternity, HCM, a
reference in pediatric care in Sdo José do Rio Preto, SP, during the period from
July / 2015 to October / 2016. Material and Methods: Respiratory swab
samples have been collected from children between zero and four years of age,
that were hospitalized for acute respiratory infection (ARI). The clinical
symptoms were investigated through a clinical questionnaire filled out by each
of their responsibles, along with the consent term. The samples have been
submitted to specific molecular tests for detection of HRSV by means of a real
time PCR protocol previously described in the literature. Results: A total of 86
samples were collected, out of them, 47 (55%) presented positivity for the
investigated agent. Out of these, 27 female patients and 19 males. One patient
did not have his gender reported. HRSV B was the subtype that most affected
on the studied population, both genders, but HRSV A was the subtype that
presented the highest viral load among the samples investigated. Children
younger than six months of age have presented greater global positivity and

significant statistical difference (p <0.05). The clinical symptoms with significant



statistical difference were as follow: coryza, cough and wheezing. They were in
accordance with the reports already described as characteristic of HRSV
bronchiolitis. Conclusions: The results obtained in the present study reinforce
the importance of identifying the occurrence of HRSV in populations at risk,
providing more effective control as well as the prevention of measures against

these infections.

Keywords: Acute respiratory infection; Human Respiratory Syncytial

Virus; pediatric population; bronchiolitis; hospitalization.



1. INTRODUCAO

No ano de 1961, Adams et al. notaram um surto de infecgdo respiratoria
em criangas, as quais apresentavam, em suas amostras, caracteristicas como
formacao de sincicios resultantes da fusdo de células infectadas e
diagnosticaram entao, nestes pacientes, infeccao pelo o recém-descoberto Virus
Sincicial Respiratério Humano (VSRH)".

Este agente foi isolado anteriormente, em 1956, por Morris et al. em
secrecao de primata (chimpanzé) que apresentava sintomatologia caracterizada
por tosse, espirros e secregao nasal purulenta e por tal, foi denominado agente
da coriza do chimpanzé. Posteriormente, Chanock et al. demonstraram
semelhancgas entre o virus isolado em chimpanzés e outro, isolado em criangas
com quadro de pneumonia e laringotraqueobronquite, descrevendo a
caracteristica histopatologica semelhante entre os dois agentes, os sincicios
celulares, além de descreverem a apresentagdo classica da doencga: tosse,
coriza, chiado ??,

O virus sincicial respiratério causa, frequentemente, infecgdes no trato

respiratorio inferior de individuos que apresentam o sistema imune imaturo,

suscetivel ou fragilizado, principalmente recém nascidos, criangas e idosos .

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do VSR



A familia Paramyxoviridae engloba as seguintes subfamilias:
Paramyxovirinae e Pneumovirinae. O VSRH pertence ao género Pneumovirus,
dentro da subfamilia Pneunovirinae. Diferente dos outros paramixovirus, o VSR
nao apresenta atividades de hemaglutinina e neuraminidase, e reinfecgdes
ocorrem varias vezes durante a vida até mesmo em idosos®.

Os virus da familia Paromyxoviridae sao pleomoérficos (nédo possuem forma
definida) de tamanhos variaveis; as particulas virais sao por sua vez compostas
por um nucleocapisideo e um envelope, constituido por uma bicamada lipidica
que é derivada da célula do hospedeiro®. Estudos in vitro demonstraram que
esse agente é capaz de induzir a formagao de células gigantes sinciciais e,
devido a sua afinidade pelo trato respiratério, foi denominado Virus Sincicial

Respiratério”.
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Figura 1 — Sincicio celular formado em decorréncia do efeito citopatico do
VSR.®)

O virus apresenta um genoma viral de aproximadamente 15.000
nucleotideos na forma de RNA fita simples de polaridade negativa®®. O Genoma
do VSR (figura 2) codifica aproximadamente 10 proteinas, sendo duas né&o

estruturais (NS). Em sua face interna temos a nucleoproteina (N), a fosfoproteina



(F) e a polimerase viral (L), sendo as duas primeiras as regides mais
conservadas do genoma. No envelope temos a glicoproteina SH — proteina
hidrofébica pequena ou small hydrofobic; glicoproteina G — proteina de ligagéo
do receptor e a glicoproteina F — proteina de fusdo. A glicoproteina M ou proteina
de matriz € uma proteina que se localiza na parte interna do envelope viral e a
M2 esta relacionada com a replicagdo do RNA viral®'?.

Os VSR séo divididos em dois grupos antigénicos, A e B, baseados em
reagcdes com anticorpos monoclonais contra a glicoproteina G e, posteriores,
analises do genoma viral. O grupo VSR A apresenta 12 gendtipos (GA1 — GA7.
SAA1, NA1, NA2, ON1 e ON2) e 0 VSR B apresenta 24 gendtipos (BA1-BA12,

GB1-GB5 e SAB1-SAB4, URU1-URU2 e THB)"".

Human respiratory syncytial virus

T OO 00 1 :

NS NS N P MSH G F M2 L

Figura 2 — Esquema do genoma viral de RNA de Fita simples unico e com

sentido de leitura negativo, que codifica 10 proteinas'®.

2.2 Aspectos Epidemiologicos

As infecgdes agudas do trato respiratério inferior sdo a quarta maior causa
de morte no mundo!"®. Essas sindromes respiratérias, quando causadas por
virus, variam desde resfriados comuns até pneumonias fulminantes. Virus até

entdo considerados como causadores de resfriados comuns, tém sido



recentemente associados a quadros de pneumonias em criangas, com a
necessidade de hospitalizacdo!"™. O VSR é reconhecido como a causa mais
importante de Infecgdes do trato respiratério inferior (ITRI) em criangas!'? 131419,

A populagdo pediatrica € particularmente vulneravel as infecgbes
respiratorias de etiologia viral e com o aprofundamento da investigacdo das
sindromes respiratorias infecciosas, demonstra-se cada vez mais que alguns
virus, em especial o ja bem conhecido virus sincicial respiratorio, sao
responsaveis por quadros de variada intensidade!’®. Segundo um estudo de
coorte realizado por Arruda et al., até dois ter¢os das doengas pulmonares mais

graves em lactentes, no Brasil, sdo caudadas por VSR,

2.2.1 Transmissao viral

O VSRH é transmitido principalmente pelo contato direto com secrecoes
respiratorias contaminadas ou inalacdo de goticulas derivadas de tosse ou
espirro. Apresenta alta viruléncia e patogenicidade quando localizado em
mucosas nasais € orais, qualquer que seja a fonte de infecgdo. O virus
permanece viavel em roupas, aventais, pijamas e lengos de papel por volta de
45 minutos; sobre superficies planas e ndo porosas, como grades de berco e
estetoscopios, por aproximadamente 6 horas; luvas cirurgicas cerca de 90
minutos e nas maos, por menos de 1 hora''®.

Medidas de controle nos hospitais devem ser tomadas para evitar a
disseminagéo desse virus em criangas internadas, uma vez que mais de 45%

dos contatos adquirem esse tipo de infeccdo. As recomendacdes sao para



isolamento do paciente acometido em quarto separado individual ou em conjunto
com outras criangas infectadas, para assim diminuir a transmissao do virus e
inclui, também, técnicas de barreira (luvas, mascaras, aventais), selegdo e
separagao de enfermeiras e restricdo as visitas. Medidas como lavagem das
maos, sdao de fundamental importancia na diminuicdo do contagio tanto em
ambientes pediatricos, quanto em locais fechados como creches e escolas'”.

O VSR ¢ altamente contagioso, com periodo de incubacao que pode variar
de quatro a cinco dias. A entrada do virus em uma Unidade de Cuidado Intensivo
em Pediatria pode ser altamente devastadora. O trato respiratério inferior é
afetado em aproximadamente 25% a 33% dos casos; e aproximadamente 1%
dessas criangas evoluem para um estado grave. A cada ano, aproximadamente
95.000 criangas sao internadas nos Estados Unidos com essa virose. As
epidemias causadas por este virus ocorrem todos os anos em diversos lugares
do mundo, com taxas anuais globais em torno de 64 milhdes de infectados e

cerca de 160.000 mortos® 7.

2.2.2 Sazonalidade e Populagdes de Maior Risco

As infecgdes causadas pelo VSR tem distribuicdo universal. O virus segue
um padrao sazonal bem caracteristico. Em regides tropicais, o VSR se comporta
de maneira distinta, tendo maior prevaléncia em meses mais frios do ano que
vao do outono ao comego da primavera e apresentando maior prevaléncia no
inverno, onde a umidade relativa do ar pode variar de 45-65% ou menos'”.

Ambas as linhagens de VSR, A e B, podem circular durante um mesmo periodo



epidémico, mas, em geral, os episddios atribuidos a cada cepa variam de um
ano para outro, e também de um local para outro'”.

No Brasil, embora ndo haja vigilancia epidemioldgica oficial para o VSR,
estudos em diversas regides do pais e os dados de hospitalizagdo por
bronquiolite, a principal manifestacao clinica da doenca, nos indica que a carga
da doencga entre nds assemelha-se aos relatos mundiais'”'®). A sazonalidade
varia de regiao para regiao. No sul, o pico do VSR ocorre mais tardiamente entre
abril e até setembro, concomitante com a estagao do virus influenza. Na regiao
norte, o VSR circula especialmente no primeiro semestre, no periodo de chuva
intensa na regido, co pico de ocorréncia no més de abril. No sudeste, nordeste
e centro oeste, predomina a circulagdo de marco a julho''®.

Outros dois importantes fatores a considerar sdo: a relagao estreita, cada
vez mais demonstrada, entre infeccdo precoce grave por VSR e sibilancia
recorrente!’®, e o crescente aumento em todo o mundo do ndmero de
hospitalizagdes por bronquiolite. Nos EUA, nos ultimos 20 anos, houve uma
duplicagao nas taxas de hospitalizacdo de lactentes por infecgao pelo VSR. No
Reino Unido essas taxas triplicaram nos ultimos 25 anos. Em Sao Paulo
observou-se um aumento de 70% nas Ultimas duas décadas!'”819).

Em estudos distintos realizados por Bonfim et al.?®), o VSR foi detectado
em aproximadamente 5,8% dos casos estudados (782 amostras, em 2 anos).
Infeccbes graves ocorrem em criangas com doengas cardiacas congénitas e
imunodeprimidos, apresentando, nestes casos, uma mortalidade severa®”.

Em estudos realizados por Salomé&o Junior et al. (2011) — figura 3 - 0 VSR

foi detectado em aproximadamente 29,3% dos casos estudados de criangas



internadas por infecgdo aguda das vias aéreas inferiores (290 amostras, em dois
anos). Este estudo realizado na cidade de S&o José do Rio Preto entre os anos
de 2004 e 2005, mostrou alguns dados sobre a distribuicdo das internagdes
causadas pelo VSR entre os meses do ano da pesquisa, comparativamente ao

total de internagdes por infeccdes das vias aéreas'®?.

Numero de internagoes
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Figura 3 — Distribuicdo mensal da ocorréncia do VSRH na cidade de Sao José

do Rio Preto®?.

Todas as criangas com até trés anos de idade ja foram em algum momento
infectadas pelo VSR, sendo que cerca de 60-70% foram infectadas até o final do
primeiro ano de vida. Sabe-se também que as infecgdes pelo VSR podem
ocorrer inlimeras vezes durante toda a vida das pessoas®.

A infeccao pelo VSR em criangas mais velhas pode ser um quadro mais

atenuado. Ja em criangas de menor idade, com o sistema imune imaturo e junto

a outros fatores, pode levar o paciente a internagcdo em Unidades de Terapia



Intensiva ou até mesmo ao dbito, se ndo for tratado corretamente®. O VSR
pode ser detectado em cerca de 40% dos lactentes com idade inferior a seis
meses de vida e podem acarretar um quadro clinico com bronquiolite e
pneumonia®®.

O VRSH acomete sim adultos saudaveis, porém nestes a infeccdo se
resolve em uma semana aproximadamente e ndo apresenta evolugao do quadro,
sendo o virus eliminado sem complicacdes ou seqiielas da infecgao®?".

Outros fatores associados ao risco aumentado de doenga grave em
individuos infectados sdo a doenga pulmonar crénica, cardiopatia congénita,
prematuridade, imunodepressao ou pacientes que estejam
institucionalizados®®.

No ano de 2011, segundo o Instituto Adolfo Lutz, ocorreu um predominio
do VSR no Estado de Sao Paulo, em cerca de 54% das amostras respiratorias
coletadas®®. Segundo Boletim Epidemiolégico, no ano de 2013 houve um
aparecimento do VSR na América Central e Caribe. No Brasil, no mesmo ano, o
VSR teve prevaléncia no inicio do ano e nos meses de marco a abril®”. Ja em
2014, a detecgdo do VSR se estendeu até fim de agosto®®.

Nos anos de 2015 e 2016, o VSR circulou desde o primeiro trimestre e

manteve sua sazonalidade mesmo com o aumento dos casos de influenza A

H3N2 em 2015 e de influenza A H1IN1 em 2016?30,

2.3 Manifestacgoes Clinicas



O VSR pode causar varios espectros de doencas no trato respiratério
(figura 4), passando por uma gripe comum leve em adultos até um quadro clinico
mais grave como pneumonia e bronquiolite em recém-nascidos® 2%,

Devido a inflamagao nos bronquiolos, ocorre um bloqueio de ar e uma
menor ventilagdo. Clinicamente o paciente pode apresentar um quadro geral
com febre baixa, tosse, taquipnéia (aceleragao do ritmo respiratério), dificuldade
na respiracao, taquicardia (aceleragdo dos batimentos cardiacos), e sibilancia
(chiado) ao respirar. Eventualmente a bronquiolite € autolimitada, ou seja, tende
a melhorar em alguns dias ou semanas; porém pode ser preocupante quando
observada em bebés. Ela pode ser fatal em prematuros, pacientes com doencgas

pulmonares e imunocomprometidos®>".

~ Trato Trato
Ducto Nariz
alveolar '
. Faringe
Alvéolo
. Laringe
Traquéa ) ’
Bronquio

Figura 4 — Representagao esquematica do trato respiratorio superior e trato
respiratorio inferior.

Fonte: http://iaquk.org.uk/Resourcesrespitatpry.html(Adaptado)
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A infecgdo do trato respiratorio superior leva a rinorréia (nariz escorrendo)
e € muito comum em criangas e adultos. As doengas mais graves no ducto
respiratorio inferior levam a bronquiolite, na sua maioria em bebés, onde cerca
de 1% dessa populacédo desenvolve uma forma mais grave da doenga podendo
ocasionar a internagéo destes pacientes® 2%,

Criangas que foram contaminadas pelo VSR e mostraram um quadro
clinico de bronquiolite e pneumonia podem, posteriormente, se recuperar quase
que completamente. Porém, em alguns pacientes, a fungdo pulmonar pode se
mostrar anormal por anos apds sua infecgéo. E possivel que pacientes mais
susceptiveis ao VSR, desenvolvam uma forma mais critica da doenga devido a
inumeros fatores. Cerca de um terco das criangas infectadas adquirem infecgéao

no ouvido®¥.

2.3.1 Bronquiolite Viral Aguda (BVA)

A bonquiolite, segundo Silveira, tem como definigao®?:

Bronquiolite viral aguda (BVA) é definida como uma
sindrome respiratéria causada pelo VSR, onde ocorre
presenca de sibilancia (chiado), taquidispnéia (aumento do
fluxo respiratério), retragbes intercostais em criancas
menores de dois anos de idade (lactantes); onde é visivel

por meio de Raio-X hiperinsuflagdo pulmonar (onde nao
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ocorre total saida de ar dos pulmdes) e infilirados nos

pulmdes. Saturagao de Oxigénio (SO?) &€ menor que 90%.

A BVA é a principal sindrome clinica causada pelo VRS, sendo este o
principal agente etiolégico dessa doenga e causando inumeras internagdes de
criangas menores de dois anos de idade ao redor de todo o mundo. Até o
momento nao foi definido o mecanismo pelo qual o VSR causa a BVA nesses
pacientes, contudo ainda se pesquisa porque alguns pacientes pediatricos
entram em Obito e outros se apresentam assintomaticos. Estudos mostram que,
além do fator imune deficiente, fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos
nesse mecanismo®®. Nos EUA ocorrem cerca de 4.000 mortes por ano devido
a BVA grave. No Brasil essa taxa varia de 41,7% a 83,6% do total de casos de
BVA sendo a maior parte dos casos em criangas menores de cinco anos de
idade. Em paises mais desenvolvidos essas taxas sdo mais baixas em
comparacao ao Brasil®* 3.

Criancas prematuras correm maior risco de desenvolverem BVA pelo fato
de seus pulmdes ainda ndo estarem completamente desenvolvidos, possuirem
ou nao doengas pulmonares crénicas e doengas cardiacas congénitas. Esse
risco pode ser sete vezes maior se comparado aquelas criangas que tém os
pulmdes bem desenvolvidos e ndo possuem doencas cardiacas®* 3.

A ventilagdo mecanica pode ser necessaria como suporte no tratamento
para essa doencga, que se apresenta junto aos seguintes sintomas: rinorréia,
tosse e febre acompanhado de coriza podendo, com a evolugao do quadro, levar

a taquipnéia e dificuldades para respirar (respiragdo acelerada)®* 3.
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Um estudo realizado no Sul do Brasil, no ano de 2011, mostra que o

principal causador de BVA é o VSR (figura 5). Outros virus como ADV, RiV, PIV

1,2 e 3, FLU e hMPV também colaboram na causa dessa sindrome clinica®®.
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Figura 5 — VRSH como maior causador de BVA; seguido de outros virus como
FLU e PIV®?),

2.4 Morbidade e Mortalidade

O virus respiratério sincicial humano € uma grande ameaca a saude de
criangas. Sendo considerado a principal causa de ITRI em criangas pequenas
de paises em desenvolvimento e desenvolvidos; com cerca de
aproximadamente 34 milhdes de novas ocorréncias por ano em todo o
mundo?®3").

Tanto nos paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento,

doencas respiratorias contribuem para uma grande taxa de morbidade e
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mortalidade; sendo responsavel por 25 a 33% do total de mortes em criancgas
menores de cinco anos de idade®®®.

Uma grande preocupagdo com o0s virus respiratérios vem ganhando
destaque quando dados da comunidade cientifica passaram a associar estes
agentes infecciosos com a exacerbacdo da asma, identificando o rinovirus
humano como principal responsavel pelo desequilibrio na homeostase
imunoldgica do sistema respiratério, seguido pelo VSR e, consecutivamente,
pelo adenovirus, virus Influenza, entre outros®?.

Deve-se ter uma maior atencdo a saude de grupos prioritarios como
criangas, idosos e pessoas com sistema imune comprometido, para que
futuramente possam se desenvolver e consolidar estratégias de combate a
mortalidade e morbidade e promover uma melhor qualidade de vida para estes
pacientes. Agdes e boas praticas como uma simples lavagem das maos devem
ser adotadas para que as infecgdes por este tipo de virus diminuam. Essas a¢des
devem ser colocadas em pratica no dia-a-dia®?.

As estatisticas mundiais mais recentes da OMS registram que 15mil
criangas ainda morrem, por dia, devido a causas evitaveis, e as infeccbes do
trato respiratorio inferior fazem parte destas causas. A organizacao publicou, em
2018, um documento propondo metas aos seus paises membros com o intuito

de reduzir a mortalidade neonatal e de criangas menores de cinco anos até

2030“",

2.5 Patogenia e Imunidade
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Segundo MURRAY et al.®), 0 VSR produz uma infecgao localizada no trato
respiratorio inferior. Como o préprio nome diz, o VSR induz formacéao de sincicio;
um efeito patolégico da invasao direta do VSR no epitélio respiratério inferior.
Em seguida ocorre lesdo celular imunomediada. A necrose dos brdonquios e
bronquiolos leva a formagao de muco, material necrosado e fibrina dentro dos
ductos de entrada de ar nos pulmdes. Em bebés esses ductos sdo rapidamente
obstruidos por esse tipo de secrecdo acumulada. A imunidade natural (resposta
imunolégica inata) nado evita a infecgado por esse virus e a vacina com virus
inativado pode exacerbar a gravidade da doenga levando o paciente, sendo ele
crianga ou idoso, & morte®,

Nao existe tratamento especifico a esta infeccdo, e os pacientes
comprometidos de maneira mais severa sao internados e recebem tratamento
de suporte, como hidratagao, oxigenacéo e fisioterapia respiratoria, apresentado
com isso boa evolugao. Sdo de extrema importancia, o emprego de medidas de
controle de surtos na comunidade e em ambientes hospitalares!'®.

A melhor medida profilatica atualmente existente € o palivizumab, um
anticorpo monoclonal, IgG1 humanizado, direcionado ao epitopo antigénico da
proteina A, que promove a fus&o do virus na célula hospedeira. E administrado
em pacientes considerados vulneraveis a infecgcao por VSR, uma vez ao més,
por no maximo cinco doses. A imunizagao passiva € distribuida pelo Ministério
da Saude no periodo de sazonalidade do virus!"®.

Estudos de vacinas contra o VSR tem sido realizadas sem, contudo, ainda
apresentar sucesso. O projeto mais recente, que se mostra promissor, tem

investigado a imunogenicidade de uma subunidade da proteina F, VRC-
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RSVRGP084-00-VP (DS-Cav1), de forma isolada e com adjuvantes. A

conclus&o do estudo esta prevista para o ano de 20202,

2.6. Coinfecgao

Sendo o VSR o causador mais frequente das internacbes em criancas
menores de um ano de vida, como ja citado, a sua investigacdo é importante
nesse periodo de vida*®.

Com a descoberta de técnicas de diagnéstico mais sensiveis como a
gPCR, descobriu-se que bactérias e virus levam a um aumento significativo nos
casos de pneumonia e varios casos de coinfeccao do trato respiratério séo
causados por esses agentes etioldgicos*?.

Varios virus sao expressivos agentes etioldgicos causando infecgdes
juntamente com o VSR. As coinfecgdes virais ganharam uma maior visibilidade
logo apds a introducdo de métodos de biologia molecular como a PCR no
diagnodstico destes agentes®®4**% Metapneumovirus humano (hPMV);
Adenovirus (ADV); Parainfluenza (PIV)1, 2 e 3; Influenza (FLU) A e B; Rinovirus
(RiV); Bocavirus e Coronavirus aparecem junto com o VSR em amostras de

criangas investigadas (Tabela 1),
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Tabela 1: Relagao das coinfeccbes em amostras de criangas durante um
estudo de 200749,

VRSH MPVH VPIH3 Adenovirus InflA VPIH1 TOTAL
VRSH 68 05 02 02 03 01 81
MPVH 05 49 01 04 01 - 60
VPIH3 02 01 20 04 01 - 28
Adenovirus 02 04 04 13 - - 23
Influenza A 03 01 01 - 12 - 17
VPIH1 01 - - - - 01 02

* Numero de amostras contendo cada conjunto de virus (linha x coluna). Infecgdes simples em negrito, Infl A = virus influenza A; MPVH = metapneumo-
virus humano; VPIH1 = parainfluenza humana I; VPIH3 = parainfluenza humana I1I; VRSH = virus respiratorio sincicial humano.

Bonfim et al., em um estudo na cidade de Sao José do Rio Preto, também
mostra esses patdgenos virais como sendo os responsaveis das IRA em
criangas pequenas; pois as mesmas podem ser mais suscetiveis devido a
caracteristicas fisioldgicas, imunoldgicas e anatdémicas®’. Porém, a ocorréncia
do VSR nao fica restrita apenas as criangas. ldosos, com uma imunidade mais
baixa ou comprometida em comparacdo com adultos saudaveis, estdo mais
suscetiveis a estas viroses respiratorias®.

Poucos estudos relatam coinfeccdo de ambos os subtipos virais, VSRA e
VSRB, porém sabe-se por achados na literatura que, apesar de pouco
conhecidas e sem muitos esclarecimentos sobre possiveis complicagdes

clinicas, este tipo de infeccdo ocorre®’4®).

3. JUSTIFICATIVA

Infecgbes respiratorias virais estao entre as doencgas que apresentam maior

morbidade e mortalidade em todo o mundo, principalmente na infancia®?.
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Estudo realizado pela Organizagdo Mundial de Satde em 2004®°® descreve que
as infecgdes respiratérias virais sdo a terceira causa de morte independente da
idade, com aproximadamente 4,2 milhdes de mortes a cada ano. Nos paises em
desenvolvimento, como €é o caso do Brasil, essa doengca causa
aproximadamente 900 mil mortes a cada ano. Além de tudo, sdo a principal
causa de atendimento meédico no mundo, causando assim grande impacto
econdmico no sistema de satde®". No Brasil, em 2013 as doencas respiratdrias
virais responderam por 11,4% das mortes no pais, € 12,5% dos 6bitos na regido
sudeste®?.

Em criancas até cinco anos de idade, as Infec¢cdes Respiratérias Agudas
de origem viral possuem um impacto mais significante; das 10,4 milhdes de
mortes anuais, 17% (1,8 milhdes) sdo causadas por virus, anualmente®. A
epidemiologia do VSR como causador desta infeccdo em criancas ja € bem

estabelecida®® %

, porém a sua sazonalidade ainda permanece pouco estudada
em algumas regides. A massificacdo da utilizacdo dos métodos moleculares,
principalmente na area de pesquisa cientifica, proporcionou novos
conhecimentos a respeito da ocorréncia e epidemiologia dos virus respiratérios,
criando uma nova area denominada epidemiologia molecular. A PCR em tempo
real, mais sensivel quando comparada a PCR convencional, tem aberto novos
horizontes para a detecgao laboratorial dos agentes virais em geral®®.

E importante considerar nesse caso que desde a pandemia de 2009, foi

estabelecida uma forte rede de vigilancia sobre os virus influenza no pais e no

mundo. Dados regionais sao gerados semanalmente pela vigilancia
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epidemioldgica do estado de Sao Paulo junto ao Instituto Adolfo Lutz, tanto para
a sindrome gripal quanto para sindrome respiratoira aguda grave®®.

O desenho do presente estudo pode fornecer dados iniciais para um melhor
entendimento da infeccdo por VSR ja que a rede de vigilancia sobre a
epidemiologia molecular do VSR nao esta reforgada e, recentemente, passou a
existir um atendimento mais especializado em agravos infantis pela abertura do
Hospital de Crianca e Maternidade junto ao Hospital de Base de Sao José do
Rio Preto e FUNFARME.

Estudos nacionais em sua maioria sdo do tipo transversal e dificiimente
avaliam a evolugao dos pacientes infantis com doenga respiratoria viral. Somado
a esse fato, dados sobre pacientes hospitalizados e ambulatoriais podem
demonstrar o possivel papel do VSR em infec¢des graves, bem como qual tipo
afeta mais a populagao local.

Como um resultado adicional do presente estudo pode também ocorrer o
inicio da instalacdo de uma rotina para deteccao molecular de VSR para o
hospital pediatrico, auxiliando assim o corpo clinico com medidas de prevengao
e controle de possiveis surtos, bem como, auxiliar o manejo clinico dos pacientes

infectados.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
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Estudar casos de infecgdes por VSRH em populagao pediatrica atendida

em hospital terciario da regido sudeste do Brasil.

4.2 Objetivos especificos

| - Determinar a ocorréncia de infecgao respiratéria aguda causada pelo
Virus Sincicial Respiratério em criangas de zero a 12 anos hospitalizadas.

Il — Verificar o tipo de VSRH que predominou na populagéo estudada.

lll - Estudar os aspectos clinicos da doenga respiratdria aguda por VSR e
e verificar se estes, junto aos dados laboratoriais encontrados no estudo,

corroboram com os ja descritos na literatura.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Populacao do estudo

A populacdo estudada constituiu-se de criangas com idade de zero a 12
anos, com quadro clinico de infecgao respiratéria aguda. As amostras e dados
foram coletadas durante os anos de 2015 a 2016, apos convite de participacao
voluntaria no projeto aos responsaveis pelas criangas e prévia aprovagao do

Comite de Etica em Pesquisa (CEP) da FAMERP.

5.2 Coleta de dados
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Apos os devidos esclarecimentos aos pais ou responsaveis pelo menor e
assinatura do termo de consentimento informado, foi realizado preenchimento
da ficha com os dados clinicos (Anexo 1). Esta ficha investigou dados sobre
tempo de inicio de sintomas até o momento da coleta, sintomas respiratorios
(tosse, coriza, dor de garganta e dispnéia) e sintomas gerais (febre, cefaléia,
mialgia e calafrio). Também foram coletados dados sobre vacinagao prévia
contra o virus influenza. O colaborador do estudo responsavel pela coleta destes
dados e amostras foi uma aluna e funcionaria do quadro de enfermagem do HCM
e, enquanto os pais e responsaveis, apos autorizarem a participagao no estudo
e assinarem o termo de consentimento, preencheram a ficha clinica a

profissional realizava a coleta do material.

5.3 Coleta e processamento das amostras

Foram coletadas amostras de swab nasal e swab de nasofaringe. Todas as
coletas foram realizadas por profissional especializado e treinado.

Uma vez coletada, a amostra foi encaminhada imediatamente para o
laboratério, aliquotada e congelada a —80°C para posterior processamento por

método molecular gPCR.

5.4 Extracao de acidos nucléicos

Os acidos nucléicos foram extraidos diretamente das aliquotas separadas

anteriormente (mantidas a -80°C) para o qPCR utilizando-se Kits para extracao
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de RNA - “QlAamp Viral RNA extraction Kit’ (Qiagen, Alemanha), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Apds a extracdo, o material foi estocado em

freezer -80°C até o momento de sua aplicagdo na PCR em tempo real.

5.5 Cepas de virus controle

As cepas do VSR A e B usadas como controles positivos das reagdes,

foram previamente sequenciadas para definicido dos subtipos e gentiimente

cedidas pela pesquisadora Nancy Bellei, da disciplina de infectologia,

Universidade Federal de Sdo Paulo, UNIFESP/EPM.

5.6 Padronizagao de PCR em tempo real

A reacao de PCR em tempo real para o virus estudado foi realizada com a

utilizacéo de oligonucleotideos iniciadores®” descritos no quadro1.
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Quadro 1. Primers Foward e Reverse utilizados para amplificagcao do acido

nucléico do VSR®",

Primers Gene
Sequéncia (57-3’) Referéncia
do VSR alvo
N Hu (2003)
RSVAF GCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGA
RSVAR TGCTCCGTTGGATGGTGTATT N Hu (2003)
RSVBF GATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTAA N Hu (2003)

RSVBR TGTCAATATTATCTCCTGTACTACGTTGAA N Hu (2003)

A primeira reacao molecular realizada foi uma retrotranscricdo ou reacao
em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) do material
extraido para gerar copias de DNA que suportariam a ciclagem em alta
temperatura da reacao de PCR em tempo real - gPCR. Para isso foi realizado
um protocolo que incluiu oligonucleotideos randémicos que amplificaram grande
parte das sequéncias presentes no produto de extragao; reagente previamente
preparado contendo DTT e dNTPs; tampdo e enzima MMLV (enzima

transcriptase reversa), em ciclagem de 37°C por 60 minutos e 70°C por 15
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segundos. Ao final da reacdo de RT-PCR as amostras foram estabilizadas a 4°C

até serem refrigeradas em freezer -80°C para posterior realizacdo do qPCR.

A técnica para deteccao especifica do virus estudado foi realizada
seguindo-se o protocolo preconizado para o Kit comercial GoTagq® 1-Step RT-
gPCR System (Promega, EUA), baseado na fluorescéncia do corante SYBR
GREEN, corrida no aparelho " StepOnePlus™ Real-Time PCR System" (Applied
Biosystems, EUA). Os oligonucleotideis foward e reverse usados nesta etapa
s30 0os mesmos descritos anteriormente®® em concentragdo de uso de 10uM;
enzima TagMan Universal; 5 pL do produto obtido apés RT-PCR das amostras
extraidas, e 2,4uL de agua DEPC, totalizando um volume final de reagao de 20
uL. Em cada reacao foram utilizados controles positivos para o virus estudado e
incluidos também controles negativos. As condicbes de ciclagem para o
protocolo gPCR foram: 2 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos

a 95°C e 1 minuto a 60°C e uma curva de dissociacao de 60°C a 95°C.

5.7 Analise de Subtipos do VSR

A curva de dissociagdao ao final da reagcdao de gPCR, ou andlise da
temperatura de melting (Tm) foi o parametro avaliado para diferenciar os VSRH
detectados nas amostras positivas como tipo A ou B. A analise de curva de
dissociagdo, ou curva de melting, permite a identificagdo do fragmento
amplificado através de uma temperatura especifica na qual a metade das copias
de DNA esta na forma de fita simples e a outra metade em dupla hélice, gerando

um pico de fluorescencia detectado pelo aparelho. A Tm é dependente da
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composi¢cao do DNA, de modo que um aumento do conteudo de G+C no DNA
gera um incremento na Tm ocasionado pelo maior numero de ligagdes de pontes
de hidrogénio®®.

O VSR A apresenta Tm de 78,25°C, ja o VSRB apresenta Tm menor,
74,38°C. Através da observacéao das curvas apresentadas durante o periodo final
da gPCR e registradas pelo software, pode-se identificar os tipos de VSR
presentes naqueles pacientes com resultado positivo no exame. As diferentes
Tm entre as sequéncias dos virus se da através de caracteristicas genémicas

préprias, como tamanho da sequéncia e a quantidade de pares bases

nitrogenadas guanina e citosina que compdem sequencia alvo no genoma.

5.8 Analise da Carga Viral em amostras dectaveis

A carga viral da amostra foi avaliada com base nos valores de Cts
calculados pelo software através dos dados e curvas apresentados durante a
amplificacdo. Amostras com carga viral mais alta apresentam os menores Cts
devido a rapida ascengao da curva sigméide. Quanto maior quantidade de copias
da sequéncia alvo a amostra apresentar, maior sera a quantidade de sinais
fluorescentes capturados pelo programa e consequentemente mais rapidamente
a curva gerada pela amplificacdo da amostra vai interseptar a linha limite

horizontal determinada pelo software - o Treshould®?.

5.9 Analise dos resultados
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Inicialmente os dados foram analisados descritivamente. Para as variaveis
categoricas apresentamos frequéncias absolutas e para frequéncias relativas as
variaveis numéricas e medidas-resumo (média, mediana, minimo, maximo e
desvio padrao). A existéncia de associagao entre as variaveis categoricas foi
verificada utilizando-se o teste de Qui-Quadrado (%), ou alternativamente em
casos de amostras pequenas, o teste exato de Fisher. A comparagao de média
entre dois grupos foi realizada utilizando-se o teste t de Student para amostras
independentes. A comparacao de médias para mais de dois grupos foi realizada
por Analise de Variancias (ANOVA). Para todos os testes estatisticos foi adotado
um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para realizar as analises estatisticas
foi utilizado o] software estatistico OpenEpi online
(http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm). Os graficos e tabelas foram

construidos através do programa Microsoft Office Excel® 2010.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas um total de 86 amostras neste estudo, representando 81
pacientes atendidos no Hospital da Crianca e Maternidade, entre 18 dias a quatro
anos de idade, com indicagao de internagao por comprometimento respiratorio e
suspeita de Infeccdo Respiratéria Aguda, sendo que cinco das amostras
investigadas foram recoletas necessarias para controle de positividade. Nao
houve recusa de nenhum pai ou responsavel quanto a participagao das criangas
neste estudo e todas as criancas tiveram fichas clinicas preenchidas.

Inicialmente o estudo selecionaria criangas entre zero e 12 anos, porém apos
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todas as coletas e analises, foi observado que a maior parte dos pacientes
estudados apresentaram idade inferior a 1 ano, 6 tiveram idades entre 1 e 2
anos, uma crianga apresentou 3 anos de idade e outra foi registrada em
questionario com 4 anos de idade. Este fato nos possibilitou dividir o estudo em
dois grupos: criancas de até 6 meses e criangas maiores de 6 meses.

As caracteristicas gerais das criangas incluidas no estudo, bem como seu

histérico pessoal, estdo registradas na tabela a seguir (tabela 2):
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Tabela 2. Caracteristicas gerais da populagao estudada e informagdes de

historico pessoal analisados nas fichas clinicas previamente preenchidas.

Positividade de

Variaveis N =81* %
VSR - N (%)
Género
Masculino 40 49,5% 19 (47,5%)
Feminino 40 49,5% 27 (67,5%)
Idade
Até 6 meses 66 81.5% 39 (59%)
Acima de 6 meses 15 18,5% 3 (20%)
Comorbidades
Presente 24 29,6% 7 (30%)
Ausente 57 70,38% 37 (65%)
Prematuridade
Prematuros 30 37,8% 21 (70%)
Nao prematuros 51 62,2% 24 (47%)
Palivizumab
Administrado 8 9,9% 1(12%)
Nao Administrado 73 90,1% 44 (60,3%)
Vacina de
Influenza
13 16,05% 4 (30%)
Vacinados
68 83,95% 41 (60,3%)

N&o vacinados

*Um paciente foi registrado como RN e sem informagao sobre o sexo.
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A média de idade da populagdo que compde o estudo foi de 5,2 meses,
com mediana de trés meses, um desvio padrao de 7,6 e range de 47,4 meses.
Com valor de P significativo de 0,022, a analise estatistica por idade entre
amostras positivas e negativas mostrou que a média de idade entre os pacientes
positivos (M = 3 meses) foi menor do que a média de idade dos pacientes
negativos (M = 7 meses), o que corrobora com a literatura quando o descreve
como principal patdégeno causador de ITRI em lactentes, sendo que neste grupo
o VSR afeta 75% a 80% das criancas doentes®*®". Fato que ficou ainda mais
evidente na analise estatistica entre amostras positivas de pacientes com até
seis meses de idade e acima dos seis meses, que apresentou valor de P = 0,003.

O periodo entre os primeiros sintomas e a data de coleta das amostras das
criangas, um dos fatores determinantes para o resultado dos exames, foi de uma
meédia de 7,1 dias, com mediana de seis dias, o que caracteriza, de modo geral,
os quadros clinicos como de infecgao aguda; desvio padrao de 4,9 e range de
28 dias. Porém 13 fichas apresentaram informagdes incompletas sobre data de
coleta e/ou inicio de sintomas, inviabilizando uma analise estatistica detalhada
para estudo deste periodo.

Das criangas imunizadas com Palivizumab, apenas uma (12%) apresentou
resultado positivo para VSR no exame de PCR, porém a mesma nao cumpriu o
protocolo de imunizagao, recebendo apenas uma dose do anticorpo no més de
maio de 2016 e se infectando dois meses depois, enquanto entre as nao
imunizadas, mais de 60% apresentaram deteccédo de VSR em suas amostras
respiratorias. A vacina de Influenza ndo mostrou relagdo com os resultados do

estudo e a baixa cobertura vacinal registrada se deve ao fato de que a maior
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parte dos pacientes investigados acabou apresentando idade inferior a 6 meses

e ndo entram na faixa etaria de imunizacdo®®®.

As amostras, coletadas de julho de 2015 a outubro de 2016 em total de 86,

apresentaram a distribuicido observada na figura 6.
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Figura 6. Distribuicdo de amostras coletadas por més, para o presente estudo,

entre os periodos de julho de 2015 até outubro de 2016.

Podemos observar que um maior numero de amostras foi coletado no ano
2016, e principalmente entre os meses de sazonalidade observados para o VSR,
periodo este bem marcado na literatura para a regigo!®.

A positividade para VSR detectada nas amostras investigadas foi de 55%
(figura 7), ou seja, 45 pacientes entre meninos € meninas apresentaram
amostras detectaveis no exame de PCR, sendo 33% destas amostras positivas
para o VSR B (n=28), enquanto 21% foram positivas para o VSR A (n= 18). Um
paciente apresentou resultados positivos para os dois virus, caracterizando uma

coinfecgao pelos subtipos A e B. Esta alta taxa de amostras positivas ja era
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esperada em tal populagao. O VSR é conhecido como responsavel por 75% das
bronquiolites em criancas menores de 2 anos e uma freqiéncia de 40% como
causador de pneumonias em lactentes®®. Na cidade de S&o Paulo, um estudo
prospectivo de Calegari et al. revelou que 62,7% das criangas hospitalizadas
tinham infecgao no trato respiratério inferior, dentre os quais 56,4% tinham um
virus como agente etioldgico, sendo que o VSR foi identificado em 52,4% dos

casos®?,

4 N
Porcentagem de amostras positivas
e amostras negativas
MRSVB MEWRSVAeB RSV A M Negativos
33%
45%
1%
21%
N\ J

Figura 7. Grafico representando a porcentagem de amostras positivas e

amostras negativas em proporgao a populagéao total incluida no estudo.

Das 27 amostras do género feminino positivas para VSR, 10 foram
positivas para VSR A (37%) e 17 foram detectaveis para VSR B (63%). Das 19
amostras do género masculino e positivas para VSR, 8 foram positivas para VSR
A (42%) e 11 foram positivas para VSR B (58%). O VSR do tipo B foi o agente

que mais atingiu a populacédo estudada, tanto no género feminino quanto no
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masculino. N&o houve valores significativos de P para as analises referentes a
positividade em relacédo a idade e subtipo. Sabe-se, por estudos realizados em
diferentes regides do mundo, que os dois virus co-circulam na populagao
humana, apresentando o VSR A como mais prevalente(®43:64),

Em relagao as comorbidades relatadas nas fichas de 24 pacientes, sete
destes pacientes apresentaram resultados positivos para VSR, sendo que dois
foram detectaveis para VSR A e cinco para VSR B (quadro 2). Todas as
comorbidades apresentadas foram descritas na literatura até entdo, como

fatores de risco para gravidade da infecg&o®>).

Quadro 2. Comorbidade e idade apresentadas pelos pacientes detectaveis

para os subtipos do VSR.

Tipo de RSV Idade Comorbidade
VSR A 29 dias Refluxo
VSR A 4 meses Sindrome Genética
VSR B 3 meses Cardiopatia Complexa™
VSR B 2 meses Cadiopatia complexa

Cardiopatia e Atresia de

VSR B 3 meses

esbfago™
VSR B 6 meses Cardiopatia complexa
VSR B 22 meses Leucomalacia*

* Pacientes de parto premature
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Em relacdo aos sintomas investigados nas fichas com dados clinicos, foram
avaliados valores de P referentes aos pacientes que apresentaram os sintomas
e aqueles nos quais o mesmo estava ausente, determinando estes entre
positivos e negativos. Na tabela 3, estdo descritos todos os achados sintomaticos

dos pacientes estudados.

Tabela 3. Sintomas apresentados pelos pacientes do estudo, divididos entre
positivos e negativos para VSR.

Sintomas N Presentes N Ausentes Valor de P
CORIZA
Amostras Positivas 34 (75%) 11 (25%) P = 0,049
Amostras Negativas 17 (47%) 16 (63%)
FEBRE
Amostras Positivas 17 (36%) 30 (64%) P=0,49
Amostras Negativas 9 (26%) 25 (74%)
DISPNEIA
Amostras Positivas 45 (97%) 1(3%)
Amostras Negativas 30 (88%) 4(12%) o2
TOSSE
Amostras Positivas 44 (95%) 2 (5%) P = 0,004
Amostras Negativas 23 (69%) 10 (31%)
CHIADO
Amostras Positivas 26 (55%) 21 (45%) P =0,029
Amostras Negativas 9 (28%) 23 (72%)
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CIANOSE
Amostras Positivas 17 (36%) 30 (74%)
P =0,95
Amostras Negativas 13 (39%) 20 (61%)

Os sintomas cujos valores de P sao significativos foram coriza, tosse e
chiado, sintomas bem caracteristicos da bronquiolite causada pelo VSR e ja
descritos na literatura como indicios da infeccao respiratoria viral pelos dois
subtipos, tanto A quanto B. Esses resultados estdo de acordo com o relato da
literatura sobre dados clinicos de portadores da infecgcdo por VSR, como
Pecchini et al., que apresenta os sintomas clinicos predominantes na infecgao
respiratoria de seu estudo foram coriza e tosse, além do caracteristico chiado'”.

O grafico abaixo (Figura 8) traga um comparativo entre as amostras

positivas e negativas coletadas, por més, durante o periodo do estudo.
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Figura 8. Distribuicdo de amostras negativas, positivas para VSRA e para
VSRB coletadas por més, no periodo de Julho/2015 a Outubro/2016.
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Pode-se observar que a positividade dos dois tipos de VSR aumenta
também junto ao numero de amostras negativas, quando ocorre também uma
maior quantidade de coletas. Relacionamos isso ao fato de que a sazonalidade
do VSR tem impacto no aumento do numero de internagdes por IRA nessa
populagdo. Entre os meses de abril de 2016 e setembro de 2016, as colunas de
amostras positivas passou a representar a maior propor¢cdo se comparado as
amostras negativas e o VSRB predominou com excecao do més de Julho, em
que o VSRA foi 0 agente que mais causou as internagoes.

Em boletins epidemiolégicos ja referidos no presente trabalho previamente,
acreditamos que a baixa circulag&o e coleta de amostras no ano de 2015 se deve
ao fato de a vigilancia epidemiolégica municipal e estadual terem enfrentado um
grande numero de casos de infec¢ao pelo virus Influenza A H3N2 no inverno,
que pode ter deslocado ou inibido o VSR em seus picos de sazonalidade no
estado. Ja no ano de 2016, houve uma epidemia do virus H1IN1pdm09 no
primeiro quadrimestre do ano, o que nao apresentou tanto impacto sobre a
circulacdo sazonal de VSR no mesmo ano®®2%. Variagdes semelhantes foram
observadas no trabalho de Salomao Junior, entre os anos de 2004 a 2005, no
mesmo servigo de atendimentos de referéncia. Neste estudo a maior quantidade
de internacdes foram referentes ao ano de 2005, porém a maior positividade
ocorreu no ano anterior. Outros estudos também apresentam variagdes
semelhantes, chamando a atencéo para o fato de que a positividade do VSR
aumenta conforme ha aumento do numero de internagdes e que este ultimo

acompanha sempre os picos de sazonalidade do VSR®® %),
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Foi realizada analise dos valores de Cts de cada amostra positiva,
relacionando estes valores ao subtipo viral do VSR encontrado para verificar a

amostras/subtipo com maior carga viral.

Tabela 4. Analise dos valores de Cts em relagao aos subtipos virais do
VSR (A e B) para avaliar a carga viral.

VSR Média Mediana N SD
A 21,3 20,0 18 6,1
B 24,5 23,4 28 5,6

O valor de P encontrado, P= 0,07, expbs uma tendéncia de que a carga
viral resultante da replicacdo do VSR A é maior que a do VSR B. Sabe-se que
certas linhagens do grupo VSR A possam ter potencial de doenca mais grave®”.

Foi realizada também andlise estatistica dos valores de Cts encontrados

nos subtipos de VSR em relacao a idade dos pacientes afetados pelo virus.

Tabela 5. Analise das Cts de subtipos virais em relagao a idade.

VSR B N Média SD Mediana
<6 MESES 26 23,90 5,32 23,20
> 6 MESES 2 31,90 3,54 31,90

Os valores de Ct foram claramente menores no grupo de criangas positivas
para VRS B abaixo de seis meses, portanto esses pacientes sdo os que
apresentaram maior carga viral. O valor encontrado de P foi 0,059 e também

expds uma tendéncia de que a carga viral destes virus possa ser realmente
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maior em pacientes infectados até os seis meses de vida. N&o foi possivel
realizar a mesma analise do VSR A, pois somente um paciente acima de 6
meses foi positivo para este subtipo, o que inviabilizou os calculos.

A andlise da amostra denominada numero 45, 21 dias, sexo feminino,
coletada em 27 de junho de 2016, revelou coinfecg¢ao, pois foram detectadas

curvas de melting referentes aos dois subtipos do VSR na mesma amplificacéo

(figura 9).
Melt Curve
220000.0 AN - .
_ (T RSV.ATm=78,25"C
& Tm1R i\z: §7°c oA
§ 700000 ’ FAYEIW I ‘ Amostra
2 I
& 120000.0 ‘ "‘
z 5
B E
£ 70000.0 3 :
0 - ’ .
a =1 :
20000.0 L
85.0 70.0 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0
Tm: 78.25
Temperature (°C)

Fig. 9. Imagem das curvas da Tm encontradas no PCR da amostra 45 (linha
amarela), comparada as curvas dos controles de VSRA e VSRB (linhas

verdes).

Ja foi relatada a coinfecg¢ao entre o VSR e outros virus respiratérios como
Metapneumovirus, Rinovirus ou Adenovirus“®?). As coinfecgdes por virus
respiratérios se mostram em uma frequéncia consideravel em lactentes

hospitalizados com infeccao por VSR. Porém, os resultados desses estudos
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sugerem que a associagao de outros virus ao VSR nao foi clinicamente relevante
e ndo alterou o prognostico da infecgao na sua fase aguda. Ja estudos sobre a
coinfecgao entre os subtipos do mesmo virus sdo escassos. Foi relatado estudo
prospectivo, de 2009 a 2013, em que 560 casos de criangas menores de dois
anos atendidas por infeccao respiratéria aguda na cidade de Salvador, BA, foram
detectados 139 casos de infeccao pelo VSR, sendo 2 destes detectados os dois
subtipos de VSR, A e B*".

Em outro estudo epidemioldgico, na China, amostras respiratorias de 5.483
pacientes menores de 14 anos de idade foram testados para VSR, dentre as
quais 729 foram positivas para VSR, porém nenhuma coinfec¢gdo de ambos os

®8) Ja em estudo realizado no México, em 5629 pacientes

subtipos foi detectada
com idade acima de um més, foi detectada a presenca de VSR em 399 criangas
e 171 adultos. Destes, seis criangas e apenas um adulto apresentaram
coinfecgdo com ambos os subtipos®). Devido a falta de estudos a respeito da

coinfecgao por ambos os subtipos do virus, nao foi possivel definir claramente

se esta situagao implica em maiores complicagdes.

7. CONCLUSAO

A ocorréncia de infeccao por VSR foi alta na populagdo estudada,
apresentando uma taxa de 55% de positividade, portanto, o agente mais
prevalente como causador das ITRIs nos primeiros seis meses de vida. Uma alta

taxa ja era esperada devido as caracteristicas e critérios usados para delimitar
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os pacientes selecionados para o estudo, que apresentaram uma medida de
idade de 3 meses.

Os parametros clinicos e epidemioldgicos corroboram com os ja descritos
na literatura: coriza, tosse e chiado. Com excecao apenas do subtipo viral mais
encontrado, VSR B, ja que a maior parte dos estudos traz a informacao de que
o VSR A é o subtipo que predomina em populacao pediatrica, adultos e idosos.

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam a importancia de se
identificar a ocorréncia do VSR em populacgdes de risco auxiliando na construcao

de medidas de controle e prevengao mais eficazes contra estas infecgoes.
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Anexo 1 — FICHA CLINICA
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