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RESUMO

O virus sincicial respiratorio humano (VSR) é considerado o principal agente isolado
de infecgdes respiratorias na infancia. Quase a totalidade das criancas aos 2 anos
de idade ja foram infectadas pelo VSR. Prematuros, criangas com broncodisplasia
pulmonar e os cardiopatas compde os grupos de risco para infecgdes mais graves,
hospitalizagdes e 6bito em infecgdes agudas pelo VSR. Fatores ambientais e sociais
como desmame precoce, tabagismo passivo, permanéncia em creches,
aglomeracdes domiciliares, convivio com criangas escolares e baixo nivel de
escolaridade dos pais, aumentam a gravidade da infecgdo. O estudo tem por
objetivo verificar a incidéncia de infecgdes graves pelo VSR em criangas prematuras.
Acompanhou-se 103 prematuros durante 1 ano apds a alta da unidade de terapia
intensiva (UTI) neonatal do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
As avaliacgdes clinicas foram mensais. Contatos telefbnicos com as familias ocorriam
semanalmente e toda vez que fosse identificada uma intercorréncia respiratoria
realizava-se um consulta ndo programada. Nos quadros de infecgées do trato
respiratorio inferior (ITRl) a pesquisa de virus respiratorios (VSR, adenovirus,
metapneumovirus, influenza A e B, parainfluenza 1,2,3, bocavirus e coronavirus) no
lavado nasofaringeo (LNF) era realizada pelo método de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). Foram avaliados 136 episodios de ITRI. Em 20 episddios houve
necessidade de internamento sendo 8 em UTI. Foi pesquisado virus em 125
amostras do LNF. O VSR foi o mais frequentemente encontrado em 33,4% das
amostras isoladamente ou em co-detecgdes. O Bocavirus foi 0 segundo virus mais
detectado (23,4%). O VSR foi detectado em amostras de 45% das criangas que
internaram em enfermaria e na UTI. As variaveis sociais, econbmicas e ambientais
ndo mostraram-se significativas para ITRI grave no grupo estudado. Houve co-
detecgcao em 36% das amostras. Cerca de 10% dos pacientes acompanhados
apresentaram sibilancia recorrente (mais que 3 episédios) durante o periodo. A
incidéncia de infecgbes graves pelo VSR na populagdo estudada foi de 8,73%. Nao
comprovou-e a associagao de variaveis ambientais e sociais com a gravidade dos
quadros respiratérios causados pelo VSR.

Palavras-chave: Infecgdes por virus respiratorio sincicial.  Virus respiratérios.
Infeccdes respiratorias. Prematuro.



ABSTRACT

The human respiratory syncytial virus (RSV) is the main agent isolated from
respiratory infections in childhood. Almost all children 2 years of age have been
infected with RSV. Premature infants, children with bronchopulmonary dysplasia and
heart disease are the risk groups for severe infections, hospitalizations and death in
acute RSV infections. Environmental and social factors such as cessation of
breastfeeding, passive smoking, stay in daycare, home crowded, contact with school
siblings and low levels of parental education, increase the severity of infection. The
study aims to determine the incidence of severe RSV infections in premature infants.
Followed up 103 premature infants for 1 year after discharge from the intensive care
unit (ICU) of the Clinics Hospital of the Federal University of Parana. Clinical
assessments were monthly. Telephone contacts with families occurred weekly and
every time it was identified a respiratory complication a non-scheduled visit was
realized. In lower respiratory tract infections (LRTI) the research of respiratory viruses
(RSV, adenovirus, metapneumovirus, influenza A and B, parainfluenza 1,2,3,
bocavirus and coronavirus) in nasopharyngeal lavage (LNF) was performed by the
method polymerase chain reaction (PCR) There were 136 episodes of LRTI.
Hospitalization was need in 20 episodes of LRTI and in 8 cases need ICU admission.
Viruses were screened in 125 samples of LNF. The RSV was most often found in
33.4% of samples alone or in co-detections. Bocavirus was the second most
frequently detected virus (23.4%). RSV was detected in samples from 45% of
children who were hospitalized. Social, economic and environmental variables were
not significant for severe LRTI in the group studied. There was co-detection in 36% of
samples. About 10% of patients had recurrent wheezing (more than 3 episodes)
during the period. The incidence of severe RSV infections in the study population
was 8.73%. The association of environmental and social variables with the severity of
respiratory symptoms caused by RSV was not confirmed.

Keywords: Respiratory syncytial virus infections. Respiratory viruses. Respiratory
tract infections. Infant, Premature.
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1 INTRODUGCAO

O virus sincicial respiratério (VSR), identificado pela primeira vez em 1956, é
considerado o principal agente isolado de infeccdo respiratéria na infancia
(CHANNOCK et al.,1957).

As infecgbes pelo VSR sdo um problema de saude publica no Brasil € no
mundo (GARENNE et al.,1992).

Dados epidemioldgicos de paises em desenvolvimento mostram que o VSR
€ um importante causador de infecgdo do trato respiratorio inferior (ITRI) em
criangas, responsavel por aproximadamente 70% de todos os casos, especialmente
diante de fatores agravantes, como superpopulagao, poluicdo e desnutricdo (LAW et
al., 2004; LOURENCAO et al., 2006). A taxa de mortalidade apés uma ITRI por VSR
pode chegar a 7% nas criangas <2 anos de idade. Essa taxa € consideravelmente
maior que a dos paises desenvolvidos (0,5 — 2,0%), o que torna essa infecgao viral
um importante problema de saude publica (GARENNE et al., 1992; BRICKS et al.,
2001).

Devido a prevaléncia do VSR, quase todas as criangas ja foram infectadas
pelo virus ao alcangarem os 2 anos de idade (GLEZEN, 1986; LAVIA et al., 1992,
SIMOES et al., 1999; ROBERTSON et al., 2004; PICKERING et al., 2006).

Os maiores indices de infeccdo ocorrem no terceiro e quarto meses de vidas
sendo que VSR ndo provoca uma resposta imune substancial e por isso € comum a
reinfeccdo. A frequiéncia e a gravidade da infecgdo diminuem com a idade (SIMOES;
GROOTHIUS, 2002).

Uma alta porcentagem das criangas até 2 anos a foram infectadas pelo VSR
em quadros de infecgdo aguda do trato respiratério superior, entretanto, algumas
criangas estdo sujeitas a infecgéo grave do trato respiratério inferior (ITRI) que exige
hospitalizagdo, suplementagdo de oxigénio, ventilagdo mecanica e pode levar a
morte (SIMOES; GROOTHIUS, 2002; TAVARES et al., 2005).

As criangas com risco de doenga grave sdo os lactentes prematuros, os
recém nascidos com displasia broncopulmonar (DBP) e os lactentes com cardiopatia
congénita. Meta-analise realizada em 2002 revelou que a taxa de internagcéo entre
criancas com doenca pulmonar cronica é de 18,4% (SIMOES; GROOTHIUS, 2002).

Lactentes prematuros nascidos entre 29 e 32 semanas e entre 32 e 35 semanas de
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idade gestacional sem doenga pulmonar crénica apresentam taxas de hospitalizagao
de 10,3% e 9,8%, respectivamente (TAVARES et al., 2005). A taxa de mortalidade
em lactentes prematuros hospitalizados com VSR pode chegar a 5% (MEISSNER et
al., 1999; MAROSTICA, 2009).

Lactentes com cardiopatia congénita tém risco extremamente elevado de
doenga grave pelo VSR e a taxa de mortalidade é alta em lactentes hospitalizados,
infectados pelo VSR e que apresentam cardiopatia congénita (MAC DONALD et al.,
1982). Estudos posteriores mostraram que 33% dos lactentes com cardiopatia,
hospitalizados com doencga pelo VSR, necessitaram de cuidados intensivos e 2,5%-
3,4% morreram por complicagdes do VSR (NAVAS et al., 1992; MOLER et al.,
1992).

Outros fatores de risco que, conhecidamente, aumentam o risco de doencga
grave pelo VSR incluem: imunodeficiéncia adquirida ou congénita (HALL et al,
1986), fibrose cistica, comprometimento neuromuscular e malformagdes anatdomicas
que comprometem a eliminagao de secregdes (HIATT et al., 1999; BRICKS 2001),

Entre criangas sadias, as do género masculino tém maior probabilidade de
desenvolverem doencga grave que as do género feminino, igualmente ocorre com os
recém-nascidos pequenos para a idade gestacional em relagdo aqueles com peso
adequado ao nascimento (PARROT et al., 1973; RESCH et al., 2011). Criangas
nascidas pouco antes ou durante a estacdo do VSR também tém maior
probabilidade de desenvolverem doenga grave do que as criangas nascidas em
outros periodos do ano (RESCH et al., 2011).

Observou-se que varios fatores ambientais aumentam a gravidade da
infeccdo, estes incluem a falta de aleitamento materno, a exposi¢cao passiva a
fumaca de cigarro (HARLAP; DAVIES, 1974; Mc CONNOCHIE; ROGHMANN, 1986)
a permanéncia em creches, ambientes domésticos super povoados e contato com
criangas menores em casa (LAW et al., 2004; LOURENCAO et al., 2006).

A infecgcado por VSR acarreta custo elevado ao sistema de saude publico e
privado. Lactentes prematuros que exigem frequentes internagdes por problemas
respiratorios (incidéncias que variam de 41 a 85 internagdes por 100 criangas/ ano)
geram custos elevados por episédio de internagao (SELWYN et al., 1990). Criangas
abaixo dos 3 anos de idade, acompanhadas no programa Medicaid Tennessee

mostrou uma taxa de 44,4 internagdes por 100 criancas/ano durante o primeiro ano



15

de vida sendo que 34% destas internacdes atribuidas a quadros associados ao VSR
(SELWYN et al., 1990).

Os prematuros tem particular importdncia neste cenario. A prevaléncia
corrigida de prematuridade no Brasil, atingiu em 2011 valores de 11,8%, onde as
regides sul e sudeste, apresentam prevaléncia de nascimentos antes de 37
semanas de idade gestacional de até 12,5% ( VICTORIA et al., 2014). O grupo de
prematuros freqlientemente apresenta complicagbes graves associadas com a
infeccdo pelo VSR, incluindo longos periodos de internagdo, aumento da taxa de
internagdo na unidade de terapia intensiva (UTIl) e uma maior necessidade de
ventilagdo mecanica em comparacao com as taxas de lactentes de termo (RESCH et
al., 2011). O prazo de hospitalizagao por infecgdes associadas ao VSR sao maiores
em criangas que nasceram com menos de 36 semanas de idade gestacional (IG) em
comparagdo com as criangas nascidas a termo, sem diagndstico de displasia
broncopulmonar ou doenga cardiaca congénita (BOYCE et al., 2000).

Estudos epidemioldgicos sobre o impacto da doenga respiratéria viral aguda
em prematuros foram realizados no Brasil (DA SILVA et al., 2013; GAGLIARDI et al.,
2013) e no mundo (CHI et al., 2011; GOYON — CASTOR STUDY - et al., 2013).

A sazonalidade do VSR ja esta bem descrita e varia de uma regido para
outra. Em geral, nos climas temperados, a doenga ocorre no inverno, enquanto em
paises de clima tropical e subtropical, ao norte e ao sul da linha do Equador, os
surtos ocorrem na estagcdo mais fria e chuvosa, e na estacdo mais fria e seca,
respectivamente (STENSBALLE et al., 2003; CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION - CDC, 2000).

O Brasil € um pais de grande extensao territorial, com diversos tipos de
clima e populagbes e onde a sazonalidade do VSR difere entre regides do proprio
pais. No sul e sudeste do pais, o periodo de manifestagao do virus € semelhante ao
de outros paises com clima temperado, com picos no inverno e na primavera onde
até 92% das infecgdes por VSR ocorre de abril a junho (TSUCHIYA et al., 2005;
D'ELIA et al., 2005; VIEIRA et al., 2002; CALEGARI et al., 2005; NACUL et al., 2005;
RICCETTO et al., 2006). Enquanto na costa nordeste do pais, o VSR ocorre durante
todo o ano (SELWYN, 1990).

Além das manifestagdes agudas da infecgdo pelo VSR, estudos recentes
sugerem associagao entre a infecgao precoce pelo VSR e sintomas recorrentes de

asma e sibilancia em adolescentes e adultos jovens.



16

Muitas hipéteses foram propostas para explicar a associacao entre infeccoes
das vias aéreas e alteragbes respiratdrias subsequentes. Sugere-se que as
infeccbes podem agredir o pulm&o em desenvolvimento ou alterar a regulagdo da
funcdo imunolégica do hospedeiro, o que tornaria as infecgdes virais fator de risco
para o desenvolvimento de sibilancia recorrente (GERN; BUSSE, 2002) ou ainda
que as infecgdes respiratdrias sejam mais graves em recém-nascidos e criangas que
ja tém predisposigao para asma; nesse caso, a infecgao seria um mero indicador de
um quadro que permaneceu silencioso até aquele momento (BRITO; GRISI, 2003;
MAROSTICA et al., 2009; SIMOES et al., 2010; HOLT et al., 2012).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estimar a incidéncia de infecgdo do trato respiratério inferior ( ITRI) grave
pelo VSR em lactentes nascidos com 35 semanas de idade gestacional ou menos,

durante um ano de seguimento clinico.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Descrever as variaveis relacionadas com a infec¢ao grave pelo VSR;

b) Verificar a associacdo de comorbidades com a gravidade das

infecgdes pelo VSR,;
c) ldentificar outros virus responsaveis pelos quadros de ITRI;
d) Descrever a distribuicdo temporal das infec¢des por VSR;

e) Estimar a incidéncia de episodios de sibilancia por 12 meses apds a

alta hospitalar em criangas com e sem infecg¢ao pelo VSR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

2.1.1 Histoérico

Em 1956 o virus sincicial respiratorio humano (VSR) foi identificado
isoladamente, como agente causador de coriza, uma inflamag¢do na mucosa nasal,
acompanhada de espirros, bem como secrecao e obstru¢cdo nasal, em uma colbnia
de chimpanzés em laboratério, sendo inicialmente chamado de agente de coriza de
chimpanzé (chimpanzee coryza agente — CCA) (CHANNOCK et al., 1957).

Contudo, pouco depois, o virus foi recuperado de secrecdes de criangas
com doencas respiratorias, assim, devido a sua capacidade de formar sincicios em
linhagem de células associadas a doenga do trato respiratorio foi denominado virus
sincicial respiratério (BOSSO, 2004).

No Brasil o virus Sincicial foi isolado pela primeira vez em 1964, pelo
pesquisador Candeias et al., em 1967.

Nesse estudo, foram observadas 24 criangas hospitalizadas com quadro
respiratério agudo e em 4 amostras foi possivel identificar o isolamento viral,
confirmado pela realizagdo através da prova de neutralizagdo utilizando o soro
padrao (CANDEIAS, 1967).

2.1.2 Caracteristicas do virus

O virus sincicial respiratério humano (VSR) é um virus de RNA de fita
simples e polaridade negativa, membro da ordem Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae e género Pneumovirus. (FALSEY;
WALSH, 2000; VAN REGENMORTEL et al., 2000).

Os géneros da familia Paramyxoviridae sé&o diferenciados pelo diametro,
nuamero de genes e glicoproteinas de superficie. A particula viral do HRSV nao

apresenta hemaglutinina e nem neuraminidase (NASCIMENTO et al., 2006).
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E composto por aproximadamente 15.222 nucleotideos e 10 genes que
codificam 11 proteinas: NS1, NS2 (n&o estruturais), nucleoproteina (N), fosfoproteina
(P), proteina da matriz (M), pequena proteina hidrofébica (SH), proteina de adsorgéo
(G), proteina de fusédo (F) proteina da matriz (M2-1, M2-2) e complexo polimerase
(L). A proteina F é estavel em sua composi¢ao e envolvida no processo de fusdo do
virus a célula e no processo de formacéao de sincicios.

A proteina G, por sua vez, apresenta grande variabilidade, determinada por
variagdes nos segmentos génicos responsaveis por sua codificagcdo e tem papel
importante na replicagdo viral (FERRONATO et al., 2011).

2.1.3 Apresentacao clinica da infecgéo pelo VSR

O VSR ¢ o principal agente responsavel pelas infecgdes do trato respiratério
inferior em criangas e lactentes, onde o diagnoéstico adequado e medidas de suporte
sao suficientes para evitar o uso desnecessario de antibiéticos quando a infecgao é
viral (NASCIMENTO et al., 2006).

Estima-se que 4 a 5 milhdes de criangas morram anualmente em
decorréncia de infecgbes respiratérias agudas, sendo assim, varios fatores de risco
podem contribuir para o aumento da incidéncia e da gravidade das infecgbes
respiratérias em criangas como, prematuridade, desnutricdo, baixo nivel sécio
econdmico, tabagismo passivo e frequéncia a creches (LOURENCAO et al., 2006).

A incidéncia de infecgdes respiratdrias agudas e pneumonias e taxa de
mortalidade por essas causas sdo mais elevadas em criangas com idade inferior a
18 meses; a mortalidade em criangcas hospitalizadas variou de 3,2 % a 15,8 % dos
casos; 0s virus causam maior numero de episédios de infec¢ao respiratdria aguda
do que as bactérias; O VSR é o agente viral mais frequente (LOURENCAO et al.,
2005).

Varios fatores contribuem para o aumento da incidéncia do VSR. A
sazonalidade, a imunidade ndo permanente, a presenca de dois sorotipos diferentes
€ a auséncia de anticorpos sao responsaveis pela associacdo do VRS com uma
maior morbidade em populagao de alto risco. A populacdo de alto risco pode ser
influenciada por varios aspectos, entre eles, o fator demografico (sexo, idade),

socioeconémico (renda familiar), ambientais (poluicdo atmosférica) nutricionais
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(deficiéncia de vitamina A, desnutricdo) (HARLAP; DAVIES, 1974; MC
CONNOCHIE; ROGHMANN, 1986; LOURENCAO et al., 2006; LAMARAO et al.,
2011).

A maior parte das criancas abaixo dos 2 anos de idade infectadas pelo VSR
apresenta doenga leve do trato respiratério superior; entretanto, algumas estéo
sujeitas a desenvolver infecgdo grave do trato respiratorio inferior (ITRI) que exige
hospitalizagdo, oxigenoterapia, ventilagdo mecanica e pode levar a morte (RESCH et
al., 2011). As criangas que possuem maior risco de desenvolver a doenga grave séo
os lactentes pré-termo, os recém-nascidos com displasia broncopulmonar e os
lactentes com cardiopatia congénita (CC) (NAVAS et al., 1992; MOLER et al., 1992,
RESCH et al.,, 2011). Alguns autores estimam que a taxa de mortalidade em
lactentes prematuros hospitalizados com VSR possa chegar a 5 %. (MAROSTICA,
2009). Portanto, o VSR é considerado o agente mais frequente de infec¢des
respiratorias agudas em lactentes e criangas, com distribuicdo mundial (PECCHINI,
2008).

A epidemia de VSR apresenta-se com sazonalidade bem clara, anualmente
no periodo de outono tardio, inverno ou comeco da primavera, porém nao durante o
verao (STENSBALLE et al. 2003, CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION - CDC, 2000). Cada epidemia tem duragao de cinco meses, com 40
% dos casos ocorrendo no decorrer dos meses de pico, geralmente no centro do
surto. (COLLINS, 1996; TAKAHASHI, 1998, 2000).

2.1.4 Artigo de Reviséo Publicado pela Sociedade Brasileira de Virologia

ARTIGO 1

Virus Reviews and Research — 2014
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The Discovery

In 1956 the Respiratory Syncytial Virus (RSV)
was identified for the first time from upper airway
secretion of chimpanzee monkeys with bronchiolitis
symptoms. It was known as the chimpanzee coryza agent
(Chanock et al. 1957). At the same time some cases of
airway infections in humans were associated to this
agent, especially lower airway infection in children. In
1957, due to the virus characteristics, infecting the airway
and generating gigantic syncytial cells in tissue culture,
it was renamed as Respiratory Syncytial Virus, used still
nowadays (Chanock et al. 1957).

Researches have confirmed its importance and
frequency of the RSV involvement as a leading cause of
airway infections in children worldwide.

RSV belongs to the family Paramyxoviridae - as
the measles virus, mumps virus, parainfluenza group
and more recently discovered Nipah and Hendra virus.
The RSV’s subfamily is Pneumovirinae that includes

* Corresponding author.
E-mail address: debchong@uol.com.br

the Human Metapneumovirus (hMPV) capable to
create a very similar clinical presentation of the RSV,
as bronchiolitis and pneumonia (Van Den Hoogen et
al 2001, Lourencao et al 2005). Nonetheless, the hMPV
infection is more common in children with congenital
anomalies, as cardiopulmonary and it is associated to a
greater ventilatory demand (Zhang et al. 2009).

The RSV particles have a median size ranging
from 120 to 300nm with helical symmetry (Lourencio
et al. 2005). The viral nucleocapsid, also known as core,
is composed of structural proteins combined with the
viral genome, which is a single RNA strand. It is capable
to performing at least 10 different types of proteins,
most of them with structural function and two non-
structural proteins with still unknown function (Bricks
2001). The viral genome consists of 15222 nucleotides
that in association with nucleocapsid proteins, form a
nbonucleoprotein complex resistant to RNAse activity
(Mohapatra & Lockey 2008).

The viral core is wrapped by an envelope that
is formed by the plasma membrane of the host cell,
composed by different types of glycoproteins. The
Glicoprotein F and G are transmembrane proteins and
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also play a role as primary surface antigens working
as target of the host’s immunological response. The F
protein contributes for the virus penetration in the cell
and cell membrane fusion, resulting in the multinucleated
syncytial gigantic cells. The G protein is responsible for
the virus and host cell binding. Meanwhile the F protein
suffer few changes, the G protein presents great genetic
and antigenic diversity in the RSV group (Timothy &
James Jr 2008, Riccetto et al. 2009, Da Silva et al. 2008).

The RSV has great growth capacity at pH=7.5,
and despite the temperature sensitivity, it can be found
after as long periods as one hour in contaminated
gloves with infected nasal secretions. Stability in the
hospital environment contributes for being a nosocomial
pathogen (Carvalho et al. 2007).

RSV is classified into two antigenic groups, A and
B, initially on the basis of the reactivity of the virus with
monoclonal antibodies directed against the attachment
glycoprotein (G protein) and currently through
genetic analyses (Riccetto et al. 2009). The groups have
been further divided according genotypes. There are 11
RSV-A (ON1, GA1 to GA7, SAAL NAl, and NA2)
and 17 RSV-B (GBI to GB4, SABI to SAB3, and BAl to
BA10) genotypes { Da Silva et al. 2008, Entemadi et al.
2013).

Genetic study of protein sequence has supported
this division and also has identified a great number of
variations and lineages in each group.

The G protein is the most variable viral protein with
a minimally conserved ectodomain that contains 2
hypervariable regions (HVRs). The second HVR (HVR2)
carries the C terminus of the protein and is commonly
sequenced to exam the genetic variability of RSV strains
within a given population (Da Silva et al. 2008).

National (Da Silva et al. 2008) and international (Aamir
et al. 2013, Entemadi et al. 2013) researches aimed to
correlate epidemiological and clinical aspects of different
groups (A or B) and several genotypes of RSV. They
found variation by local research center and by current
genotypes distribution.

Epidemiology and Seasonality

RSV is counted for significant mortality and
morbidity in children younger than 18 months of life
(Mohapatra & Lockey 2008, D’Elia et al. 2005, Straliotto
et al. 2004, Lavia et al. 1992). Epidemiological studies
have showed that RSV is responsible for 50% to 90% of
hospital admissions in children with bronchiolitis and 5%
to 40% from those related to pneumonia. It is considered
the main agent responsible for children’s death during
the winter season (Straliotto et al. 2004). Infants under
6 weeks and children with an underlying condition
as prematurity, immunodeficiency, cardiac disease or
chronic pulmonary conditions are more susceptible to
hospitalization by RSV infection (Lavia et al. 1992).

Studies in several countries have showed that up
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to 90% of children around 2 years old presents antibodies
against RSV, indicating that they have been infected at
some time of their lives (Simdes et al. 1999, Lavia et al.
1992, Pickering 2006, Robertson et al. 2004).

The combined action of CD4+ and CD8+ T
cells have been involved in the development and healing
of acute RSV infection, whereas antibodies can provide
protection from re-infection. Despite eliciting an immune
response that mediates clearance of the virus, immunity
to the virus appears to wane over time and individuals
remain susceptible to reinfection with RSV throughout
their lifetime (Varga & Braciale 2013).

Several investigators in different regions of Brazil
have studied and published epidemiological data about
the frequency of the RSV infection in children (Table
1). The first studies date back to the 1980s and has been
held periodically evaluating children under 5 years of
age, hospitalized or in the emergency rooms of pediatric
hospitals. ‘The frequency of the RSV identification,
isolated in secretions from nasopharyngeal wash (NPW),
varied from 3% to 60% in these studies. A critical analysis
is needed and the numerical data comparison should be
careful since the identification methods were different
and the figures are increasing in critical cases that resulted
in hospitalization (I'Elia et al. 2005, Straliotto et al. 2004,
Sutmoller et al.1983, Nascimento et al.1991, Sutmaller et
al. 1995, Cintra et al. 2001, Vieira et al. 2001, Checon et
al. 2002, Straliotto et al. 2002, Vieira et al. 2002, Moura et
al. 2003, Bosso et al. 2004, Tsuchiya et al. 2005, Calegari
et al 2005, Nacul et al. 2005, Moura et al. 2006, Costa
et al. 2006, Riccetto et al. 2006, Thomazelli et al. 2007,
Vieira etal. 2007, Oliveira et al. 2008, Pecchini et al. 2008,
Salomao et al. 2011).

In southern Brazil, the manifestation period of
the virus is similar to other countries with temperate
weather, with peaks in the winter and spring (D'Elia et
al. 2005, Vieira et al. 2002, Calegari et al. 2005, Nacul et
al. 2005). Up to 92% of the RSV infections occurs from
April to June (Riccetto et al. 2006). Higher prevalence
in this period was attributed to mother’s asymptomatic
infections, crowded child enviroment, infections
in children with chronic pulmonary discases and
immunodeficiency patients (Riccetto et al. 2006).

The RSV is among viruses with marked
seasonality. Epidemics were related to low temperatures
(Sutmoller et al. 1983), lower sun hours {Nascimento
et al. 1991) and more precipitation (Straliotto et al.
2001). As an example, in countries as Indonesia and
Mozambique the cases of RSV occurred mainly during
the rainy season, whereas in countries as Nigeria and
South Africa the cases occurred mainly during the
dry season (Robertson et al. 2004). Despite this season
variation in the prevalence of the disease, many studies in
different countries have demonstrated that both strains
of RSV tends to circulate simultancously however the
proportion between them varied year after year. Other
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studies performed in countries as United State, Finland
and France confirmed the co-circulation of those two
groups annually with different time patterns and variable
prevalence rates among them (Robertson et al. 2004).

In Brazil, there were simultaneous circulation
of different groups of RSV in the North, Southeast and
South regions, and this epidemiological pattern was not
observed in other regions. Despite the climatic diversity,
factor which influences the characteristics of the airway
infection, there are still missing data about the RSV
viral outbreak in each region of the country. Knowledge
of antigenic variations is important for diagnosis and
definition of vaccine composition (Polack & Karron
2004).

Clinical Aspects

RSV infection in children compromised lower
respiratory tract and bronchiolitis was the most common
condition (Wright & Piedimonte 2011, Bekhof etal. 2013,
‘Thomazelli et al. 2007, Diniz et al. 2005). Pneumonia has
been considered as virus infection too. Respiratory virus
was found isolated in children’s necropsies died by severe
respiratory diseases (Chong DC et al. 2009).

Cough, tachypnea, and wheezing were the most
common clinical signs described in children with lower
respiratory tract infection (LRTI) (Ferone 2014, Wright
& Piedimonte 2011, Thomazelli 2007, Diniz 2005). Other
studies showed shortness of breath (Salomio Janior et
al. 2011) and cyanosis (Riccetto et al. 2006) were more
frequently in RSV positive patients than RSV negative.
Feverwas foundin 70,2% ofhospitalized children for LRTI
by RSV, proving to be a frequently sign. Temperatures
upper to 39°C were found in 23,1% of children (Ferone,
2014).

LRTI severity was measured by oxygen needs,
time of oxygen needs, Intensive Care Unit (ICU)
admission and mechanical ventilation. There were no
differences in hospitalization time and mechanical
ventilation needs among RSV+ patients and Adenovirus+
in the nasopharyngeal secretion {Ferone, 2014).

It was observed that the first infection by the
RSV is commonly more severe, if there are history
of prematurity, pulmonary dysplasia, chronic heart
conditions, congenital or acquired immunodeficiency
and cystic fibrosis, therefore this patients have higher risk
of death (Mohapatra & Lockey 2008). Risk factors such as
gestational age under 35 weeks, birth weight lower than
2500 grams and lower maternal education than 5 years,
were found in patients with RSV infection (Riccetto et al.
2006).

Although previously healthy patients also
developed severe RSV discase, and several factors have
been described as predictors of severity in this disease:
male gender, under 6 months of life, birth during the
first half of the season of RSV, early breastfeeding
cessation, previous episodes of wheezing, low maternal

age, smokers in the family and home crowded, but not all
studies confirmed this relationship (Riccetto, 2006).

Aimed to identify differences between infections
severity among RSV groups, Cintra et al. 2001 evaluated
829 samples and there was no association of RSV group
(A or B) and severity of disease.

When comparing dinical characteristics and
RSV genotypes, Riccetto 2009 et al. found seasonality
(April-May) as well oxygen saturation lower than 90%
as signs indicating RSV infection. The most common
genotypes were GA2, GAS5 and SAA1(RSV-A) and SAB1,
SAB3 and BA (RSB-B), but there was no correlation
between genotypes and clinical characteristics.

The RSV was identified in association with
adenovirus, metapneumovirus, parainfluenza and
influenza virus in children hospitalized for bronchiolitis
and/or pneumonia (De Paulis et al. 2011, Bekhof et al.
2013, Bezerra et al. 2011, Da Silva et al.2013). There was
no association between RSV co-infection or co-detection
and dlinical characteristics and severity of disease (De
Paulis et al. 2011, Da Silva et al.2013).

The RSV is also one the causative agent of the post
infection bronchiolitis obliterans (Teper et al. 2002). This
disease 1s frequent in our environment and is one of the
most important cause of chronic pulmonary obstructive
disease in children, besides other etiologies as inhalation
of toxic substances, aspiration syndromes and immunity
discases, and other infectious agents as adenovirus,
influenza virus and parainfluenza. It was characterized
by persistent wheezing, tachypnea, shortness of breath
and cough for weeks or months after the initial infection
(Teper et al. 2002)

Identification

The pathology analysis is a tool used for the
identification of the etiologic agent of airway infections.
Some authors have shown the advantages of making
epidemiological researches with necropsies. When
compared to population studies they reflect more
reliable data with lower chance of bias seen in studies
involving patients. The data obtained can be compared
and reviewed more easily, neutral for the seasonality and
other characteristics of some discases (Mc Farlane et al.
1987).

Some virus presents typical cell inclusions that
when seen in the microscope can define the etiologic
diagnosis. Herpes simplex virus type 1 is known by
the Cowdry’s type A intranuclear inclusions, which
the nuclear center is transformed in a big acidophilic
inclusion that is separated from the nuclear border by an
artificial cliff. The Cytomegalovirus can cause cytomegalic
inclusions in almost all organs. In the lungs presents as
an interstitial pneumonitis with intracellular inclusions
in the alveolar coating, endothelial cells from the septal
capillary and alveolar macrophages (Mc Farlane et al.
1987, Demur et al. 2010, Chong et al 2009).
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Regarding the histopathological aspects of
RSV presents as an interstitial pneumonitis pattern,
pneumonia or with the two patterns concomitance.
Typical virus inclusions are not the classical finding of
RSV (Cotran 1991).

Immunohistochemical methods, the direct or
indirect immunofluorescence have been studied and
improved for the detection specific viral and bacterial
antigens through the use of polyclonal and monoclonal
specific antibodies. The use of immunofluorescence for
virus investigation in oropharynx secretions is classical
and is broadly described in clinical trials. Some variations
were found in protocols that use this technique in paraffin
material (Knott et al. 1994, Wang et al. 1995, Yun et al.
1995, Miyao et al. 1999).

The importance and  applicability  of
immunofluorescence (IF) for viral antigen detection
is a reality. Many authors have compared IF with other
methods used for viral detection in tissue sample and
cellular suspension. The advantages of IF relative to
other methods were: the relative speed in obtaining the
results, accessible cost for large scale, and feedback on the
quality of collected material. The last one is an advantage
that differentiates IF from the other compared methods.
However this method requires trained personnel for
handling samples and epifluorescence microscope
reading. Readings are subjective and some virus with high
antigenic variability make it difficult to identification with
currently available antibodies. The indirect IF proved
advantageous over the direct IF in relation to good signal
quality and lowest occurrence of nonspecific background
staining. IF has become useful method for detection of
viral antigen, it is fast and cheaper when compared to
other methods (Lanari et al. 2002, Forghani & Dennis
1989, Minnich & Ray 1982, Madeley & Peiris 2002).

New respiratory virus have been identified as
Human Coronavirus, Human Bocavirus and porcine
Influenza virus, and laboratories around the world
developed new techniques to virus detection and follow
behavior of these emerging virus (Mahony, 2008, Mahony
ct.al 2011).

Molecular  tests based on nucleic acd
amplification (NAAT) for respiratory viruses were the
first to be developed and are widely used today. The most
popular technique of NAAT is the Polymerase Chain
Reaction (PCR) consisting of an enzymatic reaction
using oligonucleotides flanking the target sequence to be
amplified by the action of the enzyme DNA Polymerase
(Mahony, 2008).

These tests are more sensitive than other
laboratory diagnostic methods, including virus isolation
in cell culture, the culture shell vial (SVC), antigen
detection by direct fluorescent antibody (DFA), and
fast enzyme immunoassay (EIA). NAAT provides fast,
accurate and sensitive detection of respiratory viruses in
clinical samples (Mahony, 2008, Mahony et.al 2011).
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Introduced few years ago in the routine of several
laboratories, multiplex PCR is able to detect up to 19
different viruses in a single test. Many of these multiplex
PCR tests are commercially available and came to be seen
as the best choice for cost-effective for the detection of
respiratory viruses {(Mahony, 2008, Mahony et.al 2011,
Mahony et al. 2009)

NAATs are highly sensitive and was in initial
phase in virology laboratories, including PCR using
nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) and
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) already
tested for RSV even produce results in up to 30 min
(Mahony et al. 2013). These techniques and multiplex
PCR still associated with fluidic microarrays using
microbeads or DNA chips, will make up the roll of more
modern techniques in detecting viral (Mahony, 2008,
Mahony et.al 2011, Mahony et al. 2013).

Studies have shown the specificity and sensitivity
of molecular assays and compared to cell cultures for
RSV DFA and made of NAATS to be fast, accurate and
sensitive method for the detection of choice currently
RSV (Mahony, 2008, Mahony et al. 2009, Mahony et al
2011, Mahony et al. 2013).

Treatment

Surveys, some in phase III, are ongoing and
promising new therapies for the treatment of infections
caused by RSV. To date, the treatment of diseases caused
by RSV is supportive and nonspecific (Olszewka &
Openshaw 2008, Carbonell-Estrany et al 2010).

Ribavirin, inhibits the virus structure proteins
synthesis, reducingitsreplicationand theimmunoglobulin
E response (Carvalho et al. 2007, Ottolini & Hemming
1997) and represents the only licensed anti-viral drug for
treating RSV infection. It has been associated with a mild
decrease in infection with usual progression and it has a
restricted indication for patients with T cell deficiency
(Mohapatra & Lockey 2008). It is administered by
aerosol form and was indicated for infants with severe
bronchiolitis and immunocompromised patients, but has
alimited use owing to variable efficacy, the risk of toxicity
and high cost. Nowadays, ribavirin is restricted to use ina
few patients with severe heart discase in a referce centers
(Olsewka & Openshaw 2008, Krilov 2002, Murray et al.
2014).

‘There are no approved vaccines for RSV (Varga
& Braciale 2013). The development of a vaccine has been
worldwide limited after the 1960% initial tests, when
vaccination exacerbated the disease caused by naturally
acquired virus.

The ineffectiveness of the natural infection
to induce long-term immunity, circulating a variety
of genotypes and the fact of a person can develop the
same discase genotype more than once, has made the
development of RSV vaccines even more challenging
(Varga & Braciale 2013).

23



Respiratory Syncytial Virus: From Discovery To Treatment.

Polack & Karron em 2004 demonstrated studies
with intranasal vaccine compounded by genetic modified
organism, a bovine parainfluenza virus inserted with
protein F sequence from RSV. It doesn't have infecting
ability in humans and can stimulate antibodies
production against the ligand protein of RSV. This type
of vaccine still remain experimental.

A variety of vaccines for active immunization
against RSV are now in clinical trials. Two promising
new antivirals are currently in phase I/11 trials to verify
effectiveness in preventing severe RSV LRT1 (Murray et
al. 2014).

Vaccine play role in decreasing severe cases of
lower airway infection by RSV (Mohopatra & Lockey
2008, Robertson et al. 2004, Varga e Braciale 2013,
Murray et al 2014) and would attenuate development
of subsequent recurrent wheeze in children (Stein &
Martinez 2010).

Immunoprophylaxis against RSV is described
as active and passive approaches. The intravenous
infusion of specific immunoglobulin against RSV can
attain concentration of antibodies 6 times higher than
neutralizing antibodies. The Prevent Study that included
54 centers and 510 children have shown that the
immunoglobulin is safe, well tolerated and can reduce
in 41% the hospitalization in preterm and children with
bronchopulmonary dysplasia, and could be administered
for children with congenital heart disease (The PREVENT
Study Group 1997).

The passive immunoprophylaxis by monoclonal
humanized antibodies - palivizumab, has some success
for the protection of individuals with high risk of RSV
infection (Carvalho et al. 2007, Ottolini & Hemming
1997).

The palivizumab, works in binding with the A
epitope of RSV’s F fusion protein, preventing the virus
fusion with cell receptors, the important mechanism of
the RSV pathogenesis (Simées & Groothius 2002). Many
safety, effectiveness and cost-benefit studies have been
developed and published (Tavares et al. 2005). Passive
immunization has been effective and can reduce the
hospitalization related to RSV rates up to 55%, especially
in preterm children (Vieira et al. 2001, The PREVENT
Study Group 1997). The American Academy of Pediatrics
recommends that immunoprophylaxis with humanized
monoclonal antibodies to be considered in some specific
group of children that are prone to the risk of severe
RSV infection (American Academy of Pediatrics 1998),
such as infants and children with bronchopulmonary
dysplasia, prematurity, and hemodynamically significant
congenital heart disease (The Impact-RSV Study Group
1998, Pickering 2006). These groups are also considered
of greater risk by the Brazilian Society of Immunization
(SBIm) guidelines on the use of antibodies (Vieira et al.
2007, Sociedade Brasileira de Imunizagoes - SBIm 2013,
America Academy of Pediatrics 1998).

Studies with a novel monoclonal antibody
developed from the affinity maturation of palivizumab
with the fusion protein (F) RSV - Motavizumab - are
being conducted. Estrany-Carbonell et al. 2010 analyzed
the effects of Motavizumab in a large number of preterm
found that this was relatively higher in the lower of
the low respiratory infections receiving care, with no
significant difference in adverse effects when the drugs
were compared. Although several promising studies, this
therapy is expensive to be used on large scale and for all
countries (Simées & Groothius 2002, Rudraraju et al
2013, Murray et al. 2014).

RSV infects children in their first months of life,
which theoretically should be protected by high levels
of maternal antibodies (Vieira et al. 2007). One possible
explanation for this phenomenon would be the existence
of a great variety of circulating genotypes of RSV, whose
levels also vary over the years. Some researches believe
that a child can be infected by a subgroup which the
mother has no antibodies. This hypothesis is supported
by the fact that the prophylactic use of synthetic
immunoglobulin can protect even young children against
infections (Vieira et al. 2007).

Currently strong evidence appoints to the fact

that re-infection could occur and probably for the same
genotypes of RSV, which usually results in milder disease
(Rudraraju et al. 2013). Risks of infection are inversely
associated with serum neutralizing antibody titers-
specific (Rudraraju et al. 2013).
There is also evidence that RSV may cause persistent
infection. Persistence has been demonstrated in animals.
Persistent year-round RSV detection in patients with
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is
associated with airway inflammation and accelerated
decline in FEV1 (forced expiratory volume of the first
second), an important parameter of pulmonary function.
(Olszewka & Openshaw 2008, Valarcher et al.2001).

These and other factors discussed, do the anti-
viral treatment and development of vaccines a complex
1ssues.

In the absence of active immunization available,
the criteria still remain restricted to the use of passive
immunization and specific treatments for trial. The
approach of RSV infection remains at the level of
prevention, focusing on reducing pre-natal risk factors,
as prematurity, passive smoking and improving hygiene
practices.
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2.2 ESTUDOS REALIZADOS EM OUTROS PAISES

Estudo realizado por Pineros et al., (2013) em 6 cidades da Colémbia
determinou-se a frequéncia, complicacdes e sazonalidade da infecgao pelo VSR do
trato respiratério inferior, causa de hospitalizacdo em neonatos com um ano de
idade ou menor.

Os diagnésticos dos pacientes incluiram: bronquiolite em 67%, pneumonia
em 23%, broncopneumonia em 9,8%, e outros em 0,3%. O teste para VSR foi
positivo 30% da populagao estudada (PINEROS et al., 2013).

Entre os fatores de risco para ITRI por VSR destaque para a idade
gestacional inferior a 32 semanas ao nascimento e doenga pulmonar cronica, sendo
que nesta populacao o teste para VSR foi positivo em 28,8% dos pacientes, o que
sugere que a propor¢ao da infeccado em pacientes de alto risco é semelhante a da
populagcao geral. Para estes pacientes o tempo médio de permanéncia hospitalar foi
de 8,6 dias por paciente, e 52,9% foram internados na unidade de terapia intensiva
pediatrica. Desses, 41,2% necessitaram de ventilagdo mecanica por 3,8 dias, em
média. A taxa de mortalidade foi de 5,8% (PINEROS et al., 2013).

Carballal et al. (2001) estudaram 1278 criangas na Argentina, menores de
5 anos de idade, internadas por infeccdo do trato respiratorio baixo. Dessa
totalidade, 74% eram menores de 1 ano e em 25,3 % dos casos o VSR foi o agente
etiolégico responsavel. Este achado correspondeu a 78,2 % de todos os casos com

etiologia viral comprovada.

2.3 ESTUDOS REALIZADOS NO BRASIL

No Brasil, estudos mostram prevaléncia de infeccdo pelo VSR variando de
5% a 71,6 % dependendo diretamente dos aspectos da regido estudada, populagéo,
apresentacao clinica e metodologia empregada (QUADRO 1).

Em estudo realizado por Cox et al. durante o ano de 1991 no interior de Sao

Paulo com criancas de zero a 24 meses, foi concluido que toda populacao estudada
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possuia niveis de anticorpos anti-VRS, do tipo IgG, ao final dos 24 meses de vida.
Nesse estudo, os niveis de anticorpos no corddo umbilical estido elevados,
diminuindo nos primeiros meses. O aumento inicia a partir do oitavo més de vida por
exposi¢cao ao VSR (COX et al.,1998).

Analisando um segmento populacional com idade inferior a 5 com doenca
respiratoria aguda, revelou maior prevaléncia do VRS em pacientes menores de um
1 de idade com infeccbes respiratérias baixas, prevalecendo em 60 % dos casos
(MOURA et al., 2003).

Infeccdo pelo VSR foi a infeccdo respiratéria mais frequente em criancas
menores de 1 ano de idade, com uma prevaléncia de 26 % em Porto Alegre
(STRALIOTTO et al., 2001).

A incidéncia de infecgdo grave do trato respiratério inferior, causada pelo
VSR, com necessidade de hospitalizacdo, em 68 lactentes nascidos com < 35
semanas de idade gestacional, durante 1 ano de seguimento médico foi determinada
mais recentemente em Porto Alegre. Doze pacientes foram hospitalizados (17,64%)
sendo a maior parte com diagnéstico de ITRI (MAROSTICA et al., 2009).

As criangas internadas e diagnosticadas com ITRI foram submetidas a
pesquisa de VSR A e B nas ocasides das internagdes. obtidos. O VSR mostrou
associagao com 1/3 das infecgdes graves do trato respiratério inferior (MAROSTICA
et al., 2009).

Vieira et al., (2002) realizou estudo com 30 criangas com idade inferior a 3
meses e identificadas com ITRI por VSR, sem comorbidades, internadas em unidade
de cuidados intensivos. Do grupo analisado, 20 criangas (67%) eram do género
masculino, e 22 (73%) nasceram a termo. Nove criangas (30%) eram portadoras de
bronquiolite, 3 (10%) de pneumonia e 18 (60%) de bronquiolite associada a
pneumonia. Vinte e seis pacientes (87%) necessitaram de oxigenoterapia, sendo
que 33% das criangas acompanhadas foram submetidas a ventilagdo mecanica. Nao
houve 6ébitos.

Este estudo analisou ainda o perfl de mediadores inflamatorios
(interleucinas: CCL5, sL CAM-1, IL 10, IL6 , TNF o) e a correlagdo com a gravidade
do quadro. Sendo que as concentracdes dos mediadores inflamatdérios na secrecao
nasofaringea e no soro dos pacientes com ITRI grave por VSR mostrou correlagao
significativa com sICAM-1 (r = 0,401; p = 0,028) e IL-10 (r = 0,412; p = 0,024) na
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secrecado nasofaringea e com IL-6 (r = 0,469; p = 0,009) no soro (VIEIRA et al.,
2002).



QUADRO 1: ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE INFECGAO PELO VSR REALIZADOS NO BRASIL

32

AUTORES PUBLICACAO PERIODO IDADE CIDADE CLINICA CONDICAO METODO AMOSTRAS VSR +
. _ X Bulletin of the Waorld Rio de .
Sutmaoller F et al. Health Organization, 1980-1981 <S5anos janeiro ITRS/ ITRI  Ambulatorial Cultura 371 2(3%)
1983
Rio de Ambulatorial/
Nascimento |P et al. RevinstMed TropSdo  1982-1985 <Sanos Janeiro L AL Hospitalizado A &390 (13%)
Paule, 1991
- - . ) Rio de Ambulatorial/
S I Tin 1. 99 987 - 1989 5 S
utmaoller F et a Clin Inf Dis, 1995 1 1 < 5anos janeiro ITRS/ ITRI Hospitalizado IFA 827 (38%)
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Checon RE et al. AM | Trop Med Hyy, 1997 -1998 <S5anos Vitoria ITRS/ ITRI Ambulatorial IFA 406 114 (28%)
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Straliotto SM et al,  fevistadaSociedade g6, gy g Porto  yrpssirpy  Ambulatorial/ IEA 862  226(262
oL etal prasileira de Medicina ) <= anos Alegre / Hospitalizado (26,2%)
Tropical, 2002
Hospitalizado
Vieira SE et al. Pediatria ( Sdo Paula), 1996 <15anos  Sao Paulo ITRI ( Infeccao IFA / Cultura 52 4 (7,6%)
2002 Nosocomial)
Moura FES et al. Mem Inst Oswaldo 1998 <5 anos Salvador ITRS/ ITRI Ambulatorial IFA 482 84 (17,4%)
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DEliaCetal  Braslleirade Medicina 1997 -1998 <lanos 1o de ITRI Hospitalizado IFA 89 (47.1%)
Tropical, 2005 Janeiro
Nacul LC et al. J Heallhzl{;;%ul Nutr, 1994-1995 6-59m Recife Pneumonia  Hospitalizado IFA 472 5%
AM ] Trop Med Hyg, - todas  Fortaleza ITRS/ITRI Ambulatorial/ IFA 1950 409 (21%)
Moura FEA et al. ’ 2001 - 2004 . Hospitalizado
2006 idade
Mem InstOswaldo ~ 2001-2004 <Sanos Uberlindia ITRS/ITRI Ambulatorial/ IFA / PCR 379 100 (26,4%)
Costa LF et al. Cruz, 2006 Hospitalizado
. The Brazilian Journal . T > i
Riccetto AGL et al. of‘lenfegtzfo:s l{;za';: 2004 <1lyears Campinas ITRI Hospitalizado IF Direta 149 26 (17,5%)
2006
Thomazelli LM ) " | italizad
et al. J Pediatr (Rio | ), 2007 2003 <5 anos Sao Paulo ITRI Hospitalizado PCR 336 (24,1%)
Vieira SE et al. Clinics, 2007 1999 - 2000 <1lano Sao Paulo ITRI Hospitalizado IFA / Cultura 192 117 (60%)
Oliveira TFM et al.  Men Inst Oswaldo Cruz, 2000 - 2007 <5anos  Uberlindia ITRI Ambulatorial/ by ¢ eura 475 128 (26,9%)
2008 Hospitalizado
PCR
Pecchini Retal, e Brazilian Journal 5000 5006  <60m  Sdo Paulo ITRI Hospitalizado IFA 455 (28%)

of Infectious Disease,
2008
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AUTORES PUBLICACAO PERIODO  IDADE CIDADE CcLIiNICA CONDICAO METODO  AMOSTRAS VSR +
The Brazilian Journal 50062006  <60m  Sio Paulo ITRI Hospitalizado IFA 455 (28%)
Pecchini R et al. of Infectious Disease,
2008
Riccetto AGLetal, ¢ Brazilian Journal 2004 <lano  Campinas ITRI Hospitalizado PCR 144 46 (31,9 %)
) of Infectious Disease, '
2009
g Sdo José do o
Salomao Janior |[B [ Pediatr (Rio ), 2011 2004 - 2005 <6 anos Rio Preto ITRI Hospitalizado RT- PCR 209 (29.3%)
etal.
Hospitalizado
The Brazilian Journal 2004, 2007, - .
Bueno IAC et al. of Infeectious Disease, 2008 <1ano Sao Paulo ITRI (Cundédo PCR 21 8 (38,1%)
2012 Intensivo)
. BMC Infectious Disease Porto Ambulatorial/
Da Silva ER et al. 2013 2007 <3 anos Alegre ITR1 Hospitalizado PCR 260 139 (53,5%)
Ferone EA et al. | Pediatr (Rio J), 2014 2008 - 2011 <2 anos Sao Paulo ITRI Hospitalizado PCR 813 222 (27,3%)

ITRS: Trato respiratério superior

ITRI: Trato respiratério inferior

RT-PCR: Reacdo em cadela de polimerase por transcriptase reversa

PCR: Reagdo em cadela de polimerase

IF: Imunofluorescéncia

IFA: Ensalo de Imunofluorescéncia
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2.4 OS DEMAIS VIiRUS RESPIRATORIOS

ARTIGO 2

Il Manual de Alergia, Pneumologia e Dermatologia Pediatrica — 2009

Sociedade Paranaense de Pediatria

: ;
7Y &,

Virus e doengas respiratorias na infincia -
DéboraCarIaChongeSw ,

INTRODUGAO

As infecgBes respiralirias agudas (IRA) $30 reconhecidamente as principais causas de
morbidade e mortalidade na faixa etdna pediatrica em fodo 0 mundo.

Paises deservohidos, bem como 0s em desenvolvimento, 1ém mostrado taxas de mor-
bidade semelhantes para as IRAs, sendo a prncipal causa de uliizaghio dos senvicos de sadde
pediatricos e responsabilizando pela macica ocupaco dos leitos de intemacio nos meses de
clima frio.

Quando se verificam taxas de mortalidade relacionadas & IRA, estas se mostram superiores
em paises em desenvohimento especiaimente em criangas mencres de 5 ancs de icade.

Clinicamente, as IRA se dividem em infecgdes agudas do trato respiratéeio superior e in-
fecodes agudas do trato respiraldrio inferior, As apresentagdes clinicas mais comuns das infecpes
do trato respiratério superior s30 as rinofaringites (resfriados comuns), olites e as laringites. As
pneumanias, as bronquiclites e exacerbagbes de quadros de asma s30 as representantes clinicas
mais freqlientes das infecgdes do tralo respiratinio inflerior.

Os virus siio 0s principais responséveis por estas infecobes chegando a ser 0s agentes
etiokgicos de até 50 a 90% das infecgbes agudas do Yrato respiralinio inflesior em criangas pequenas.
Diante dos inG estudos epldemicidgicos e das constantes inovaghes nas lacnicas de detecgbes
viraiis, tem sido possivel tragar o parfil elioldgico ¢ epidemioldgico das IRA na pediatria.

O Virus Sincicial Respiratério Humano (VRSH), Virus do Grupo Parainfiuenza humano
(VPIH -1, Il e 1), Influenza A e B, Adenovirus, Rinovirus e mais recentemente o Metapneumovirus
humano (MPVH), Bocavirus humano (BoVH) e o Coronavirus humano (CoVH) 18m sido os mais
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Neste capitulo abardaremos individualmente cada virus citado, suas particularidades e as
apresentacdes ciinicas mais relacionadas a cada agente na pedaiia.

ADENOVIRUS

O adenovirus é um DNA virus, composto por dupla-fita, ndo envelopado. Foi isolado
primeramente nos anas S0 em culturas celulares de tecido infdide .

Apresenta a capacidade de infectar tecidos humanos e animais. J4 s3o reconhecidos 51
soroipos diferentes com apresentagbes clinicas variadas, infectando misiiplos Geg30s e sistemas,
apesar de algumas delas ndo apresentarem sintomas.

Este virus sobrevive por longos periodos fora do hospedeiro e estudos epidemiclégicos
e demonstrado que ele ocorre endemicamente ao kango do ano 10do,

Adenovirus & comumente isolado em kacientes e criangas alé a idada escolar.

Sua transmissdo pode ooorrer por inoculagio direta em conjuntiva, via fecal-oral, aerossol
de particuias contaminadas, exposico & tecidos contaminados e sangue.

S&o descritas 6 sindromes dlinicas dferentes relacionadas 2 infecgdo pelo adenovirus:
aguda, gastrenterite e infecgbes em hospedeiros imunocomprometidos.

O adenovirus tem sido citado como responséavel por aproximadamente 10% das infecgdes
do trato respiratorio inferior em criangas, predominantemente os sorotipos 4 e 7. As principais
manifestagdes clinicas nesta faixa etdria s30 a pnewmonia e a branguiolle viral aguda (BAV),
sendo que alguns estudes relacionam a presenga desle virus com maior morbimortalidade por
BAV, incluindo conseqiéncias de longo prazo, como a bronquiokts obiiterante.

GRUPO PARAINFLUENZA

0 virus parainfuenza humano (VPIH) apresenta uma fita simples de DNA, composio por
“pontas” de gicoproteinas em sua superficie, as proteinas de fusdo ¢ hemaghuininas-neurami-
nidases.

Existem 4 sorofipos (1 a0 4) e 2 sublipos (4a e 4b) 0s quais variam em forma e tamanho
entre ales.

O virus parainfiuenza é instavel no meio ambiente, sobrevivendo poucas horas em super-
fices externas e sendo facimente inativado por dgua e sabdo.

Sua lransmiss3o se da por contato direto de material infectado com a mucosa ocular, oral,
nasal e por inalagSo de aerossdis provocados pelo espio ou tosse.

Esludos soroldgicos 1m mostrado o grupo parainfiuenza como um freqiente agente etio-
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Wgioo em criangas com infecgBes do tralo respiratteio inferior. Similar a0 virus sincicial respiratiio,
este grupo causa repetidas infecgdes ao longo da vida, sendo que 90% a 100% das criancas alé
08 5 ancs de klade apresentam anticorpas contra o sorolipo 3 e 75% contra o sorotipo 12 2.0
sorotipo 4 tem sido isolado menos freqlentemente, provaveimente por nio aparecer associado
ainfecgdes graves.

Estudos epidemiolégicos mostram que os diferentes sorotipos variam em apresentaches
dlinicas e sazonaidade. VPIH-1 tem sido identificado em surlos bienais principalmente no cutond
@ 0 VPIH-2 em surlos anuats ou bienais também no outono e ambos apresentam principalmente
quadros de laringotragquecbronquites, sendo o VPIH-1 o principal agente etiokgico de laringites
agudas em criangas, 0 VPIH-2 tem sido identificado em consideravel menor NUMeTD Nestes Casos.
0 VPIH-3 & o scrofipo mais relacionado com quadros de bronquioites € pneumonias e tem sido
isoladd ao longo de todo 0 ano com predominio durante 1030 0 imverno até o Micio do verao.

BOCAVIRUS

Este virus recentamente descoberto ¢ do género Bocavirus, subfamifia Parvovirinae eda
famiia Parvoviridae. Foi iniciaimente isolado em amostras de secrec3o respiratinia de criancas
com infec;0 do trato respiratorio inferior na Suécia e desde entlo tem sido chamado de Bocavinus
humano (BoVH). € um DNA virus identificado a partir da andlise da saqDéncia do gene VP2.
da deteoso do BoVH de dezembro a junho. Estes mesmos estudos verificaram a presena 6o
BoVH predominantements em criangas com infecgdes do trato respiraténo inferior especialmente
bronquiclite viral aguda. Também foi encontrada em criangas com exacerbacao de quadros de asma
@ menos fregantemente em criangas com infecgbes do trato respiralivio superior isoladamente,
semelhante s condigdes clinicas observadas nas infecges pelo virus sincicial respiratdrio (VSR)
€ metapneumavins,

Aulores relatam que doencas de base como asma, bem como episdios anteriores de
bronquiolite @ prematuridade, foram achados de histéria encontrados em até 61,5% das criancas
Infectadas pelo BoVH.

Altas de taxas de coinfecsso do BoVH, juntamente com oulros virus respiratirios, entre
eles 0 VSR e 0 adenovirus, ¥m sido descritas na ieratura.

CORONAVIRUS

Assim chamado peko aspecto de “coroa” que este virus envelopado adota & microscopia
eletrnica. O coronavirus humano (CoVH) & um RNA virus, simples-fita e simetria helicoidal. Per-
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tence & ordemn Nidovirales @ familia Coronaviridae. A estrutura global do virus ("pontas”, envelope,
membrana e capsideo nuclear) é de especial importancia devido 4s proteinas que o compdem e
qnmiamommhmwwmod*nﬁmmm“mm
grupes do ginero Coronavirus,

Estudos epidemioidgicos demonstram que o Coronavirus infecta iniciaimente o trato
respiratério superior e gastrintestinal em mamiferos e aves; nos humanos ja foram identificados 5
difarentes sublipos do virus: CoVH -229E, CoVH-OC43, SARS-CoV e 2 oulros mais recentemente
Gescrilos, nos anos 2004 e 2005, o NLB3 e HKU1 respactivamente.

Aprincipal apresentacdo dinica da infecgdio com o CoVH é o resfriado comum em adultos
especiakmente no inverno e no inicio da primavera. Em criangas, infecgdes do trato respiratdrio
inferior com sibildncia e tosse j4 foram descritos em estudos recentes.

« Um grande nimero de publicagdes tem relacionado o coronavirus com a Sindrome da
Anglstia Respiratiria o Adulto (Severs acute respiratory syndrome) - este subgnupo do coronavinus
foi denominado de SARS - CoV. A epidemia de SARS resultou em mais de 8,000 casos com 10%
de martalidade iniciando em palses da Asia e expandindo-se para o mundo todo 0 SARS-CoV
apresenta uma patogénese Gnica onde causa infec;o dos tralos respiratirios superior @ infarior
& lambém gastrenterite.

METAPNEUMOVIRUS

0 virus metapneumovirus humano (MPVH) foi isclado pela primeira vez em 2001 na
m.mmmmmmw

£ um RNA virus, de fita simples, pertencents 3 ordem Mononegavirales & famiia Para-
myxoviridae. A andlise filogenética do MPVH demonstrou a existincia de 2 linhagens ganéicas
principais caracterizadas como sublipos A @ B e subgrupos A1 e A2, B1 e B2 respectvamenie.
AﬁuiOathM&aWhmmmmomsuﬁm
parecem ser comuns.

De considerdvel importincia epidemiolgica, © metapneumovirus humano tem sido o
segundo virus mais encontrado em criangas com doenga respiralina. Estudos 3m demonsirado
Que sua incidéncia pode varier a cada ano, muitas vezes competindo e alé mesmo excedendo a
incidéncia do virus sincicial respiraldrio (VSR).

As manifestactes clinicas da infecgio pelo MPVH parecem semehantes As causadas pelo
VSR, causando desde infecgbes de leve & moderada intensidade em adultos e criangas maiores @
quadros mais graves e alé hospitalizaghes em criangas menores, idosos e pacientes imunocompro-
metidos, nestes grupos podam ocorrer febre alta, mialgias, vimitos ¢ exacerbagio de quadros de
doenca obstrutiva cronica. Os achados radiciégloos parecem diferir entre estes dois virus, sendo
que na infecgao pelo MPVH tém mostrado, mais comumenie, infitrado peri-hilar bilateral,
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Estudos epidemiologicos tém associado a infecgdo pelo MPVH com bronquiolle aguda
e presenga de sibilincia em criangas abaixo dos 5 anos de idade. A confecgdo ¢ um achado
freqiiente envoivando este virus, sendo o VSR e o Influenza os virus mais comumente descritos
em infecgdes simultdneas.

RINOVIRUS

£ o virus mais comum em infecgbes respratbrias em humanos, sendo dassicamente o
agente causador do resfiado comum em adultos. E composto por uma fita simples de RNA, em
senlido positivo, nfio envelopado. Apresenta um capsideo composto por 4 tipos de proteinas: VP1,
VP2, VP3, VP4, As proleinas VP1 -VP3 compdem grande parte da superficie viral, importante
por funcionarem como epitopos antigénicos na formagSo de anficarpos contra o virus. A proteina
VP4 & responsével por estabelecer a ligag3o entre o capsideo e o RNA viral, Pertence a famika
Picornaviridae e 2 espécies rinovirus humano Ae B.

O rinovirus humano (RVH), at ent3o descrito como causador exclusivamente de infec-
gdes do trato respiratirio superior em adulios, tem sido constante alvo dé pesquisas como agente
etioldgico de infecgBes do trato respiratinio inferior em criangas. A associag3o com exacerbagbes
de quadros de asma ¢ a delecgdo deste virus em pacientes com fibrose cistica e displasia bron-
copulmonar tem sido descrita.

Importanies estudos epidemiciogicas, com a failitagio técnica da reag2o em cadeia da
polimerase com transcriho reversa (RT-PCR), revelaram que a presenca do RVH em quadros de
bronguioiite viral aguda (BAV) em lactentes tem sido freqlente. Resultados nao mostram diferencas
estatisticas de idade e género entre ¢s pacientes com infecglo pelo RVH ¢ as observadas pelo
VSR. Também a presenga de sibildncia recomente & o deservohimento de asma apds quadro
agudo de BVA por RVH, principalments em pacientes alépicos, tem sido analisada, embora caiba
ressaltar que os estudos tim demonsirado a coinfecgdo deste virus com outros, especialments
como VSR,

Embora a freqbéncia da identificagiio do RVH tenha sido relevanie, @ apresentagio
clinica da infecg3o do trato respiratirio inferior em criangas, por este virus, parece ser de menor
gravidade.

VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

0 virus sincicial respiratdrio humano (VSRH) pertence & famifa Paramyxovridae e ao
género Pneumovicus. Ele é conskderado um virus pleomérfico por apresentar diversas formas e
possuir um diémetro que varia de 150 a 300 nm. Quando em cultura, este virus é capaz de induzir
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amamm.mm@m.ommmumamﬂ
S2u genoma que lranscreve em miitipkss mRNAS que ird traduzr em 10 proteinas virals especificas.
Denire estas proleinas, 3 (F.G, SH) séo as mais importantes por saerem responséveis por ligarem
0 vinus & célula hospedeira.

Ommzmzke&amGomamnmmm
mmmmsamm.mmwmmm
gendtipo A apresenta maior gravidade da doenca.

Adetecgio do VSRH é possivel por meio de métodos como a imunofiuoresoéngia indireta
(uslizando anticorpos monoclonais contra epltopos do virus) ou pesquisa de material genético
(PCR~RT-PCR), ambos utilizando material obido de aspirados nasofaringeos. O VSRH tem sido
delectado em infecpbes simuitineas com outros virus como o parainfluenza, infiuenza, adenovi-
fus e & metapneumovirus. O estudo da coinfecgio entre 0 VSRH ¢ 0 metapneumovinus humano
abordando aspectos da palogidnese, sazonalidade e apresentagdo dlinica tem sido foco de muitas
pesquisas atualmente.

Estudos epidemicidgicos publicados nas Gltimas décadas t8m mostrado o VSRH camo
© principal agente eliologico das infecdes respiraldrias fato que © foma o virus mais estudado e
pesquisado em fodo o mundo especialmente entre a faixa etdria pediatrica.

|mummmmm).mmmmem
cerbagbes de quadros de asma $30 as principais manifestagdes cinicas da infecglio pelo VSRH,
Entre os sinfomas caraclerisiicos podemos cltar a tosss, febre, rinoméia e a sibilincia. Estudos
comprovaram que o contato direto com goticulas contaminadas ¢ a principal via de transmissio.

OMMWWWW.MWMNMmMM.No
M.mwmwmwmmmﬁﬂdowmelnidodom.mdm
de até 5 meses, marcando a lotagdo dos senvigos pedidtricos nesta época.

Aprofilaxia da infecgdo pelo VSRH & uma quastio bem determinada. Estiados demonstrando
ammmwmmmmmwmmmm
publicados em varios paises com resullados variados e estio em inicio no Brasil, Avalments a
mmoaammmummammm
wmmpﬁmm.mmammswmxmauum
amoameaMMawawWQawwm
530 08 Critérias mais consideradas.

INFLUENZA
Agboémsadapebvhnilmnquammhndonlwdomm

decarrer da histdria, sendo denominado como “a Glfima grande praga” do século XU
ommaummwmu.mammmmue
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imegular, tendo em seu interior uma Gnica fita de RNA. Ao observar as diferencas das nucieopro-
teinas inlemas, o virus foi dividido em 3 subtipos: A, B e C. Nelas podemos verificar a presenca
de hemaglutina (H) e neuraminkiase (N) cs quais determinam a hemaghutinac3o e disseminagao
de uma celular para oulra, respectivamente. Ambos 08 antigenos podem sofrer mutages de forma
independente.

Os sublipos A e B s80 os responséveis pelas epidemias sazonais que ocorem t0dos 08
anos no pais e que levam os infectados a uma variedade de sintomas. Entretanto, o subtipo C
caracteriza-se pedos sintomas mais amenos muitas vezes até assintométicos. A transmissdo ocome
pak contato direto de goticulas contaminadas. Estudos comprovaram que até 40% das criangas
sauddvess s30 acometidas palo virus influenza anuaiments,

Clinicamente, as criangas com o virus apresantam febre (> 38°C), mialgia, cefaléia, tosse
soca e mal-estar por 3 2 4 dias. Podem apresentar como complicagles ofiles mébdias agudas e
bronquioite.

Aprevengao através de vacinas inativadas contra o virus esta sendo a melhor opglo para
profilaxia. Existem 2 tipos de vacinas: aquelas que posswem o virus total inalivado e oulras que
possuem antigenos de superficie. Aquantidade de hemagiutina (H) é padronizada pela OMS, apro-
ximadamente entre 7 & 25 pg, mas a neuraminidase (N) varia de acordo com o tipo de vacina.
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2.5 SIBILANCIA, ASMA E OS VIRUS RESPIRATORIOS

Jornal Paranaense de Pediatra — 2009

ASMA E VIROSES RESPIRATORIAS: O OVO OU A GALINHA?

ASTHMA AND RESPIRATORY VIRUSES: WHO COMES FIRST?

Débora Carla Chong e Stlewt

Introdugdo

de emergéncia’. O ti do trato

Infecgies virais do trato respmbém) 30 as princpais causas de au-ndlmentm pedidtricos em servigos

4 L :
io inferior, 1 P s clinic por quiolite

aguda e pneumonia, chega a ser responsivel };ur até 70% das internagbes de criangas nos meses de inverno'.

Estudos cpndemmlégxms, com criangas portadoras de pneumonia aguch adquirida na comunidade,
mostraram o virus %m:mnl respiraténio (VSR) como o ngtnle etiolégico mais comum nos 3 continentes™.
O VSR é um paté el por ep

()

virus até esta idade’.

1l

Outros virus como o rinovirus, O grupo p

da doenga em todo o mundo®. Acima de 90%

das criangas até 0s 2 anos de idade apn:senhm anticorpos para o VSR denotando algum contato com este

e o adenovirus também estio entre os

Mais recentemente o coronavirus, bocavirus e
sintomatologia™*""

P freat A "

Sibilincia é um

agentes causadores de infecgdes do trato respiratdrio inferior em criangas abaixo dos 5 ancs de idade™™”.

jurs foram isolad

a0 menos 1 epis6dio de sibilancia confi d
os de criangas iticas ¢ n3o
respiratério inferior”.

Além das I{ agudas da inf

RESPOSTA IMUNOLOGICA AO VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO

O Virus Sincicial Respiratorio Humano (VSRH) é um
RNA virus de fita simples, ndo segmentado pertencente
a0 género Prewmovirus, 3 subfamilia Presmoviridar e a fa-
milia [ yroreridae. Dentre as p inas virais traduzid,
por este virus 3, a proteina F, G ¢ SH, sdo as mais impor-
tantes por serem responsiveis por ligarem o virus 3 oélu-
la hospedeira®®.

Ha mais de 30 anos, quando percebeu-se que sinto-
mas recorrentes eram observados em criangas com infec-
Gdo anterior pelo VSR, tem-se procurado identificar a res-
posta imunoligica responsdvel gor este situagio & no
momento da infecgio aguda™! M

Mohapatra e col. (2008), provaram que em humanos ¢
em modelos animais os linfécitos pulmonares estimu-
hm mposlms Thle lh2 quandu infectados pelo VSR. Es-

envolv to de proteinas do hos-
pzdclm com l(.r\M 1, IFNY, ERK1,2, STAT - 1/3 ¢
PKC € como as principais envolvidas com a infecgdo por
este virus. [FN Y parece estar relacionado a replicagio do
VSReasd A expressio génica precoce do
virus e 3 mﬂamaq.m

Queiroz ¢ col. (2002) analisaram a resposta
imunolégica humoral e celular de criangas infectadas pelo
VSR e demonstraram que antes dos 3 meses de idade a
taxa de soroconversio é baixa e a de detecgio altos niveis
de IgG especifica, especialmente IgG1, se da ds custas de
anticorpos maternos, 0s quais apresentam pouca ativida-
de lizadora. Criangas mai de 3 meses de idade,

) por virus, est r 3 uma
infecgio aguda e sintomas recorrentes de sibilincia e asma em adolescentes e adultos jovens'’. Intmeros
autores tem estudado a relagio da infecgio pelo VSR e o posterior desenvolvimento de asma.

em secregies de criangas

P
com infecgbes ag:udas do trato respiratorio inferior, boa parte dos quadros apresentavam sibilos na

a infancia. Em nosso meio 45% das criangas jd apresentaram
no primeiro ano de vida®. Presente em quadros respiratori-
tem sido um achado dinico relacionado ds infecgdes virais do trato

d do entre a

&

onde ocorre predominio da resposta celular por linfécito
B (CD20), apresentam boa soroconversio. Neste estudo,
ao analisar as citocinas liberadas apds estimulagio de cé-
lulas monocucleares com antigenos do VSR, houve res-
posta especifica, porém sem predominio significativo de
nenhum padrdo, com produgio de citocinas padrio Thl e
Tha*,

Quanto & gravidade da doenga aguda pelo VSR, estu-
dos ja d que f é‘e altos niveis de IgE
espmbca contra o virus , bem como niveis de IL-2 e IL-10
sio fatores relacionados com a gravidade do eplsédm
agudo, duragio da insuficiéncia respiratoria e mmeTu
masor morbidade do quadro respiratorio apos a alta™.

VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO E SIBILANCIA
RECORRENTE

V. an.ns estudos dc seguu?ento dc cnan}a# que foram

zadas por br q o
qur cerca de 50% destas apu‘smhmm episodios de
sibilancia rccurrenk- ap6s a alta. Os mesmos estudos
destes ¢ ios, em média,

com 3 a 4 anos de idadel6. Sigurs ¢ ‘col. (1995) acompa-
nhando 47 casos de criangas com bronguiolite confirma-
da pelo VSR, por 3 anos, verificou que%“\. apresentaram
sibilancia recorrente no periodo de acompanhamento
contra 32% dos controles. Dos casos VSR positivos que
32% apresentavam relagio com atopia'’.

Stein e col. {1999), acompanharam criangas nio hospi-
talizadas por infecgbes virais de diferentes etiologias até
os 13 anos. Criangas com infecgdo confirmada pelo VSR
apresentaram 3 a 4 vezes mais chance de ssbilincia recor-

Esprealista em Preamologie Podidtrica, Mestre em Cigncins Bioldgions — UFPR, Professora de Afengdo Primiing em Pafiafria — PUC-PR,

Professora Assistente de Pediatng - UFPR.
DCCS: Rua Carlota Straube de Aravijo, 541, cusa 1, Bon Vista
e-ninal: debchong@uol.com.br

§2540-220 Creriiba-PR.
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rente até os 6 anos de idade quando comparado aos con-
troles. Aos 13 anos esta diferenga ndo foi significativa. Os
demais agentes etiologicos verificados neste estudo, en-
tres eles, o virus influenza, o adenovirus, rinovirus,
clamidia e até algumas bactérias, mostraram a mesma
tendéncia de manter sintomas recorrentes apas a infecgio
aguda, porém em menor consisténcia quando compara-
do ao VSR™.

Atualmente, sugere-se 2 hipoteses que justifiquem esta
associagio:

HIPOTESE 1: A infegio por VSR ( manifestado pelo
quadro de bronquiclite aguda) seria o desencadendor da
sibilincia recorrente em pacientes que jd possuem uma
predisposicio a atopia;

HIPOTESE 2: A infecgio do VSR em uma fase precoce
da vida, tornando-se o virus o ancsador da sibilincia;

O ovo ou a galinha?
Discutindoa HIPOTESE 1

No caso de primeira hipétese o VSR seria um mero
indicador de uma condigio pré-existente.

Ja em 1990, Larrafiaga e col. , sugeriram fatores que
poderiam predispor uma crianga a desenvolver sibilincia
recorrente a partir de uma infecgio aguda pelo VSR™:

- Hipersensibilidade 3 alergenos comuns;

- Hiperresponsividade da via aéres;

- Alteragdes pulmonares anatémicas ou fisiologicas.

A ocorréncia de produgio de IgE especifica ao VSR e o
consequente envolvimento de mastocitos ¢ baséfilos na
infecgio aguda, parece ser uma condigio inerente da en-
anga infectada e ser um fator sinalizador de atopia ¢
sibilincia recorrente™.

Detecgio de histamina em secregio nasofaringea,

15

leucotneno C4 (LTC4), eosinofilia periférica Imteina
eosinofilica catidnica (ECP) tem sido considerados bons
marcadores de sibilanca recorrente pelo fato de estarem
relacionados significantemente & produgio de IgE especi-
fica ao VSR quando comparados aquelas criangas que nio
produzem esta imunoglobulina no quadro agudo™<*.

A pré-disposigio de produzir uma reagio de
hipersensibilidade tipo 1 quando em contato com o VSR
tem sido o fator determinante dos sintomas recorrentes.

Em relagio  ocorréncia de bronquiolite bem como a
gravidade deste quadro ser justificada pela atopia do hos-
pedeiro tem sido um tema controverso, bons estudos con-
trolados tem falhado em mostrar esta relagio.

Outra condigdo pré-existente € relacionado a
hiperresponsividade bronquica a estimulos inespecificos.
Sugere-se que criangas com hiperresponsividade quando
em contato com VSR e outros virus respiratorios desenca-
deariam bronquiclite aguda quando comparadas com cri-
angas sem esta condigio. A dificuldade de confirmar a
hiperresposividade através de exames de provocagio
(metacolina, histamina) ¢ ainda mais, a realizagio destes
exames antes do episédio de infecgdo aguda tem deixado

=

esta hip6tese ainda mais distante de uma confirmagio™*.

Varios autores tem apoiado a idéia de que alteragbes
anitomo-fisiolégicas como alteragdes do calibre da via
aérea, ocasionando redugio da fungio pulmonar na in-
fancia seria um fator predisponente de sibilincia por vi-
rus. Martinez e col. (1988) demonstraram que criangas
com parametros reduzidos de fungio pulmonar ao nasci-
mento apresentaram mais frequentemente sibilancia ao
contato com virus e quadros de recorréncia destes sinto-
mas até aproximadamente 3 anos de idade. Foi o primei-
ro estudo que atraiu a atengdo de pesquisadores para os
diferentes tipos de sibilincia. Estas criancas seriam
os sibilantes transitérios™.

Hiperresposividade Dano ao epitélio
hranguica \ /
Fxposigio alérgenos
Atopia BRONQUIOLITE Exposi¢do irritantes
(sensibilizagio alérgenos) | —> VSR \
Hiperresposividade
Alleragoes analdmicas brénquica
(calibre / fungdo pulmoenar reduzida)
SIBILANCIA
RECORRENTE

Figura 1. Esquema representabivo das lupdteses de sibilinena recorrente apds infecgio pelo VSR, Modificndo de Fonseca C e eol.
{20037
Discutindo a HIPOTESE 2 Trabalhos que estudaram o comportamento de

Esta hipétese sustenta a idéia de que o VSR seria o
causador de quadros de sibilincia recorrente em criangas
sem dros pré-exi

Rl

Durante a bronquiolite, especialmente em quadro
agudos graves, o dano da mucosa respiratoria ocasiona-
da pelo intenso processo inflamatdrio durante a infecgdo
aguda, facilitaria a sensibilizagio por outros alérgenos
ou provocaria a exposigio de receptores irntativos re-
sultando na sibilanaa recorrente™.

linfécitos humanos apés infecgdo por VSR, demonstra-
ram grande sensibilizacio ao dcaro Dermatophagoides
Sfartme, caseina e ovoalbumina®™.

Estudos em modelos animais confirmaram aumento
da hlperres‘msividade bronguica apds infecgao ‘relu VSR
Larsen ¢ col {1999) demonstram um aumento da contra-
¢do brénquica pela via colinérgica e nio-adrenérgica e
diminusgio na broncodilatagio mediada pela via inibité-
ria destes mecanismos™.
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A caréncia de registros de dados laboratoriais que
definem o padrdo de atopia ¢ hiperresponsividade de cni-
angas pequenas ¢ anteriormente & infecgdo pelo VSR difi-
cultam a determinagio da real relagio do VSR na génese
de asma ¢ atopia na infancia.

E importante lembrar de fatores como, poluigio, ta-
bagismo passivo e sensibilizagio & outros diferentes
alérgenos fazem parte da vida destas criangas e dpndem
interferir em diferentes proporgbes com quadros de
sibilincia recorrente durante a infincia ¢ a vida adulta.
Conclusdo

Metade das criangas com infecgio das vias aéreas infe-
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de estudo observacional, analitico do tipo coorte, com coleta de

dados prospectiva.

3.2 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O pacientes foram recrutados a partir do servigo de neonatologia do Hospital
de Clinicas, Universidade Federal do Parana e foram acompanhados, durante 1 ano
apo6s a alta, no servico de pneumologia pediatrica do Hospital de Clinicas,
Universidade Federal do Parana.

O recrutamento ocorreu de margo de 2008 a dezembro de 2009. Cada
paciente incluido foi acompanhado por 1 ano apds a alta hospitalar. O seguimento

encerrou-se em dezembro de 2010.

3.3 CASUISTICA

Nos anos de 2008 e 2009 o servigo de neonatologia do Hospital de Clinicas
era composto por unidade de terapia intensiva (UTI) com 10 leitos e unidade de
cuidados intermediarios com 15 leitos, que atendiam recém-nascidos com doencgas
de alta complexidade que nascem na maternidade do Hospital de Clinicas ou foram
encaminhados de outros servigos da regiao.

A maternidade do Hospital de Clinicas é referéncia para gestag¢des de alto
risco onde, na época, eram sao realizados aproximadamente 2000 partos por ano.

Quase a totalidade da ocupagdo do servico de neonatologia ocorre por

recém nascidos prematuros, totalizando em média 600 internagdes por ano.
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3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

a)

b)

Lactentes de ambos os sexos que tenham nascido com <35 semanas

de idade gestacional;

Possibilidade da inclusdo ser realizada no mesmo dia da alta do

servigo de neonatologia;
Menos de 6 meses de idade no momento da alta hospitalar;

Criangas com possibilidade de receber seguimento médico e permitir

completar as informacdes clinicas durante o periodo do estudo;

O representante legal voluntariamente assinar e datar o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE), na versdo aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de
Clinicas - UFPR (CEP), ap6s ter recebido as informag¢des sobre o

estudo.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

a) Criangas com infecgéo prévia confirmada pelo VSR;

b) Criangas que tenham recebido Palivizumab, outra

imunoglobulina hiperimune ou imunoglobulina intravenosa policlonal;
c) Retirada do TCLE;

d) Perda de acompanhamento, ndo completando o minimo de 3

consultas clinicas no periodo de 1 ano de seguimento.

3.6 POPULACAO DO ESTUDO

Todos os pacientes oriundos do servico de neonatologia do Hospital de

Clinicas que preencheram os critérios de inclusdo e que néo apresentaram nenhum
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dos critérios de exclusdo especificados foram considerados para compor a
populacdo do estudo. Cento e quinze pacientes foram recrutados e 103 concluiram o

periodo de seguimento proposto.

3.7 AMOSTRA E TECNICA DE AMOSTRAGEM

Durante o periodo de recrutamento (2008/2009) a equipe do servico de
neonatologia comunicava ao pesquisador as altas dos recém nascidos prematuros.

A partir das criancas prematuras identificadas e antes da alta hospitalar, os
pacientes tinham seus prontuarios avaliados e os critérios de inclusdo e exclusao
revisados.

Na préxima etapa realizava-se a abordagem com os pais e/ou responsaveis,
onde a explicacdo detalhada do estudo foi realizada com énfase na importancia do
comparecimento as consultas programadas e nao programadas, na identificacdo do
evento respiratorio e nos exames laboratoriais que seriam coletados. Abordava-se
também, neste momento, os riscos potenciais e as variaveis de protegao
relacionadas para infeccao pelos virus respiratérios.

De comum acordo e cientes do estudo, o TCLE foi assinado e datado pelos
responsaveis legais na presenga do pesquisador. Esta crianga foi considerada

incluida no estudo.

3.8 METODO

3.8.1 Delineamento e plano geral do estudo

Apods a inclusdo, os pacientes foram acompanhados mensalmente durante os
primeiros 6 meses apoés a alta e depois, a cada dois meses, até completarem 1 ano
de seguimento médico. Em cada visita, a histéria social e clinica foi atualizada e o
exame fisico realizado. Os responsaveis foram orientados a notificar o pesquisador
caso ocorresse qualquer quadro respiratério ou internagdo, momento em que o
paciente foi reavaliado pelo pesquisador. As criangas diagnosticadas clinicamente

com ITRI foram submetidas aos testes para diagndstico viral. Os pacientes com ITRI
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que nao necessitaram de hospitalizagao foram acompanhados semanalmente por
telefone, até a resolugdo do quadro. As criangas internadas com ITRI recebiam
visitas diariamente durante a internacdo e depois foram acompanhadas
semanalmente por telefone, até a resolucdo do quadro. Todas as intervencgdes

clinicas e evolugdes foram registradas.

3.8.2 Avaliagbes clinicasl/visitas

3.8.2.1 Visita de inclusao

Realizada no servigo de neonatologia, apds a assinatura do TCLE, onde foi
preenchida uma ficha clinica, com dados demogréaficos e de nascimento: idade,
sexo, idade gestacional (cronolégica — Data da ultima menstruacédo (DUM) —
ecografica e pos-natal (escore de Ballard), peso ao nascimento, tipo de parto,
gestacbes multiplas, datas de internagcdo e de alta hospitalar, datas de inicio e
suspensao oxigenoterapia suplementar, necessidade de ventilagdo mecanica,
diagndstico de broncodisplasia pulmonar ou outra doenga pulmonar cronica,
cardiopatia congénita, doenga neurolégica, necessidade de administracdo de
surfactante ou uso de antibiéticos. Os dados sociais foram registrados: numero e
idade das pessoas de contato domiciliar, numero de fumantes na casa, permanéncia
em creche, nivel de escolaridade dos pais, presenca de animais de estimacdo em
casa, historia familiar de asma e atopia. Dados referentes ao pré-natal e as
complicagdes durante a gestagdo foram pesquisados no prontuario da parturiente
(obstetricia) e registrados.

A primeira visita programada foi agendada e a data e local foram anotados
para os responsaveis.

Os pais receberam o numero de telefone para contato com o pesquisador
caso, antes da primeira visita programada, ocorresse algum evento respiratorio
agudo e também um cartdo de identificagdo caso fosse necessario comparecer ao

hospital para um atendimento de emergéncia (ANEXO 3).
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3.8.2.2 Visitas programadas

As visitas programadas ocorreram mensalmente, até os 6 meses apos a alta
e de 2 em 2 meses até um ano de seguimento médico. Em cada visita programada
foi realizado exame fisico e preenchida a ficha clinica com atualizagdo da histéria
clinica e social e demais dados sobre as variaveis pesquisadas.

Nos meses em que nao houve visita programada, o contato telefénico com
os responsaveis foi realizado onde se atualizava a histéria clinica e doengas e/ou

episodios de hospitalizacdo nao relatados.

3.8.2.3 Visitas de encerramento

A visita programada ao final de um ano de seguimento médico. Nesta visita
foi realizado o exame fisico completo e os dados obtidos foram registrados na ficha
clinica bem como os atualizados os dados da historia clinica e social.

Os pacientes que necessitavam de continuidade de acompanhamento foram

encaminhados para os ambulatérios especializados do servigo pneumologia.

3.8.2.4 Visitas ndo programadas

A partir da notificacdo, pelo responsavel, de um quadro compativel com
doenca respiratdria aguda, foi realizada a avaliagdo do paciente dentro de 72 horas,
pelo pesquisador.

Os dados foram registrados na ficha clinica como também a atualizagéo dos
dados demograficos e sociais. Anamnese cuidadosa da histéria clinica atual foi
realizada e o paciente era examinado para verificagao de sinais de ITRI.

Os pacientes com infecgéo do trato respiratério superior (ITRS) passavam a
ser acompanhados semanalmente, por telefone, até a resolugédo ou progressao do
quadro. Todas as mudangas de condicido e data de resolucdo do quadro foram
documentadas.

Os pacientes com diagnéstico de ITRI, segundo os critérios definidos, foram

submetidos ao lavado nasofaringeo (LNF) para a identificagéo viral.
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Nos casos em que o paciente era hospitalizado, o acompanhamento foi
diario, durante todo o periodo de hospitalizacdo. Os detalhes da evolucdo no
hospital foram documentados na ficha clinica. Os dados registrados de maior
importancia incluiam: dados clinicos, oxigénio suplementar, uso de antibidticos,
necessidade e duragéo dos cuidados intensivos, ventilagdo mecanica.

Apos a alta hospitalar, o paciente foi acompanhado semanalmente por
telefone, até a resolugao do quadro.

Os pacientes com ITRI que ndo necessitaram de hospitalizagdo foram
acompanhados semanalmente por telefone. Sintomas persistentes, tratamentos
instituidos e a data de resolucédo do quadro eram documentados.

Os pacientes que ja estavam internados por qualquer outro motivo e que
desenvolveram uma doenga respiratoria aguda no hospital foram acompanhados da

mesma forma descrita acima para os pacientes ambulatoriais.

3.8.3 Identificagao viral

3.8.3.1 Técnica do lavado nasofaringeo (LNF)

A coleta da amostra de secrecdo pela técnica do LNF foi realizada pela
pesquisadora apos treinamento.

Uma seringa de 3-5 mL conectada a sonda de borracha de 20 cm foi
preenchida com solugcdo salina fisiologica estéril. A cabega do paciente ficava
estendida para tras, em um angulo de 45 graus. A extremidade da sonda era
introduzida em uma das narinas, até a cavidade nasal. A solugao salina era injetada
e imediatamente aspirada. As amostras foram transportadas, refrigeradas a 4°C,
imediatamente para o laboratério. Apds centrifugacdo da amostra, aliquotas de 250
uL foram separadas para anadlise rapida do VSR. O restante da amostra foi

congelada & —20°C para uso posterior no teste molecular.
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3.8.3.2 Reagao em cadeia da polimerase (PCR) virus respiratorios

O teste de PCR foi realizado no laboratério de virologia da Universidade de
Sao Paulo - USP, em Ribeirdo Preto. Cada amostra de LNF coletada durante o
estudo foi congelada a —20°C depois da retirada de 250uL para a detecgéo rapida de
VSR. As amostras congeladas foram armazenadas e enviadas mensalmente ao
laboratdrio citado. A refrigeragdo recomendada foi mantida durante todo o transporte
das amostras.

Para realizagdo da PCR foi utilizado material da TagMan® (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) contendo os primers e sondas para pesquisa
dos virus: VSR, Influenza A e B , Parainfluenza |, Parainfluenza Il ,

Metapneumovirus, Rinovirus, Bocavirus, Adenovirus e Coronavirus (APENDICE 1).

3.9 DEFINICOES DO ESTUDO

3.9.1 Definigdo de infecgao respiratoria aguda

Foi considerado infecgdo respiratéria aguda, qualquer sinal ou sintoma,
isolado ou associado, que caracterizasse acometimento agudo da via respiratéria.
Foram eles: coriza/ rinorreia, obstru¢do nasal, tosse (de qualquer caracteristica),
taquipneia, dificuldade respiratoria e presenca de sibilancia.

A adequada percepcao desses sinais e sintomas foi importante pois a partir
dessa identificacdo os responsaveis foram orientados a acionar a equipe ou procurar

atendimento médico dentro de 72 horas do aparecimento.

3.9.2 Definicédo de infec¢do do trato respiratorio inferior (ITRI)

Os episddios de ITRI foram caracterizados pelo diagndstico clinico de
bronquiolite aguda ou pneumonia.

Quando no momento da avaliagao clinica eram observados febre, taquipneia
e presenca de sibilos a ausculta, o diagndstico clinico foi de bronquiolite aguda.

Quando a febre e a taquipneia eram associadas a ausculta de estertores finos, sem
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a presenga de sibilos o diagnostico clinico foi de pneumonia. Outros diagndsticos
como bronquite aguda/ traqueobronquite aguda foram cogitados para algumas
criangas.

Na auséncia desses diagndsticos clinicos bem definidos, a caracterizagao
dos episddios de ITRI foi determinada pelo pesquisador, apds analise clinica
detalhada e na presenca de sintomas caracteristicos como coriza / rinorreia, tosse e
febre associados a pelo menos 1 dos seguintes sinais: taquipneia, retragdes
musculares (tiragens) e alteracdo da ausculta pulmonar como roncos, sibilos e
estertores finos, sendo que, na auséncia deste ultimo grupo de sinais o evento foi
caracterizado como infecgéo do trato respiratério superior (ITRS).

Além disso, episddios de apneia associado aos achados de ausculta
pulmonar ou sintomas clinicos como febre ou coriza foram considerados como
episodios de ITRI.

Durante o periodo de estudo, alguns pacientes apresentaram mais de 1
episddio de ITRI. Nos casos onde os sinais e sintomas caracteristicos foram
relatados apdés ou durante a fase de resolugcdo de uma ITRI, o quadro foi
considerado como um novo evento (nova ITRI). Foi considerado resolugédo do
quadro quando o paciente retomava a sua condigdo respiratéria basal ou

apresentava completa melhora da doenga respiratoria vigente.

3.9.3 Definigdes dos tipos de hospitalizagao

Foi considerada hospitalizagcado por VSR quando este viru foi identificado nas
seguintes condigdes:

- hospitalizagao por ITRI, avaliado clinicamente e laboratorialmente dentro
das 72 horas apds admissao ou

- aparecimento de sinais e sintomas respiratérios compativeis com ITRI, de
inicio recente, em paciente ja hospitalizado, avaliado clinicamente e

laboratorialmente dentro das 72 horas do surgimento dos sintomas.
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3.9.4 Definigdo de infecgéo grave pelo VSR

Definiu-se como infeccédo grave pelo VSR, cuja determinacédo da incidéncia
foi o objetivo principal do estudo, como a presenca de ITRI com identificacdo do
VSR (isolado ou em co-detecgdes) que necessitou de hospitalizagdo em enfermaria
ou UTIL.

3.10 REGISTRO E GERENCIAMENTO DE DADOS

Os dados clinicos, sociais e laboratoriais coletados foram anotados em ficha
clinica (prontuario) e repassados para planilha exclusivamente pela pesquisadora.
Estes dados foram compartiihados com os demais grupos (centros de

pesquisa ) uma vez que se trata de um estudo multicéntrico.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis numeéricas, como os dados demograficos e sociais, numero de
hospitalizagdes e virus identificados isolados ou em co-detec¢des, foram expressas
em média, mediana, frequéncias e percentuais.

Analises univariadas foram realizadas para comparar os grupos (graves
versus nao-graves e sibilantes recorrentes versus ndo sibilantes recorrentes) de
acordo com fatores pré-definidos, utilizando o teste do qui-quadrado ou teste exato

de Fischer, onde foi considerado significancia estatistica se valor de p<0,05.

3.12 ETICA EM PESQUISA

Em conformidade com as Boas Praticas Clinicas (BPC) o protocolo clinico, e
suas emendas bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE —
ANEXO 2) foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos ( CEP) do Hospital de Clinicas em 25 de setembro de 2007
(ANEXO 1) (CAAE: 0213.1.208-000-07 - Registro no CEP: 1532.197/2007-090.
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Durante a conducao do estudo, a pesquisadora forneceu relatérios escritos
ao CEP, sobre as mudangas que ocorreram no protocolo inicialmente proposto.

O pesquisador explicou a natureza do estudo a cada representante legal das
criangas incluidas na pesquisa e respondeu todas as questdes relacionadas ao
estudo. Antes de se realizar qualquer procedimento relacionado ao estudo, o TCLE
foi revisado, datado e assinado pelo representante legal do sujeito da pesquisa e
pela pesquisadora. Uma cépia do TCLE foi entregue aos representantes legais.

O representante legal do sujeito da pesquisa foi informado de forma clara e
detalhada sobre os objetivos do estudo, beneficios e riscos esperados, e o carater
voluntario da participagdao, bem como deixada aberta a possibilidade de recusar a

participacao da crianga ou retira-la do estudo a qualquer momento.

3.13 MONITORIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada considerando as medidas de protecdo, minimizacao
de riscos, confidencialidade, responsabilidade do pesquisador e da instituicdo, de
acordo com o compromisso firmado com o CEP do Hospital de Clinicas,

Universidade Federal do Parana na ocasido da submissao do projeto.

3.14 FOMENTO PARA A PESQUISA, PROFISSIONAIS E SERVICOS
ENVOLVIDOS

Este trabalho é parte de um estudo multicéntrico nacional — Incidéncia de
Infecgbes Graves pelo Virus Sincicial Respiratéorio em Criangas Prematuras
Brasileiras — BREVI — Estudo Brasileiro do Virus Respiratério em Lactentes
Prematuros, cujos centros foram Ribeirdo Preto, Curitiba e Porto Alegre.

Este estudo recebeu patrocinio da AbbVie ( Abbott Brazil).

A AbbVie contribuiu para o desenho do estudo, bem como, com o material
necessario para a coleta, armazenamento e transporte do LNF até o destino.
Realizou também a compilagdo e analise estatistica dos dados gerais.

Os resultados aqui apresentados (centro Curitiba) foram interpretados e

analisados pela pesquisadora, individualmente.
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Nao foram efetuados pagamentos diretos a pesquisadora para realizar o
estudo ou redigir o manuscrito.

Todas as amostras laboratoriais foram analisadas pelo laboratério de
virologia da USP em Ribeirdo Preto sob a responsabilidade dos doutores Flavia

Escremim de Paula e Eurico Arruda.
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4 RESULTADOS

4.1 POPULAGCAO

Cento e quinze prematuros foram recrutados, destes 5 foram excluidos por
violarem o protocolo proposto para a pesquisa, 4 utilizaram ao menos 1 dose de
Palivizumabe e 1 utilizou imunoglobulina hiperimune.

Dos 110 pacientes que iniciaram o acompanhamento 2 deles foram a obito
durante o periodo e 5 pacientes realizaram menos do que 3 consultas (programadas
ou nao programadas) durante 1 ano de acompanhamento. Diversos motivos foram
relatados para a perda de acompanhamento (Algoritmo 1).

N&o houve nenhum caso de retirada de TCLE.

115 PREMATUROS

/

5 excluidos por 110 pacientes

\ 2 6bitos

violarem protocolo

108 pacientes

5 pacientes perderam

0 acompanhamento

( menos que 3 visitas em 1 ano) 103 pacientes concluiram o estudo

- 2 mudaram de cidade

1 preferiu servico privado

1 referiu doenca na familia

1 perdeu contato

ALGORITMO 1 — POPULAGAO DO ESTUDO
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4.1.1 Os 6bitos

Dois pacientes foram a 6bito durante o estudo. Nos 2 casos o obito foi na
fase inicial do seguimento (o primeiro paciente havia comparecido a 1 consulta
programada e o segundo paciente a 2 consultas programadas). Nao havia relato de
ITRI para os casos.

O primeiro paciente apresentava diagndstico de cardiopatia congénita e foi a
obito no Hospital de Clinicas, logo apds o atendimento emergencial. A causa da
morte foi choque cardiogénico.

O segundo paciente foi a 6bito na cidade de origem — Paranagua - PR. Os
dados enviados pelo hospital foram escassos e, associados aos relatos da familia,

sugerem infec¢ao do sistema nervoso central como causa mortis.

4.2 DADOS DEMOGRAFICOS E SOCIAIS

4.2.1 Sexo e grupo étnico

Cento e trés pacientes cumpriram o acompanhamento no estudo, sendo 57
do sexo masculino (55,3%) e 46 do sexo feminino (44,6%).
Somente 4 criangas acompanhadas eram negras, a maioria da populagéo

apresentava-se como brancos (99 / 103 — 96%).

4.2.2 Idade gestacional

A idade gestacional dos pacientes acompanhados variou de 21 semanas + 5
dias até 35 semanas. Para o calculo da idade gestacional foi dado prioridade a data
da ultima menstruacdo (DUM). Idade gestacional ecografica e calculos pds-natais
para a idade gestacional (Método de Ballard) s6 foram obtidos quando a data da
ultima menstruagado nao era confiavel em 16,5 % (17/103) e 0,9% (1/103) dos casos

respectivamente.
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Observou-se que 71 pacientes (68,9%) possuiam idade gestacional igual ou
superior a 30 semanas e 32 pacientes (31%) acompanhados apresentavam idade

gestacional inferior a 30 semanas (prematuridade extrema).

4.2.3 Amamentacéao

Na visita de inclusdo 98 pacientes (96%) amamentavam ao seio materno
exclusivamente. Durante o ano de acompanhamento, leites artificiais bem como
alimentacgao sélida foi introduzida para a totalidade do grupo.

Trinta e nove pacientes (38,2%) acompanhados amamentaram

exclusivamente até os 6 meses de idade cronoldgica.

4.2 .4 Histéria familiar de atopia

Havia relato de atopia em algum dos familiares préximos, a considerar mae,
pai ou irmaos, em 56 criangas (57,1%). A rinite foi a apresentagdo clinica mais
encontrada, seguida de asma/bronquite.

A méae foi o familiar mais citado em 43 casos (43,9 %), seguidos dos irm&os
em 23 casos (22,8 %).

4.2.5 Condigdes ambientais e sociais

Quarenta e cinco criangas (44%) eram expostas ao tabagismo passivo
domiciliar. O tabagista mais citado foi o pai em 47 (46,7 %), seguido da mée em 20
casos (20%)

Das criangas acompanhadas 52 delas (52,5%) apresentavam algum tipo de
animal de estimagédo (sendo investigados o cado, gato e outros) e em 46 casos
(46,5%) as criangas estudadas conviviam com irmaos em idade escolar.

Os pais el/ou representantes legais de 100 criangas acompanhadas
apresentava algum grau de escolaridade (98%), sendo que em 28 casos (27,6 %),
haviam cursado o ensino fundamental, em 36 casos (35,7 %) 0 ensino médio e em

7 casos ( 7,1 %) o ensino superior.
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4.2.6 Creche

Mesmo o acompanhamento tendo ocorrido no primeiro ano de vida no maior
parte do tempo, 7 criancas terminaram o ano frequentando creches ou bercgarios.
Um resumo dos dados demograficos e sociais no grupo estudado esta registrado na
TABELA 1.

TABELA 1 - DADOS SOCIAIS DAS CRIANCAS ESTUDADAS

DADOS DEMOGRAFICOS FREQUENCIA PORCENTAGEM (%)

Amamentagao Exclusiva

39 38,2
(n=102)
Atopia Familiar

56 57,1
(n=98)
Tabagismo Passivo

45 44.5
(n=101)
Animais Domésticos

52 52,5
(n=99)
Irméas Escolares

46 46,5
(n=99)
Creche

7 7.1

(n=99)

FONTE: O autor (2014)

4.3 DADOS DE NASCIMENTO

Todas as criangas incluidas neste estudo nasceram na maternidade do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal e estiveram internadas no servigo de
neonatologia deste mesmo hospital.

O tempo de permanéncia no hospital ao nascimento variou de 1 a 113 dias,
com uma mediana de 30 dias. Distress respiratério (36%), apneia (31%) e sepsis
(28,4%) foram as doencgas descritas como principais intercorréncias no periodo

neonatal.
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Houve distribuigdo homogénea entre os meses de nascimento, nos anos de
2008 e 2009. Os meses onde mais criangas nasceram foi marco (19,8%) e julho

(13,9%) respectivamente.

4.3.1 Peso de nascimento

A média do peso de nascimento foi de 1362g, sendo que 77 pacientes
(75%) dos 103 acompanhados foram classificados como adequados para idade
gestacional (AIG) ao nascimento e 22 pacientes (21,7 %) foram considerados

pequenos para a idade gestacional (PIG).

4.3.2 Antecedentes da gestagao

Em nosso estudo, todas as gestantes foram admitidas ao servigo de
obstetricia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana previamente
ao parto, o qual foi conduzido até o nascimento da crianga. Em 69 casos (67,3%) as
maes relatavam gestagdes anteriores.

Setenta e sete gestantes (77,2 %) admitidas apresentavam alguma doencga
identificada, sendo a doenga hipertensiva especifica da gestagdo (DHEG) a mais
frequente, em 51 casos (50,4 %), isoladamente ou em associagdo com outras
doengas. Foram identificadas nas gestantes do estudo ainda: Diabetes Gestacional,
lupus eritematoso sistémico, AIDS, infeccdo urinaria, cardiopatias e pneumopatias
que se apresentaram isoladamente ou em associagdo com outras doengas (TABELA
2). Vinte e quatro gestantes (23,8%) relatavam abortos anteriores. O tipo de parto

foi cesarea em 77 casos (77%).
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TABELA 2 — DOENGCAS MATERNAS DURANTE AS GESTACOES DAS CRIANCAS
ESTUDADAS

INTERCORRENCIAS GESTACAO FREQUENCIA | PORCENTAGEM (%)

Nenhuma 23 22,8

DHEG 51 50,4
DHEG isoladamente 33,7
DHEG + Gripe H1N1 1
DHEG + AIDS
DHEG + Lupus Sistémico
DHEG + Diabetes Gestacional
DHEG e outras

Diabetes Gestacional

w
N

N

~

Diabetes Gestacional isoladamente
Diabetes Gestacional e outras
Infecgdo Urinaria
Cardiopatia + Asma
Fibrose Pulmonar
AIDS

Outras causas nao especificadas

O N = =2 N =2 =2 N 0o g =~ N -
@ N = =2 N =2 =~ N o 0 -

—_
—_
o

FONTE: O autor (2014)
NOTA: Dados obtidos de 101 pacientes

4.3.3 Gemelaridade

Em 23 casos (23%) os pacientes acompanhados foram resultado de

gestacdes gemelares. Houve 3 casos de trigemelaridade em nosso grupo.

4.4 QUADROS RESPIRATORIOS

4.4.1 As infecgdes do trato respiratorio superior (ITRS)

Cento e quarenta e dois episddios de infeccdes do trato respiratorio superior

foram detectados durante o periodo e acompanhados até sua resolucao. Setenta e
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nove criangas (76,7%) apresentaram ITRS variando de 1 a 5 episédios ( média de 3
episodios por crianga).

Coriza foi o sinal clinico de maior frequéncia (94/142 — 66%) seguido de
obstrucdo nasal (92/142 — 64,7%). Em 2 casos (1,4%) foi necessario utilizar
antibidticos para otite média aguda associada ao quadro viral. Todos os demais
casos foram tratados com medicamentos sintomaticos (99%).

Quando comparou-se o grupo de criangas que apresentaram ITRS e o grupo
que ndo apresentou e analisou-se as variaveis de sociais e ambientais percebeu-se
que criangas submetidas ao tabagismo passivo domiciliar (31/79) apresentaram
mais ITRS quando comparadas as criangas sem esta exposi¢céo (p=0,04). A mesma
significancia comprovou-se ao analisar as criangas com ITRS e irmdos em idade
escolar (57/76) (p= 0,001). Permanéncia em creches ndo mostrou-se mais frequente

no grupo de criangas com episodios de ITRS (TABELA 3).

TABELA 3 - VARIAVEIS AMBIENTAIS PARA OS QUADROS DE ITRS NAS CRIANCAS

ESTUDADAS
, ITRS POSITIVO
VARIAVEIS DE RISCO 29 VALOR DE P **
n —
Tabagismo Passivo
Sim 31 0,04
Nao 48
Frequéncia Creche
Sim 4 0,14
Nao 75
Irmaos em Idade Escolar * 57
Sim 0,001
19

Nao

FONTE: O autor (2014)

Nota: * Informacgéo obtida de 76 pacientes ** Teste exato de Fisher
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4.4.2 As infecgdes do trato respiratorio inferior (ITRI)

Cento e trinta e sete episédios de ITRI foram detectadas conforme os
critérios citados, avaliadas e acompanhadas até a resolucdo, durante o periodo do
estudo.

Sibilancia foi o sinal clinico mais frequentemente encontrado ao exame fisico
das criangas examinadas durante os episédios de ITRI. Oitenta e oito criancas
episodios de ITRI apresentavam sibilos (64,2%). Oito pacientes apresentaram mais
que 3 episbédios de sibilancia durante diferentes episddios de ITRI. Trés criancas
tiveram o diagnéstico clinico de pneumonia (2,1%).

Foi realizada a pesquisa de virus no LNF, conforme o método descrito, em
125 das ITRI avaliadas. As principais razées da ndo analise do LNF em 12 (8,7%)
casos foi amostra insuficiente e dificuldade técnica na coleta.

Houve necessidade de internamento em 20 casos de ITRI (14,5% - 20/137),
sendo 12 episédios em enfermaria em 8 em UTI. Todos os casos com diagndstico
clinico de pneumonia necessitaram de internamento (2 em enfermaria e 1 em UTI),
os demais 17 internamentos (10 em enfermaria e 7 em UTI) apresentavam o
diagndstico clinico de bronquiolite e por conseguinte apresentavam sibilos ao exame

fisico.

4.4.3 A ldentificagao viral

Em 125 casos de ITRI a amostra do LNF foi adequadamente obtida e
analisada, conforme técnica descrita, para identificacdo de um grupo de virus
respiratorios. O método molecular de identificagdo - PCR - foi utilizado em todos os
casos, com sondas e primers para identificacdo dos virus: VSR, Influenza,
Parainfluenza |, Parainfluenza Ill, Metapneumovirus, Rinovirus, Bocavirus,
Adenovirus e Coronavirus, conforme descrito no método.

Em 34 casos (27,2 %) a pesquisa foi negativa para o grupo de virus testado,
nos demais 92 casos de ITRI (73,6%) ao menos um dos virus pesquisados foi
encontrado. Em 45 amostras foi identificado mais de um virus (36%), variando de 2

até 4 virus em uma mesma amostra de ITRI.
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O VSR foi o virus mais detectado, sendo encontrado em 42 analises (42/125
— 33,6%), onde, em 20 casos, foi encontrado isoladamente e em 22 casos em co-
detecgdes com os demais virus pesquisados. Em 5 amostras de secrecdo os 2
subgrupos (A e B) do VSR foram detectados. O VSR subgrupo B foi mais frequente
(25 detecgdes) quando comparado ao subgrupo A (22 detecgdes).

O Bocavirus foi o segundo virus mais encontrado nas amostras analisadas,
em 8 delas, isoladamente, e em 21 em co-deteccdo com outros virus, totalizando 29
vezes.

O Rinovirus foi o terceiro virus em frequéncia, detectado em 25 amostras,
em 5 delas isoladamente e em 20 em co-detecgdo com outros virus.

O Metapneumovirus foi encontrado em 7 casos isoladamente e em 15 em
co-deteccdo com os outros virus pesquisados.

Do grupo Parainfluenza, o Parainfluenza 3 foi encontrado em 7 casos (3
isoladamente e 4 em co-dete¢des), enquanto o Parainfluenza 1 foi encontrado em 3
das amostras analisadas (1 isoladamente e 2 em co-detecgdes).

O Adenovirus foi encontrado em 6 amostras e em todas em co-detecgao
com outros virus.

O virus Influenza, do subgrupo A, foi encontrado em 3 casos, todos em co-
detecgao com outros virus. O virus Influenza A H1N1, ndo foi detectado em
nenhuma amostra.

O Coronavirus foi encontrado em 3 amostras (1 isoladamente e em 2 co-

deteccoes).
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Coronavirus 3
Influenza A 3
Adenovirus 6
Parainfluenza 1 3 M Co-detec¢Bes
Parainfluenza 3 M |soladamente

7

Metapneumovirus b 2 M Total
Rinovirus __— 55
Bocavirus h 59
Virus Sincicial Respiratério L 47

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Virus encontrados

Numero de amostras

GRAFICO 1 - FREQUENCIA DA IDENTIFICACAO DOS VIiRUS RESPIRATORIOS NAS
ITRI ISOLADAMENTE OU EM CO-DETECCOES) (n = 125 AMOSTRAS)
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4.4.4 Dados demograficos dos pacientes que necessitaram internagoes

Quinze pacientes necessitaram internacédo e 3 necessitaram de admisséo
hospitalar em 2 quadros diferentes de ITRI, 1 deles foi internado por 3 vezes,
totalizando 20 hospitalizagdes. Dos pacientes que necessitaram internagao, 6
pacientes apresentavam comorbidades diagnosticadas previamente, como displasia
broncopulmonar, comum a 3 pacientes (TABELA 4).

Na avaliacdo descritiva dos pacientes internados: 11 eram do sexo
masculino (73,3%), 14 brancos, 8 criangas apresentavam |G inferior a 30 semanas e

2 caso de gemelaridade (1 caso de gémeos e 1 de trigémeos).

4.4.5 A |dentificacdo viral versus gravidade da ITRI

Dos 137 episodios de ITRI acompanhados, 20 eventos (14,5%)
necessitaram de admissao hospitalar sendo que em 8 casos houve necessidade de
internacdo em UTI. Dos 20 casos que precisaram de internacdo, em 2 houve falha
na técnica de identificacdo e as amostras ndo puderam ser processadas e em 2
casos a identificagdo foi negativa para os virus pesquisados. Das identificagbes
negativas, o primeiro apresentava clinica compativel com pneumonia bacteriana
(taquipneia, febre e desconforto respiratorio) sem a presenga de sibilancia, e foi
tratado com antibioticoterapia endovenosa. Ja o segundo paciente apresentava
quadro clinico de bronquiolite aguda com taquipneia, desconforto respiratério e
sibilancia. Dos 16 casos onde a identificagdo viral foi positiva, em 7 casos, apos
exames laboratoriais e radiograficos, o diagndstico de pneumonia foi sugerido como
complicagdo bacteriana secundaria ao quadro inicial. Dos 8 casos internados em
UTI pneumonia foi sugerido em 4 casos. Os demais casos foram diagnosticados
como bronquiolite viral aguda.

O VSR foi encontrado em 45% dos casos (9 casos: 5 isoladamente e 4 em
co-detecgdes). O VSR subgrupo B foi encontrado em 8 quadros de ITRI que
necessitaram de internacdo, sendo que em 4 foi identificado isoladamente. O VSR A
foi identificado em 2 casos e em ambos estava em co-deteccdo com outros virus.

Dos 8 casos que necessitaram internagdo em UTI, o VSR esteve envolvido

em 5 casos sendo 3 VSR B (em 2 casos encontrado isoladamente) e 2 VSR A.
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A incidéncia de infecgdes graves com o envolvi mento do VSR foi de 0,087-
8,7 % (9/103).

O Bocavirus foi o segundo virus mais encontrado nas secregbes das
criangas que necessitaram de internagcédo: 8 vezes (2 isoladamente e 6 em co-
deteccdes). Esteve presente em 5 casos que necessitaram terapia intensiva, em 2
isoladamente. Outros virus também foram detectados nas analises das criangas
internadas: o Adenovirus em 2 casos, o Metapneumovirus em 2 casos, Rinovirus em
1 caso e Coronavirus em 1 caso. Nenhum deste virus foram encontrados
isoladamente entre os casos internados (TABELA 4).

Os dados demograficos dos pacientes que necessitaram de internagéo
estao descritos na TABELA 4.

Os dados sociais dos pacientes que necessitaram de internagcdo na

enfermaria e na UTI estdo descritos nas TABELAS 5 e 6 respectivamente.



TABELA 4 - DADOS DEMOGRAFICOS DOS 15 PACIENTES QUE NECESSITARAM DE INTERNAGCAO NOS 20 EPISODIOS DE ITRI GRAVE.

PCTE | GENERO | RACA IG PN GEMELAR COMORBIDADES UTI VIRUS
7 M B 33+1 AIG Nao Nao N VSR B
10 M B 29+6 AIG Nao Nao N Negativo
S VRS B
18 M N 29+3 AIG Néao Broncodisplasia + Exposto ao HIV N NR
26 M B 26 AlIG Néo Cardiopatia N VSR B
31 F B 34+1 AIG Nao Nao S VSR B
32 M B 29+5 AIG Nao Nao N Boca + Metapneu
33 M B 27+5 AIG Sim Nao N VRS B + Bocavirus
53 M B 30+3 GIG Nao Sind. Down N Negativo
, Broncodisplasia + S Bocavirus
63 M B 25+2 AIG Sim Hipertensao pulmonar
S VSR A + Bocavirus
65 M B 28 AIG Nao Nao N NR
70 F B 33+4 AIG Nao Nao N Bocavirus
S VSRAeB +
Bocavirus
80 M B 33+2 AIG Nao Alergia a proteina do leite de vaca S Rino + Metapneumo
N Adenovirus +
Coronavirus
S Bocavirus
81 F B 30+4 AIG Nao Nao VSRAGB +
N Metapneumo A + B
95 F B 34+1 AIG Nao Nao N VSRAeB
105 M B 29+4 AIG Nao Broncodisplasia + neuropatia S Adeno + Bocavirus

FONTE: O autor (2014) NOTA: NR= Nao realizado, AIG= Adequado para a Idade Gestacional, GIG= Grande para |ldade Gestacional
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TABELA 5 - DADOS SOCIAIS DOS CASOS INTERNADOS POR ITRI EM ENFERMARIA E A

IDENTIFICACAO VIRAL (n = 12 INTERNAMENTOS)

70

IRMAOS

LEITE ATOPIA ESCOLARIDADE )
PCTE CRECHE | FUMO VIRUS
MATERNO ESCOLARES | FAMILIAR PAIS
Nao Nao Nao Sim Nao < 8 anos VSR B
10 Nao Nao Sim Sim Nao < 8 anos Negativo
< 8 anos
18 Nao Néo Nao Sim Sim NR
26 Nao Nao Sim Sim Sim 8 — 10 anos VSR B
Boca +
32 Sim Nao Sim Sim Sim > 10 anos
Metapneu
33 Nao Nao Nao Nao Nao < 8 anos VRS B + Boca
53 Sim Nao Sim Sim Nao < 8 anos Negativo
65 Sim Nao Nao Sim Nao 8 — 10 anos NR
70 Sim Nao Nao Sim Nao < 8 anos Bocavirus
80 Nao Nao Nao Sim Sim < 8 anos Adenovirus +
Coronavirus
VSRAeB+
81 Nao Nao Nao Sim Sim 8 — 10 anos
Metapneumo
A+B
95 Sim Nao Sim Sim Sim < 8 anos
VSRAeB

FONTE: O autor (2014)

NOTA: NR = ndo realizado
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TABELA 6 - DADOS SOCIAIS DOS CASOS INTERNADOS POR ITRI EM UTI E A IDENTIFICACAO
VIRAL (n = 8 INTERNAMENTOS)

LEITE IRMAOS ATOPIA ESCOLARIDADE )
PCTE CRECHE FUMO VIRUS
MATERNO ESCOLARES FAMILIAR PAIS
18 Nao Nao Sim Sim Sim < 8 anos VRS B
31 Nao Nao Nao Sim Analfabeto VSR B
-VSR A+
63 Nao Nao Sim Nao Sim > 10 anos .
bocavirus
- Bocavirus
-VSRAeB
80 Nao Nao Néao Sim Sim < 8 anos + bocavirus
- Rinovirus +
metapneumo
81 Nao Nao Nao Sim Sim 8 — 10 anos Bocavirus
Adenovirus
105 Nao Nao Nao Sim Nao < 8 anos
+ bocavirus

FONTE: O autor (2014)

4.4.6 Infecgao pelo VSR versus gravidade da ITRI

Foram 42 quadros de ITRI com identificagcdo do VSR (isolado ou em co-
deteccdes). Desses, 10 quadros necessitaram de internagdo em 9 pacientes, sendo
que 1 paciente foi internado por 2 vezes com a identificagdo do VSR positiva.

Trinta e dois casos, com deteccao positiva para o VSR no LNF, ndo
necessitaram de internamento durante o episédio de ITRI.

Quando comparou-se o grupo de pacientes com detecc¢do positiva para o
VSR (isoladamente ou ndo) com o grupo positivo para os demais virus
(isoladamente ou em co-detecgdes, VSR -) para a varidvel necessidade de

internagcéo nao percebe-se diferenga estatistica (TABELA 7). O mesmo constatou-se
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ao comparar os casos VSR positivos com o grupo com investigagdo negativa para
0s virus pesquisados quanto a mesma variavel (TABELA 8).

Ao comparar os grupos de VSR positivo, que necessitou internagdo, com o
grupo VSR positivo que n&o necessitou internagdo, nao ocorreu diferenga
estatisticamente significativa quanto as variaveis demograficas, sociais e ambientais
pesquisadas: sexo (p =0,88), raga (p=0,40), idade gestacional (p=0,14), desmame
precoce (p=0,38), tabagismo passivo (p=0,71), frequéncia a creche (p=,38),
aglomeracao domiciliar (p=0,51), irmaos em idade escolar (p=0,72), escolaridade
dos pais (p=0,12) e comorbidades (p=0,16). A comorbidade mais encontrada nas
criangas com detecgdo positiva para o VSR durante a ITRI (9 criangas) foi a
displasia broncopulmonar (3) seguido das cardiopatias (2). Ainda faziam parte do
grupo criangas com doengas neuroldgicas, com Sindrome de Down e expostas ao
virus HIV (TABELA 9).

TABELA 7 - COMPARACAO DO GRUPO COM INFECGCAO POR VSR COM O GRUPO COM
INVESTIGAGCAO POSITIVA PARA OUTROS VIRUS PARA A VARIAVEL

INTERNACAO
INFECCAO INTERNACAO + INTERNACAO -
VSR + 9 33
Outros virus + 10 43

(VSR -)

FONTE: O autor (2014)
NOTA: Teste exato de Fisher p= 0,47

TABELA 8 - COMPARACAO DO GRUPO COM INFECCAO POR VSR COM O GRUPO COM
INVESTIGAGAO NEGATIVA PARA OS VIRUS PESQUISADOS PARA A VARIAVEL

INTERNACAO
INFECCAO INTERNACAO + INTERNACAO -
VSR + 9 33
Auséncia de virus 2 31

(Exame Negativo)

FONTE: O autor (2014)
NOTA: Teste exato de Fisher p= 0,98



TABELA 9 — ASSOCIAGAO DAS VARIAVEIS DEMOGRAFICAS, SOCIAIS E AMBIENTAIS NOS
CASOS GRAVES DE ITRI PELO VSR (NECESSITARAM DE INTERNAMENTO) X
ITRI PELO VSR NAO GRAVES (TRATAMENTO AMBULATORIAL)
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DE\I\jlp(‘)%IQXIE:?:AS ITRI GRAVE ITRI NAO GRAVE VALOR DE P
Género
Masculino 13
Feminino 12 0,88
Raca
Brancos 24 0,40
Negros 1
Idade Gestacional
< 30 semanas 0,14
= 30 semanas 18
Peso Nascimento
AlG 20 0,19
PIG/ GIG 5
Leite Materno
Sim 3 0,38
Ndo 292
Creche
Sim 3 0,38
Né&o 22
Fumo Passivo
Sim 12 0,71
N&o 13
Aglomeragao (> 7
pessoas/ casa)
Sim 4 0,51
Né&o 1
Irmaos Escolares
Sim 22 0,72
N&o 3
Escolaridade Pais
> 8 anos 16 0,12
< 8 anos
Comorbidades
Sim 5 0,16
N&o 20

FONTE: O autor (2014)
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4.4.7 Presenca de co-detecgao viral versus gravidade da ITRI

Em 45 amostras analisadas foi identificado mais de um virus (36%), variando
de 2 até 4 virus em uma mesma amostra de ITRI.

O VSR foi o virus mais encontrado em associagao com outros virus ( 22/45 —
48,8%) embora todos os virus pesquisados terem sido detectados em co-detec¢des
em variadas frequéncias. Das co-deteccbes mais encontradas, VSR + Rinovirus e
VSR + Metapneumovirus foram igualmente frequentes em 5 casos cada um.

Ao analisarmos ITRI grave, co-detecgdes foram encontrada em 8 casos ( 8/20
—40%).

Ao buscarmos associacao entre a deteccdo isolada e a co-detecgdo com
gravidade (internamento) ndo foi encontrada diferenga significativa quando avaliado
0 grupo para todos os virus (p= 0,29 — TABELA 10) bem como para o grupo VSR

isolado ou em co-detec¢do com outros virus (p=0,40 — TABELA 11).

TABELA 10 - COMPARACAO DO GRUPO COM INFECCAO ISOLADA COM O GRUPO DE
CO-DETECGAO VIRAL PARA A VARIAVEL INTERNAGAO

INFECGAO INTERNAGAO + INTERNAGAO -

Unico virus ou

exame negativo 10 68

Co-detecgao viral 8 36

FONTE: O autor (2014)
NOTA: Teste exato de Fisher p= 0,29
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TABELA 11 - COMPARACAO DO GRUPO COM INFECCAO ISOLADA PELO VSR COM
O GRUPO DE CO-DETECGAO DO VSR E OUTROS VIRUS PARA A
VARIAVEL INTERNACAO

INFECCAO INTERNACAO + INTERNACAO -
VSR isolado 5 14
VSR em co-detecgao 4 18

FONTE: O autor (2014)
NOTA: Teste exato de Fisher p= 0,40

4.4.8 Distribuicao sazonal

O VSR foi identificado nos 12 meses do ano durante os trés anos de estudo.
E importante lembrar que no ano de 2008 o primeiro paciente incluido foi no més de
margo.

A taxa mensal de infecgdes por VSR variou ao longo dos 3 anos
consecutivos variando de 14% a 100% das amostras coletadas, totalizando
positividade em 42 amostras ( 42/125 — 33,6%) (QUADRO 2).

Em 2008 o numero de amostras coletadas foi menor e os picos melhor
definidos em julho e outubro. Nos anos seguintes 2009 e 2010 houve aumento nas

identificacbes do VSR de margo a junho e um novo pico entre setembro e outubro.



NUMERO DE AMOSTRAS COLETADAS
2008 2009 2010 Pogﬁzsf_‘ o
Janeiro 0 0 2 0
Fevereiro 0 2 8 0
Margo 0 4 9 2/12-15%
Abril 0 2 6 2/8- 25%
Maio 2 7 8 6/17-35%
Junho 0 4 9 3/13-23%
Julho 4 4 5 6/ 13 —46%
Agosto 2 0 0 2/2-100%
Setembro 1 11 2 5/14-35,7%
Outubro 2 9 3 7 /14 - 50%
Novembro 0 11 0 8/11-72%
Dezembro 0 4 3 1/7 - 14%
AMOSTEAS 125 AMOSTRAS ~ *2/ %
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QUADRO 2 - DISTRIBUICAO MENSAL DAS COLETAS DE AMOSTRAS DE
LAVADO NASOFARINGEO NOS 3 ANOS DE ESTUDO (2008-
2010) (n= 142 AMOSTRAS)
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GRAFICO 2 - DISTRIBUICAO MENSAL DA IDENTIFICAGCAO DO VSR NOS 3 ANOS DE ESTUDO
(2008-2010) (n= 42 AMOSTRAS)

4.4.9 Sibilancia recorrente versus infeccao pelo VSR

Nos 137 episddios de ITRI, 89 episddios (65%) em 49 pacientes,
apresentaram sibilancia como sinal clinico evidente. Destes, em um caso houve
falha na coleta do LNF.

Dentre os episddios analisados com pesquisa viral (88) em 33 (37,5%) o
VSR foi detectado isoladamente ou associado a outros virus.

Em 34 (38,6%) episédios de ITRI outros virus que ndo o VSR foram
detectados, e em 21 (23,8%) casos a pesquisa viral foi negativa para o grupo de
virus testados.

Oito (8/103 — 7,7%) pacientes apresentaram recorréncia dos quadros de
sibilancia (trés vezes ou mais em média) enquanto 41 pacientes (41/103 — 39,4%)
sibilaram no maximo 2 vezes durante o periodo de acompanhamento.

A frequéncia dos episddios de sibilancia na presenca da infeccao pelo VSR,

detectada no momento da ITRI (33 episddios) quando comparada a presenga de
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sibilancia com VSR negativo (55 episddios) ndo mostrou diferenga significativa com
p=0,84 (TABELA 10).

Quando estratificamos ainda mais essa associagdo, comparando 0 grupo
de ITRI com sibilancia com infeccdo pelo VSR (33 episddios), com o grupo de
positivo para outros virus (34 episddios) e também quando comparado com as ITRI
com a pesquisa negativa para os virus testados (21 episddios) ndo houve diferenga
entre si onde p= 0,68 e p= 0,15 respectivamente (TABELAS 11 e 12)

Todos os pacientes que apresentaram sibilancia recorrente, 3 vezes ou
mais, durante o periodo de acompanhamento do estudo tiveram a detecg¢ao positiva
para o VSR em ao menos um dos quadros de ITRI.

O grupo com infecgcéo anterior pelo VSR em algum episodio de ITRI n&o
estava correlacionado com histéria familiar positiva para atopia (p=0,09)
(TABELA13).

No grupo nao exposto anteriormente ao VSR n&o houve casos de sibilancia
recorrente.

Os dados sociais das criangas que apresentaram sibil6ancia recorrente bem

como os virus encontrados em cada ITRI estdo descritos na TABELA 14.

TABELA 12 - ASSOCIAGAO ENTRE INFECGAO PELO VSR E PRESENGA DE SIBILANCIA
DURANTE ITRI NAS CRIANCAS ESTUDADAS

INFECCAO SIBILANCIA + SIBILANCIA -
VSR +
(isolado ou 33 (37,5%) 13 (30,2%)

associado outros virus)

VSR -
(outros virus ou 55 (62%) 30 (69,7%)

exame negativo)

FONTE: O autor (2014)
NOTA: Teste exato de Fisher p=0,84



TABELA 13 - ASSOCIAGAO DA INFECCAO PELO VSR E OUTROS VIRUS E SIBILANCIA
DURANTE ITRI NAS CRIANCAS ESTUDADAS

INFECCAO

SIBILANCIA +

SIBILANCIA -

VSR +
(isolado ou

associado outros virus)

OUTROS VIRUS
(VSR -)

33 (37,5%)

34 (38,6%)

13 (30,2%)

15 (34,8%)

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Teste exato de Fisher p=0,68
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TABELA 14 - ASSOCIAGCAO DA PRESENCA DE SIBILANCIA COM INFECGAO PELO VSR E
AUSENCIA DE VIiRUS

INFECCAO SIBILANCIA + SIBILANCIA -
VSR +
(isolado ou 33 (37,5%) 13 (30,2%)

associado outros virus)

AUSENCIA ViRUS

21 (23,8%)

15 (34,8%)

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Teste exato de Fisher p= 0,15

TABELA 15 - SIBILANCIA RECORRENTE E HISTORIA FAMILIAR DE ATOPIA NO GRUPO
COM INFECGCAO ANTERIOR PELO VSR EM ITRI

ATOPIA SIBILANCIA + SIBILANCIA -
(n=8) (n=19)
Atopia Familiar + 5 5
(VSR +)
Atopia Familiar —
3 14
(VSR +)

FONTE: O autor (2014) NOTA

: Teste exato de Fisher p= 0,09



TABELA 16 - DADOS SOCIAIS DAS CRIANGAS COM SIBILANCIA RECORRENTE (>3 VEZES)

PCTE

LEITE MATERNO

CRECHE

FUMO

IRMAOS
ESCOLARES

ATOPIA
FAMILIAR

EPISODIOS
SIBILANCIA

ViRUS

28

53

63

79

80

81

111

112

Nao

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

3x

4x

4x

- Parainfluenza lll
-VSRAeB

-VSR B

- VSR A + bocavirus

- Parainfluenza Ill + rinovirus
- NEGATIVO

- Bocavirus

- VSR A + bocavirus

- VSR A + metapneumo A e B
- NEGATIVO

- VSR A + metapneumo A e B
- VSR A e B + rinovirus

- NEGATIVO

- VSR A + bocavirus

- VSR B + metapneumo B + rinovirus
- NEGATIVO

- NEGATIVO

- Adenovirus + coronavirus

- Adenovirus + coronavirus

- Bocavirus

- Bocavirus + rinovirus

- VSR A e B + metapneumo A e B
- Bocavirus + bocavirus

- VSR A + bocavirus

- NEGATIVO

- Coronavirus

- Metapneumo A

-VSRAeB

- NEGATIVO

- Metapneumo B

- Parainflu Ill + metapneumo B

80
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5 DISCUSSAO

Os estudos longitudinais, especialmente os estudos de coorte, ainda
representam um grande desafio aos pesquisadores no mundo todo.

Esses estudos caracterizam-se por iniciar com um grupo de individuos livres
de doenca onde as variaveis de interesse sao especificadas e medidas e a coorte
inteira acompanhada, com o objetivo de ver o surgimento de novos casos da doencga
pesquisada ou outros desfechos, bem como, se esses diferem entre os grupos,
conforme a presenga ou nao de exposi¢cao (BONITA et al. 2006).

Os estudos de coorte fornecem a melhor informagéo sobre a etiologia das
doencas e a medida mais direta do risco de desenvolvé-la (BONITA et al. 2006).

Esse trabalho mostra a experiéncia de recrutamento e acompanhamento de
115 criangas prematuras nascidas entre margo de 2008 a dezembro de 2009 na
maternidade do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Os
principais desafios enfrentados no periodo foram manter o acompanhamento por 1
ano, sem faltas nas avaliagbes clinicas programadas; tornar conhecida a equipe
todos os casos de infeccao respiratéria, avalia-las e coletar os exames propostos
para este evento e acompanhar diariamente os casos internados.

Dos 115 pacientes recrutados, 103 puderam ter os resultados de seus
acompanhamentos analisados. Violagdo do protocolo (critérios de excluséo), ébitos
(2 casos) e perda de follow-up foram os motivos da reducdo de 10,4% da amostra
inicial.

Na pneumopediatria, estudos de coorte consagraram-se nas Uultimas
décadas, mudando conceitos e fazendo historia na especialidade. Dificuldade de
recrutamento e retencdo dos pacientes durante o acompanhamento foram os
maiores desafio relatados pelos pesquisadores (VICTORIA et al., 1996; NAFSTAD
et al., 2005).

O interesse em pesquisar as infeccoes causadas pelo VSR é pela
reconhecida pela relacdo deste virus com alta mortalidade e morbidade em criangas
menores de 18 meses de vida (LAVIA et al., 1992; STRALIOTTO et al., 2004; D'ELIA
et al., 2005; MOHAPATRA E LOCKEY 2008). Estudos epidemiolégicos mostraram
que o VSR é responsavel por 50 % a 90 % das internagdes hospitalares em criancas

com bronquiolite e 5% a 40 % daqueles relacionados a pneumonia, sendo
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considerado o principal agente responsavel pela morte das criangas durante o
inverno (STRALIOTTO et al., 2004).

Estudos realizados em varios paises tém mostrado que até 90 % das
criangas em torno de 2 anos de idade apresentam anticorpos contra RSV, o que
indica que foram infectados, em algum momento no inicio de suas vidas (LAVIA et
al.,1992; SIMOES et al., 1999, ROBERTSON et al., 2004; PICKERING et al., 2006).

As diferentes regides do Brasil tém relatado dados epidemiolégicos sobre a
frequéncia da infeccdo por VSR em criangas. Os primeiros estudos datam da
década de 80 e desde entdo tém sido realizados periodicamente avaliando criancas
menores de 5 anos de idade, hospitalizadas ou nas salas de emergéncia de
hospitais pediatricos. A frequéncia de identificacdo RSV, isolado em secrecdes de
nasofaringe (lavado nasofaringeo - LNF), variou de 3% a 60% nesses estudos. A
analise critica € necessaria e a comparacdo dos resultados deve ser feita com
cuidado uma vez que os métodos de identificacdo eram diferentes e os numeros
tendem a aumentar em casos graves que resultam na hospitalizagdo (D'ELIA et al.,
2005; SUTMOLLER et al., 1983; NASCIMENTO et al.,1991; SUTMOLLER et al.,
1995; SINTRA et al., 2001; VIEIRA et al., 2001; CHECON et al., 2002;
STRALIOTTO et al., 2002; VIEIRA et al., 2002; MOURA et al., 2003; STRALIOTTO
et al., 2004; BOSSO et al., 2004; TSUCHIYA et al., 2005; CALEGARI et al., 2005;
NACUL et al., 2005; MOURA et al. 2006; COSTA et al., 2006; RICCETTO et al.,
2006; THOMAZELLI et al., 2007; VIEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008;
PECCHINI et al., 2008; SALOMAO et al., 2011).

Neste estudo foram acompanhados 103 prematuros, com |G igual ou menor
que 35 semanas, nascidos na maternidade de um hospital universitario durante o
primeiro ano apos a alta hospitalar.

A amostra foi homogénea quanto ao sexo onde 55,3% eram do sexo
masculino e 44,6% do feminino. A média de peso ao nascimento foi 1362g, o que é
considerado baixo peso ao nascer (peso menor que 1500g), porém quando
analisado a adequacao deste peso para a idade gestacional, 75% das criangas
acompanhadas foram consideradas com peso adequado (AlG) ao nascimento uma
vez que eram prematuras.

Dados publicados anteriormente mostraram que entre criangas sadias, as do
sexo masculino tém maior probabilidade de desenvolverem doenga grave pelo VSR

em comparagao com as criangas cujo sexo € feminino, e as criangas pequenas para
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a idade gestacional tém maior probabilidade de desenvolverem doenga grave que as
criangas com peso adequado (STENSBALLE et al., 2010; PARK et al., 2012).

Variaveis sociais € ambientais foram pesquisadas buscando uma associacao
significativa com ITRI grave pelo VSR neste estudo. Nivel de escolaridade dos pais,
aglomeracgdes domiciliares, tabagismo passivo, frequéncia as creches, convivio com
irmaos em idade escolar e desmame precoce foram pesquisados.

Percebemos que no grupo estudado menos da metade (38%) das criangas
foram amamentadas exclusivamente até os 6 meses de idade. Quarenta e cinco
porcento eram expostas ao tabagismo passivo, 52,5% apresentavam convivio
proximo com animais domésticos e quase metade (46,5%) conviviam com irmé&os
em idade escolar e apesar do estudo acompanhar criangcas prematuras e, na maior
parte, no primeiro ano de vida, 7 casos terminaram o ano freqientando creches ou
bercarios. A maioria dos pais (98%) apresentava algum grau de instrugdo, sendo
que apenas 7,1% relataram completar o ensino superior.

Achados anteriores mostraram uma associagdo de educagao materna
superior a diminuigdo do risco para gravidade da infecgao pelo VSR (HOLBERG et
al., 1991). Outros estudos também correlacionaram a taxa de ITRI grave pelo VSR
com a exposigao a fumacga do tabaco doméstico (CINTRA et al., 2001; BRADLEY et
al., 2005; SEMPLE et al., 2011; ALONSO et al., 2012), a permanéncia em creches,
ambientes domésticos superpovoados e contato com criangcas menores em casa,
especialmente aquelas em idade escolar (LAMARAO et al., 2012).

Quando avaliamos o comprometimento respiratério das vias aéreas
superiores (ITRS) estes episodios foram estatisticamente mais significativos em
criangas expostas ao tabagismo passivo (p= 0,04) e irmdos em idade escolar
(p=0,001) de acordo com que a literatura apresenta (PEREIRA et al., 2005; BEST D,
2009).

Porém quando buscou-se a associacao entre os fatores ambientais e sociais
relatados e a internacédo em ITRI por VSR, n&o foi constatado diferencga significativa
entre as internagdes e as variaveis citadas. O grande numero de virus identificados
em associagdo ao VSR com a dificuldade de entender-se exatamente o impacto
destas co-detecgdes no contexto da infeccdo e o relativo curto tempo de
acompanhamento, podem ser a justificativa para ndo encontramos relagéo entre as

variaveis citadas e a gravidade da infecgao pelo VSR.
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Durante um ano de acompanhamento dos prematuros, identificou-se,
seguindo os critérios clinicos, 137 ITRI, destas 125 com identificagdo viral. O VSR
esteve presente isoladamente ou em co-detecgdes em 42 episddios (33,4%) seguido
do bocavirus (23,5%) e do rinovirus (20%). Quando analisou-se as ITRI graves,
determinada pela necessidade de internagcdo, nossos resultados mostraram 20
episodios, sendo que em 45% deles (9/20) o VSR foi identificado isoladamente ou
em co-detecgdes. A incidéncia de infecgédo grave pelo VSR foi de 8,7% e a taxa de
hospitalizagdo de 21,4%. Mais importante ainda, dos 20 episédios de ITRI graves
que resultaram em internacdo, 8 necessitaram de suporte ventilatério sendo
transferidos a Unidade de Terapia Intensiva onde o VSR foi identificado em cinco
casos (2 isoladamente).

A associagcdo do VSR com infecgdo respiratéria grave foi documentado em
uma série de estudos internacionais e nacionais, por varias regides do Brasil e o
envolvimento deste virus em quadros de ITRI graves em pacientes hospitalizados ja
foi bem documentado (VIEIRA et al., 2001; STRALIOTTO et al., 2004; THOMAZELLI
et al., 2007; SALOMAO JUNIOR et al., 2011; FERONE et al., 2014) com frequéncias
de deteccdo do VSR de 41,8%, 27,2%, 24,1%, 29,3%, 27,3% respectivamente.

E importante considerar que a maior parte dos estudos epidemiolégicos
foram transversais, onde a coleta do material para a identificacéo viral era realizado
em um unico contato com o paciente, estando este ja internado, em enfermaria ou
UTI. Por ndo serem estudos longitudinais, na maior destes foi possivel determinar a
taxa de hospitalizacédo, porém a determinacdo da incidéncia destes episddios sobre
uma populagdo geral ficou dificultado, onde a influéncia dos variaveis de risco
ambientais e sociais e as comorbidades, ndo foram considerados.

O resultado encontrado reforga a importancia do controle da infecgdo pelo
VSR, particularmente nas criangas, que sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento
de doenca respiratdria grave, como o neste grupo composto por prematuros.

Todos os demais virus pesquisados foram encontrados, em menor
frequéncia, nos episédios de ITRI. Em ordem decrescente: o bocavirus, rinovirus,
metapneumovirus, grupo parainfluenza, influenza e coronavirus foram identificados,
isoladamente ou em co-detecgdes.

As taxas globais observadas de detecgdo de metapneumovirus e grupo
parainfluenza em criancas que participaram do estudo mostraram-se semelhantes

ao descrito entre populagbes favorecidas economicamente (NASCIMENTO et al.,
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2010), sugerindo, assim, que estes resultados séo independentes de fatores sociais
e ambientais.

Em nossa amostra o bocavirus assumiu uma posicao de destaque uma vez
que foi o segundo virus de maior frequéncia (29/125), depois do VSR. Foi detectado
em 8 dos 20 casos de ITRI graves, que necessitaram de internagao, e destes em 5
casos com necessidade de ventilagdo mecéanica (5/8), em 2 destes casos foi
encontrado isoladamente. A taxa de hospitalizagcao pelo bocavirus foi de 27,5%.

O bocavirus (HBoV) € um DNA virus da familia Parvoviridae, descrito em
2005 por Allender et al. (2005) e desde entdo vem sendo descrito como um virus
encontrados em secregdes de criangas com infecgdes respiratérias agudas. Dos 3
subgrupos descritos o subgrupo 1 (HBoV 1) parece ter maior relagdo com as vias
respiratorias.

Estudos epidemioldgicos mostram uma distribuicdo mundial do Bocavirus,

com sua frequéncia variando de 1,5% - 19%, sendo alto o percentual em co-
detecgbes com outros virus (ALLANDER et al., 2005; BASTIEN et al., 2006;
CHUNG; KIM, 2006; FOULONGNE et al., 2006; KAPLAN et al., 2006; SMUTS' et al.,
2006 \WEISSBRICH et al., 2006).

Silva AK et al. (2008), quando analisaram 397 amostras de secreg¢ao de
criancas da regido Amazodnica, atendidas ambulatorialmente por infecgéo
respiratoria, detectaram o HBoV em somente 3 casos. Ja Gagliardi et al. (2009)
analisando a virologia, de pacientes hospitalizados por infeccao respiratoria,
verificaram uma frequéncia na identificagdo do bocavirus de 10,5% (26/ 248) sendo
em 19% (5/26) encontrado isoladamente. Duas criangas (8%), do grupo
acompanhado, necessitaram de ventilagdo mecanica.

Um estudo prospectivo de 3 anos utilizando grupo com controles saudaveis,
pesquisou 0 HBoV em secregbes faringeas e fezes de pacientes ambulatoriais e
internados com menos de cinco anos de idade e diagndstico de ITRI (ZHAO et al.,
2013).

Neste estudo, a carga viral (analise quantitativa) do HBoV foi determinada
em todas as amostras onde a PCR foi positiva para este virus. O VSR A foi o mais
frequentemente encontrado em co- deteccdo com o HBoV1 o que parece
demonstrar que estes virus co-circulam com variacbes sazonais semelhantes.
Cargas virais do HBoV altas (> 10° cépias / ml) foram significativamente mais

frequentes em pacientes internados e ambulatoriais do que em controles saudaveis.
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Houve uma correlagao direta da carga viral elevada com o aumento da gravidade da
doenca em pacientes co- infectados com HBoV1 e pelo menos um outro virus
respiratorio. A conclusdo do estudo é que o HBoV1 pode causar ITRI, mas que a
infeccao sintomatica é observada apenas quando a carga viral € elevada.

A pesquisa aqui demonstrada néo realizou analise quantitativa (carga viral) o
que supostamente estaria alta nos casos de ITRI grave com necessidade de
internacdo. E importante lembrar, que, o grupo estudado é composto por criangas
prematuras, muitas delas com outras comorbidades, e que, estudos que analisem o
impacto da infecgédo pelo bocavirus em criangas de risco s&do necessarios.

Outro achado relevante do estudo é a alta frequéncia de co-deteccgdes,
especialmente as associadas com o VSR . A co-deteccdo em criangas com mais de
um virus, ndo é incomum em casos de ITRI (NASCIMENTO et al., 2010; DA SILVA
et al., 2013; ZHAO et al., 2013).

Neste estudo o numero de co-detecgdes foi substancial. Entre 125 amostras
analisadas de eventos ITRI, 44 (35,2%) eram co-detec¢des, destas em quase a
metade (21/44) o VSR estava presente entre os virus identificados. Das co-
detec¢cbes mais encontradas, VSR + Rinovirus e VSR + Metapneumovirus foram
igualmente frequentes em 5 casos cada um. Em 4 episédios de ITRI foram
detectados 3 virus em uma mesma amostra e em 1 caso foram detectados 4 virus
durante o evento.

Quando analisamos o perfil de frequéncia dos virus respiratérios
encontrados em estudos epidemioldgicos ja publicados, percebe-se que o VSR &,
habitualmente, o virus mais frequentemente identificado em amostras de doentes
com infecgdes respiratorias e que a associagdo com outros virus ocorre com
frequéncias variadas dependendo, especialmente de fatores geograficos e sazonais
(PITREZ et al., 2005; ARRUDA et al., 2014).

A associagdo do VSR e Rinovirus foi mais encontrada em criangas com
infeccao respiratoria aguda no Japao (HARADA et al.,, 2013) e em criangas com
bronquiolite viral aguda no sudeste do Brasil (NASCIMENTO et al., 2010). Outras
associacdes também foram descritas: VSR + metapneumovirus + adenovirus foram
os virus encontrados em co-detecgdes em outros estudos realizados no Brasil
(GAGLIARDI et al., 2009; DA SILVA et al., 2013) enquanto que o influenza foi o virus
mais encontrado em associagdes em doencas respiratérias em criancas em um
estudo em Grego (KOUANI et al., 2013).
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A frequéncia de detecgdo do VSR do subgrupo A e B foi homogéneo (25 e
22 casos respectivamente) sendo que em 5 casos os 2 subgrupos foram co-
detectados. Entre os casos de internacdo (20 casos) em 8 foi detectado o VSR B
(40%) e 0 VSR A em 4 casos (20%), sendo que em 2 casos ambos os subtipos
foram detectados, mostrando um predominio do VSR B entre os casos graves.

Estudos em diferentes paises tém demonstrado que ambos os subgrupos (A
e B) tende a circular simultaneamente, no entanto, a proporgédo entre eles a cada
ano tem variado. Estudos realizados em paises como Estado Unidos, Finlandia e
Franga confirmaram a co-circulagdo desses dois subgrupos anualmente com
padroes de tempo diferentes e as taxas de prevaléncia variavel entre eles
(ROBERTSON et al., 2004; ROCA et al. 2004). No Brasil, Oliveira et al., 2008,
mostrou que o VSR A foi mais detectado em secre¢des de criangas com ITRI bem
como foram mais propensos a hospitalizagdo quando comparados ao grupo
infectado pelo VSR B. Em criangas atendidas com ITRI em servigco de emergéncia
em Ribeirao Preto, mostrou que os 2 subtipos de VSR co-circulam ao mesmo tempo
em freqUéncias variadas e ndo mostrou diferenga na gravidade dos quadros entre os
subtipos. Neste estudo o VSR B pareceu infectar mais criangas com fatores de risco
quando comparado ao VSR A (CINTRA et al., 2001) semelhante ao que ocorreu no
presente estudo.

Quando buscamos associar a gravidade da ITRI e a presenga de mais de
um virus na amostra estudada, notamos que dos 20 casos que necessitaram de
internagéo, 9 apresentavam positividade para mais de 1 virus (45%) sendo que nos
casos que necessitaram de UTI, a metade (4/8- 50%) apresentavam co-detec¢des
nas amostras. A associagdo entre os grupos detec¢do de um unico virus e co-
detecgdes e identificagao isolada do VSR com identificacdo do VSR em associagao
com outros virus ndo mostrou diferenca estatistica neste estudo.

O VSR e o bocavirus foram os virus mais encontrados nas amostras com
co-detecgdes, aparecendo igualmente nos casos de internagdo em enfermaria (VSR
3/5, Bocavirus 2/5) e UTI (VSR 3/4 e Bocavirus 3/4).

Na busca por entender a importancia das co-dete¢des e sua relagdao com a
clinica do paciente bem como o impacto na gravidade dos quadros respiratérios,
muitos estudos foram previamente realizados (DA SILVA et al., 2013; HARADA et
al., 2013; KOUANI et al., 2013; DO CARMO et al., 2010).
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Estudo recente realizado no Brasil, entre as criangas menores de 3 anos de
idade com ITRI, a associagao de VSR + metapneumovirus foi a co-deteccdo mais
comumente encontrada (DA SILVA et al., 2013). Neste mesmo estudo criangas com
menos de 6 meses com co-deteccdo de VSR e rinovirus foram significativamente
mais propensos a gastar mais tempo no hospital em comparagédo com as criangas
sem co-detecgao (DA SILVA et al., 2013).

Entre criangcas menores de 5 anos de idade no Japdo, com quadro de
infeccao respiratdria aguda, o RSV quando em co-detecgéo foi significativamente
associada a doenca moderadamente mais grave (HARADA et al., 2013). Quando
avaliou-se criangas com menos de 14 anos de idade na Grécia, com infec¢des
respiratorias graves que nao pneumonia, notou-se que a co-detecgdo levou a um
aumento da probabilidade de hospitalizagao (KOUANI et al., 2013). Em contrapartida
um estudo Chinés ndo mostrou diferenga na gravidade das manifestagdes clinicas
entre criancas com a deteccdo isolada do Metapneumovirus ou em associagao
deste com outros virus (XIAO et al., 2013).

Em um estudo brasileiro ndo houve correlacdo entre a co-detecgao e a
gravidade das manifestagdes clinicas em criangas < 5 anos (GAGLIARDI et al.,
2009). Além disso, a co-detec¢cdo do VSR com outros virus respiratérios nao foi
associada com o aumento dos dias de hospitalizagdo ou com internacdo em UTI em
criangas menores de 2 anos (NASCIMENTO et al., 2010).

Um estudo que analisou tecidos de pulmdo em necrépsias de criangas que
morreram no Brasil, de 1985-2005, apds doencga respiratéria grave, descobriu que o
VSR foi o virus respiratério mais comumente identificado, tanto isoladamente como
em parte de co-infec¢gdes (DO CARMO et al., 2010).

A justificativa para resultados aparentemente contraditérios pode estar
relacionada a metodologia diferenciada e critérios de inclusdo variados nos estudos.

A dificuldade de entender o impacto das co-deteccbes e as infecgdes
respiratorias na infancia € universal e estudos epidemioldgicos atuais demonstram
que 0s mecanismos associados com a viruléncia da doengca em casos de co-
detecgbes virais sdo complexas e, até o momento, longe de serem claros.
Interagbes diretas entre genes virais ou produtos de genes entre si bem como as
interacdes indiretas destes produtos com um hospedeiro comprometido sdo algumas
das explicagbes estudadas, atuando de forma independente, ou em conjunto umas
com as outras (DA PALMA et al., 2010; JARTTI et al., 2013).
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Evidéncias indicam a possibilidade de existir individuos com virus
detectaveis pelos métodos moleculares existentes habitualmente e que pode ser
indicativo de agentes replicantes e / ou a persisténcia de restos de infecgdes
anteriores (PROENCA-MODENA et al., 2012; LYSHOLM et al., 2012). Isso nos leva
ao questionamento se a detecgdo de varios virus em uma unica amostra pode
realmente ser o resultado de uma infeccao prévia em vez de uma infeccéo existente
e até de tais “fragmentos” serem possiveis indicativos da persisténcia de replicagéao
continua, embora em niveis mais baixos. E por quanto tempo estes “fragmentos”
moleculares (tragos) permaneceriam detectaveis por PCR nas secrecbes?
(ARRUDA et al., 2014). Estas sdo questdes importantes que exigem mais estudos
para serem respondidas.

Neste estudo a taxa mensal de infec¢gées por VSR variou ao longo dos 3
anos consecutivos (2008-2010).

Em 2008, no primeiro ano do estudo, o numero de amostras foi o menor dos
3 anos de seguimento e a identificacdo do VSR ocorreu em picos menos
expressivos porém mais evidentes de junho a setembro, de acordo com o que
mostra grande parte dos estudos nacionais que estudaram a sazonalidade deste
virus (VIEIRA et al., 2002; D’ELIA et al., 2005; RICCETTO et al., 2006;), 0 mesmo se
repetiu em 2010 de forma mais expressiva. No ano de 2009 percebeu-se
identificagdo aumentada do VSR em amostras de outubro e novembro,
caracterizando um possivel pico deste virus nestes meses.

O VSR é um virus com sazonalidade bem definida. Epidemias foram
relacionados a baixas temperaturas, menores horas de sol e mais precipitagao
(STRALIOTTO et al., 1988; SUTMOLLER et al., 1983). Em paises como Indonésia e
Mocambique, os casos de RSV ocorreram principalmente durante a estacao
chuvosa, enquanto que em paises como a Nigéria e a Africa do Sul, os casos
ocorreram principalmente durante a estagcado seca (ROBERTSON et al., 2004).

No sul do Brasil, o periodo de circulagao do virus é semelhante ao de outros
paises com clima temperado, com picos no inverno e na primavera (TSUCHYIA et
al., 2005; STRALIOTTO et al., 2002). Até 92% das infecgbes por VSR, descritas em
estudos epidemiolégicos, ocorre de abril a junho.

Deve-se analisar a sazonalidade com cautela. Houve grande variabilidade
no numero de amostras analisadas a cada ano, motivada por questdes locais como

a equipe mais entrosada e a logistica do trabalho mais agil, desde a identificacao da
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ITRI, a coleta das amostras até o processamento, armazenamento e envio. O fato
do estudo abordar pacientes hospitalizados e ambulatoriais bem como questdes
climaticas préprias do ano de 2009, podem justificar o padréao diferenciado que o
VSR adotou neste ano.

Ao analisarmos a sazonalidade faz-se necessario avaliarmos paralelamente
as condi¢des climaticas. Segundo dados do Instituto Nacional de Metereologia no
ano de 2009, o més de novembro apresentou a maior precipitagao registrada para o
més desde 1961, podendo este ser um fator que explique o comportamento atipico
do VSR neste ano. ( INSTITUTO NACIONAL DE METEREOLOGIA — INMET)

Ha décadas pesquisadores procuram explicar a relacdo da infecgao prévia
pelo VSR e o desenvolvimento de sibilancia recorrente (BLANKEN et al., 2013) e
apesar de parecer que a infeccao do trato respiratorio inferior pelo VSR e a sibilancia
recorrente esta bem documentada, a hipotese da atopia como causa desta relacao
nao é bem clara.

Gern e Busse (2002) sugeriram 2 hipoteses para esta relagdo. A primeira
onde a infeccédo pelo VSR interferiria no desenvolvimento normal dos pulmdes da
crianga sadias e na sua maturagao imunoldgica, favorecendo, a partir daquele ponto,
a sibilancia recorrente. Outra hipotese defende a ideia que infeccdo pelo VSR seria o
estimulo para a sibilancia em criangas predisponentes, ou por susceptibilidade
genética ou por alteragao da fungao pulmonar.

Oito criangas acompanhadas apresentaram sibilancia recorrente (mais que 3
episodios) no ano de acompanhamento. Todas, em algum momento, apresentaram
pesquisa positiva para o VSR durante episédio de ITRI, porém quando analisamos
os quadros de ITRI com presenga de sibilancia na fase aguda nado comprovamos
diferenga entre aquelas com infecgéo pelo VSR (isolado ou em co-detec¢ao) com as
ITRI sem deteccdo do VSR ou aquelas com deteccédo negativa para os virus
pesquisados. O que reflete que outros virus pesquisados também provocaram
sibilancia nos quadros agudos.

Achados significativos da literatura, especialmente de estudos em modelos
animais, sugerem que a infecgdo por virus respiratorios, especialmente o VSR, e
que, desencadeam sibilancia nos episédios de infecgdo aguda, motivam uma
cascata inflamatéria onde, a regulagdo da expressao do receptor de alta afinidade
para a IgE (high- affinity receptor para a regido Fc da imunoglobulina E) FceR1 em

mondocitos circulantes e em células dendriticas, seria o estimulo necessario para
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polarizar a resposta imune para Th2 e o subsequente desenvolvimento de asma e
atopia nestes lactentes (HOLT et al., 2012).

Por outro lado, Simdes et al., 2010, em estudo multicéntrico, acompanhando
prematuros, mostrou que a profilaxia com anticorpo monoclonal humanizado
Palivizumab diminuiu em até 80% a taxa de sibilancia recorrente nestes lactente,
mas sem diferenga naqueles com atopia comprovada quando comparado aos sem
atopia, mostrando que a sibilancia pés infeccdo por VSR pode néo ter relagdo com
atopia. No grupo estudado n&o realizamos a investigagao laboratorial de atopia, mas
ao pesquisarmos atopia familiar, ndo mostrou diferengca no grupo de sibilantes
recorrentes quando comparado grupo que nao sibilou mais do que 3 vezes.

Uma discussdo importante levantada por Bacharier et al.,, (2012) é o fato
destes lactentes, com pais (especialmente a mae) com asma, aderirem melhor ao
acompanhamento, frequentando as consultas e valorizando mais os sintomas. Ao
avangar no acompanhamento dos pacientes em uma coorte de 7 anos de
seguimento, percebeu que ao final do estudo, a historia familiar de atopia, que
inicialmente mostrava diferenga, deixou de ser um fator de risco o grupo estudado.

Chong Neto et al., 2010, no Estudo Internacional de Lactentes Sibilantes

(EISL), entrevistou pais de 3003 criangas e mostrou que 22,6% destas
sibilaram mais do que 3 vezes no periodo no primeiro ano de vida, sendo que um
dos fatores protetores observados foi a ocorréncia de resfriados em idade mais
tardia (acima de 4 meses de idade). A incidéncia de sibilancia recorrente no grupo
estudado foi de 7,7%, abaixo do que publicado pelo estudo de Chong Neto et al., o
que nos faz refletir que o grupo de prematuros, por serem menos expostos as
infecgbes virais (mais tempo em casa, baixa frequéncia a creches), estariam mais
protegidos, resultando em menos episddios de sibilancia demonstrado no periodo de
acompanhamento. Uma avaliagdo mais detalhada das varidaveis sociais (irmaos
escolares, tabagismo passivo, aglomeragdes, aleitamento materno) bem como um
periodo de acompanhamento mais prolongado seria fundamental para definir o
futuro desses sibilantes.

As limitacbes deste estudo sdao o numero de individuos envolvidos, um
pouco menor ao experimentado por outros estudos epidemiolégicos, a dificuldade
vivenciada na inclusdo do paciente de risco, dificuldade de coleta de algumas
amostras e o fato do estudo envolver individuos de apenas um local / regido, o que

pode fazer dos resultados aqui apresentados nao representativos de todo o pais.



92

Estudos epidemiolégicos de incidéncia de VSR muitas vezes atuam como
ferramentas valiosas para a formulacdo de praticas de tratamentos eficazes. No
entanto, os resultados de estudos individuais sdo influenciados por questbes
demograficas, geograficas, sazonais, desenho do estudo e consideragdes
econdbmicas, o que fazem uma comparagdo significativa entre os estudos
desafiadora.

Dados obtidos das populagbes locais podem ser melhor guia para o
desenvolvimento de politicas regionais de saude e que as diferengas observadas
entre os estudos podem revelar justamente estes fatores dispares, tornando estudos

como este, interessantes e de carater individualizado.
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6 CONCLUSOES

a) Aincidéncia de infecgéo grave pelo VSR foi de 0, 087 — 8,7% na

populacéo estudada.

As variaveis pesquisadas: sexo, raga, idade gestacional, desmame
precoce, tabagismo passivo, frequéncia a creche, aglomeragao
domiciliar, irmaos em idade escolar, escolaridade dos pais se
mostraram como fatores de risco para infecgdes graves pelo VSR

para a populacao estudada.

b) A comorbidade mais encontrada nas criangas com infeccdo grave
pelo VSR foi a displasia broncopulmonar, seguido das cardiopatias.
Ainda faziam parte do grupo, criangas neuropatas, com sindrome
genética (criangas com Sindrome de Down) e expostas ao virus HIV. A
presenca de comorbidades nao foi fator de risco para infecgdes graves

pelo VSR neste grupo.

c) Todos os virus pesquisados foram encontrados em proporgoes
variaveis. O bocavirus foi o segundo virus mais encontrado nas
amostras das criangas internadas, incluindo aquelas que necessitaram
de cuidados intensivos. Foi encontrado co-deteccao em 45 amostras
(36%) analisadas, sendo o VSR o virus mais encontrado em co-
detecgbes (22/45 — 48,8%).

d) A taxa mensal de infecgdes por VSR variou ao longo dos 3 anos do
estudo. Em 2008 e 2010 os picos foram mais evidentes de junho a
setembro. Em 2009 houve detec¢cdo aumentada do VSR em amostras
de outubro e novembro, caracterizando um possivel pico deste virus

nestes meses.



e) A incidéncia de sibilancia recorrente entre os pacientes acompanhados foi
de 0,077 — 7,7%. A infeccao prévia pelo VSR ndo demonstrou correlacéo

significativa com a recorréncia dos quadros de sibilancia.
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APENDICE 1 - SONDAS E PRIMER UTILIZADOS PARA REALIZAGAO DA PCR

PARA IDENTIFICAGAO VIRAL

Influenza A (HIN1)

S0

SW HI Forward
SW H1 Reverse

GTGCTATAAACACCAGCCTYCCA
CGGGATATTCCTTAATCCTGTRGC

pdm2009°
Probe S'TFAM/CAGAATATACA"T'CCRGTCACAATTGGARAA/BHQI
Forward GCACTTCTGTTTCCCC
Reverse GGCAGCCACGCAGGCT
Human rhinovirus®'
Probe 1 FAM/AGCCTCATCTGCCAGGTCTAMGB
Probe 2 VIC/AGCCTCATCGACCAAACTA/MGB
HMPVA for GCCGTTAGCTTCAGTCAATTCAA
HMPVA rev TCCAGCATTGTCTGAAAATTGC
N Probe A FAM/CAACATTTAGAAACCTTCT/MGB
metapneumovirus”* HMPVB for GCTGTCAGCTTCAGTCAATTCAA
HMPVB rev GITATCCCTGCATTGTCTGAAAACT
Probe B FAM/CGCACAACATTTAGGAATCTTCT/MGB
Forward GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT
Human adenovirus™ Reverse GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC

Probe

FAM/TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA/TAMRA




Probe

S'FAM/CAGAATATACA"T'CCRGTCACAATTGGARAA/BHQI

Forward GCACTTCTGTTTCCCC
Human thinovirus® Reverse GGCAGCCACGCAGGCT
Probe 1 FAM/AGCCTCATCTGCCAGGTCTA/MGB
Probe 2 VIC/AGCCTCATCGACCAAACTA/MGB
HMPVA for GCCGTTAGCTTCAGTCAATTCAA
HMPVA rev TCCAGCATTGTCTGAAAATTGC
Human Probe A FAM/CAACATTTAGAAACCTTCT/MGB
metapneumovirus HMPVB for GCTGTCAGCTTCAGTCAATTCAA
HMPVB rev GTTATCCCTGCATTGTCTGAAAACT
Probe B FAM/CGCACAACATTTAGGAATCTTCT/MGB
Forward GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT
Human adenovirus® Reverse GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC
Probe FAM/TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA/TAMRA
Human bocavirus* Forward GCACAGCCACGTGACGAA
Reverse TGGACTCCCTTTTCTTTTGTAGGA
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Probe

110

JOE/TGAGCTCAGGGAATATGAAAGACAAGCATCG/TAMRA

Forward ACAGATGAAATTTTCAAGTGCTACTTTAGT
:*,i‘r’u";f‘:‘s!’“‘“'“"“em Reverse GCCTCTTTTAATGCCATATTATCATTAGA
Probe FAM/ATGGTAATAAATCGACTCGCT/MGB
Forward CTCGAGGTTGTCAGGATATAG
:‘l’u"::’;‘sfmi“"“m" Reverse CTTGGGAGTTGAACACAGTT
Probe FAM/AATAACTGTAAACTCAGACTTGGTACCTGACTT/TAMRA
Corona F3 TGGCGGGTGGGATAATATGT
?2“;';'7‘ coronavirus- Corona R3 GAGGGCATAGCTCTATCACACTTAGG
Corona P2 VIC/ATAGTCCCATCCCATCAA/MGB
Corona FOC CCTTATTAAAGATGTTGACAATCCTGTAC
gg‘;‘g’% coronavirus- Corona ROC AATACGTAGTAGGTTTGGCATAGCAC
Corona POC FAM/CACACTTAGGATAGTCCCA/MGB
Forward CCCAGCCATGTACGTTGCTA
p-actin™ Reverse TCACCGGAGTCCATCACGAT
Probe VIC/ACGCCTCTGGCCGTACCACTGG/ TAMRA

PCR=real-time polymerase chain reaction.
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ANEXO 1 — CARTA DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS - HOSPITAL DE CLINICAS

R e

@& HOSPITAL DE CLINICAS i
B F UHIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA 1 Arrem
Curitiba, 01 de outubro de 2007,
limo (a) Sr. (a)
Dr. Nelson Augusto Rosario Filho
Nesta

Prezado Pesquisador:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Ao7-006 -

INCIDENCIA DE INFECCOES GRAVES PELO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO EM

CRINACAS PREMATURAS BRASILEIRAS - BREVI - ESTUDO BRASILEIRO DO VIRUS

RESPIRATORIO EM LACTENTES PREMATUROS", foi analisado e aprovado com pelo

~ Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reunido realizada no dia 25

de setembro de 2007. O referido projeto atende aos aspectos das Resolugdes

CNS 196/96, e demais, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Sadde.

CAAE: 0213.1.208.000-07

Registro CEP: 1532.197/2007-09

Protocolo A07-006 versdo n®° 1 de 29 de junho de 2007: Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido versao n® 1 de 29 de junho de 2007, Cartao
de Identificagdo; Apéndices de AaF.

Patrocinador: Abbott Laboratérios do Brasil Ltda.

Conforme a Resolugdo 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes
relativas as modificagées do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

- Data para entrega do primeiro relatério: 01 de abril de 2008.

Atenciosamente,

'
co“"“fgﬁ‘*

Wy 0
O ...:‘Sﬁ:,moo\.w e
PRenato Tambara Filho & ¥

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/lUFPR
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Versao de 29 de Junho de 2007

Titulo do Estudo: “Incidéncia de infecgoes graves pelo virus sincicial respiratério em
criangas prematuras brasileiras - BREVI (Estudo Brasileiro do
Virus Respiratdrio em Lactentes Prematuros)”

Nuamero do Protocolo: A07-006

Patrocinador: Abbott Laboratérios do Brasil Lida,
Rua Michigan, 735 - Sao Paulo - SP

CEP 04566-205

Pesquisador Dr. Nelson Rosario Filho

Responsavel: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Rua General Carneiro 181, PA da Pediatria — salas 6/7
Curitiba - PR

CEP: 80060-900
Tel: (41) 3360-1800 - ramal 6216

Pode ser que este documento denominado terme de consentimento livre e esclarecido
contenha palavras que vocé ndo entenda. Por favor, peca ao médico ou a eqguipe do
estudo para lhe explicar qualquer palavra ou informacdo que vocé ndo entenda
claramente.

INTRODUCAO

O(A) seu(sua) filho(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que contara com
a participacdo de 350 criangas. Antes de consentir a participacdoe de seu(sua) filho(a),
solicitamos que vocé leia ou pec¢a a alguém que leia para vocé as informagdes contidas
neste termo de consentimento.

Esta pesquisa visa estudar a relacdo entre o Virus Sincicial Respiratério (VSR) com a
infecgdo respiratéria (pneumonia/bronquite) em criangas prematuras. O trato respiratério
inferior é formado pelos pulmdes, brénquios, bronquiolos e alvéolos.

Este virus é considerado a principal causa isolada de infeccdo respiratéria na infancia,
sendo assim um importante problema de saude publica. A maior parte das criangas abaixo
dos 2 anos infectadas pelo VSR, apresenta doenca leve do trato respiratério superior -
gripe ou resfriado (nariz, faringe e laringe); entretanto, algumas criangas estdo sujeitas ao
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risco de infecgdo respiratéria (pneumonialbronquite) grave, podendo levar & morte. As
criangas prematuras, com cardiopatia congénita (anormalidade na estrutura ou fungdo do
coragdo ao nascimento) ou doenca cronica dos pulmdes, tém risco particularmente
elevado de complicagdes por infecgdo pelo VSR.

Se, apds a leitura deste termo, vocé decidir que quer a participag¢ao do(a) seu(sua) filho(a)
neste estudo, sera pedido que vocé assine e date este documento para confirmar que vocé
recebeu todas as informacgbes necessdrias e pertinentes sobre o estudo e permitiu
voluntariamente a participacdo do(a) seu(sua) filho(a). Vocé recebera uma via assinada e
datada pela pessoa que explicou este documento.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetive primario deste estudo é determinar a incidéncia de infec¢ao respiratéria
(pneumonia/bronquite) grave por VSR, com necessidade de hospitalizacdo, em criangas
nascidas com idade gestacional menor ou igual a 35 semanas, durante um ano de
seguimento médico.

Os objetivos secundérios sdo:

+« Avaliar o risco e os fatores de protecdo contra a infeccdo respiratéria
(pneumonia/bronquite) pelo VSR em criangas prematuras brasileiras;

+ Descrever a sazonalidade, ou seja, descrever o periodo em que é verificada a
maior incidéncia de infecgbes causadas pelo VSR em 3 cidades do Brasil,

+ Comparar a incidéncia de episédios de sibilancia (chiado no peito), por 12 meses
apés a alta da maternidade em criangas com e sem infecgdo respiratéria
(pneumonia/bronquite) pelo VSR;

« Avaliar as diferencas na fungdo pulmonar entre criangas com e sem infecgao
respiratéria (pneumonia/bronquite) pelo VSR durante o primeiro ano apés a alta da
maternidade;

+ Descrever o papel da concentracdo de anticorpos contra o VSR (pequenas
proteinas fabricadas por células do sangue que agem contra microcorganismos
estranhos) na gravidade da doenga pelo VSR;

* Reconhecer outros  virus  responsdveis por infecgdo  respiratdria
(pneumonia/bronquite) em criangas prematuras;

+ Descrever a relagdo entre a idade gestacional (idade em semanas do bebé ao
nascer) e a gravidade da infec¢édo causada pelo VSR;

+« Comparar a utilizagdo de recursos de saude durante o primeiro ano apés alta da
maternidade do hospital, entre as criangas hospitalizadas com ou sem infecgdo
respiratéria (pneumonia/bronquite) por VSR.
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O(A) seu(sua) filho(a) serda submetido(a) a uma pequena coleta de sangue antes da alta
hospitalar para verificar a presenc¢a ou ndo do VSR, e apenas as criangas com suspeita de
ITRI realizardo a coleta de secrecio através de lavado nasofaringeo.

Vocé receberd um cartdo, no momento da inclusdo, contendo os detalhes sobre a
participacdo do(da) seu(sua) filho(a) no estudo. Neste cartdo, vocé encontrara também os
ndmeros de telefone para que vocé entre em contato com o médico/coordenador do
estudo, caso ofa) seu(sua) filho(a) tenha uma doenca respiratéria aguda, ou seja, um
processo inflamatério, infeccioso ou ndo, que incida no trato respiratério.

Consultas programadas:

As consultas programadas ocorrerdo mensalmente, até os 6 meses de acompanhamento
médico. No restante do periodo de estudo, o(a) seu(sua) filho(a) terd consultas
programadas a cada 2 meses até que se complete um ano de acompanhamento médico
no estudo. Em cada consulta programada serao realizados os seguintes itens abaixo:

* Exame fisico;
« Entrevista para coletar dados atuais da histéria clinica e social;
+ Obtencdo de dados sobre fatores de risco para VSR desde a ultima consulta.

O médico responsdavel pelo(a) seu(sua) filho(a) no estudo fard uma ligacdo telefénica
semanalmente no periodo de sazonalidade (época de maior freqléncia) do VSR, ou seja,
no periodo em que é verificada a maior incidéncia de infecgbes causadas pelo VSR (Margo
a Setembro), e quinzenalmente nos outros meses (Outubro a Fevereiro). Esta ligacdo nao
sera feita nas semanas em que o paciente tiver uma consulta proegramada.

O motivo deste contato é para atualizar a histéria clinica desde a dltima consulta e doencgas
elou episbddios de hospitalizagdo ndo relatados.

Consulta de encerramento:

Esta consulta estd programada para ocorrer dentro de um anc de acompanhamento
médico no estudo. Nesta consulta serdo realizados os seguintes itens:

+ Exame fisico;

« Entrevista para coletar dados atuais da histéria clinica e social;

+ Dados sobre os fatores de risco para VSR desde a dltima consulta;
+ Coleta de sangue para dosagem de anticorpos anti-VSR.

Consulta ndo-agendada:
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Caso o(a) seu(sua) filho(a) comece a apresentar sinais e/ou sintomas de doenca
respiratéria aguda, ele(ela) devera sera avaliado(a) pelo médico do estudo dentro de 72
horas apés a notificacdo da doenga ao médico. Nesta consulta o seu(sua) filho(a) sera
submetido(a) aos seguintes exames para confirmar se a infecgio é devido ac VSR.

+ Lavado nasofaringeo para o diagnéstico viral,
+ Coleta de sangue para dosagem de anticorpos anti-VSR.

Se o(a) seu(sua) filho(a) for diagnosticado(a) com uma doenca respiratéria aguda devido a
infecgdo respiratéria (pneumonia/bronquite) pelo VSR, sem que haja necessidade de
hospitalizacéo, ele(a) sera acompanhado(a) semanalmente por telefone até a resolugao do
quadro. Caso ele(a) seja hospitalizado(a), este acompanhamento sera diario, durante todo
o periodo de hospitalizacdo. Apdés a alta hospitalar, o(a) seu(sua) filho(a) sera
acompanhado(a) semanalmente até a resolugéo total do quadro.

Se o(a) seu(sua) filho(a) for diagnosticado(a) com uma doenca respiratéria aguda devido a
infecgdo respiratéria (pneumonial/bronguite), ele(a) sera acompanhado(a) semanalmente
por telefone até a resolucao total do quadro.

Além de seu(sua) filho(a) receber o tratamento necessario para a doenca, nesta consulta
ocorrerdo atualizagées dos seguintes dados:

+ Dados fisicos do(da) seu(sua) filho(a) (idade, sexo, peso, altura);
+ Dados sobre fatores de risco para o VSR.

RESPONSABILIDADES DO SUJEITO DE PESQUISA

E muito importante que vocé compareca com ofa) seu(sua) filho(a) em todas as consultas
de acompanhamento programadas, visto que o médico do estudo examinara o(a) seu(sua)
filho{a) em cada consulta do estudo, verificando assim a presencga ou ndo do VSR. Apenas
através da andlise das informacgdes de todas as consultas de acompanhamento, o estudo
conseguird ser bem sucedido, gerando assim informacdes de qualidade sobre a relacao
entre o VSR com a infecgdo respiratéria (pneumeonia/bronquite).

E também de extrema importincia que vocé entre em contato imediatamente com o
médico ou equipe do estudo caso ocorra com o(a) seu(sua) filho(a) qualquer intercorréncia
relacionada com a doenca respiratéria aguda como tosse, coriza, secrecdo nasal, febre,
dificuldade de respirar ou chiado no peito.

Além disso, o médico do estudo também deverda ser informado caso haja alguma

internacdo do(a) seu(sua) filho(a) tanto no hospital do estudo como em qualquer outro
hospital.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

Como este estudo ndo esta pesquisando nenhum medicamento, os riscos associados se
restringem aos procedimentos de andlise do estudo, como a coleta do lavado
nasofaringeo, caso o(a) seu(sua) filho(a) seja submetido a este procedimento, e a coleta
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EM CASO DE COMPLICACOES RELACIONADAS AO ESTUDO

Se, durante sua participagdo neste estudo, ocorrer algum dano em decorréncia direto
deste, Abbott Laboratérios do Brasil Ltda., concorda em pagar todas as despesas médicas
necessdrias para o tratamento, desde gue vocé tenha seguido todas as instructes de seu
médico em relagao a participacao do(a) seu(sua) filho(a) no estudo.

Abbott Laboratérios do Brasil Ltda ndo se compromete a fornecer qualquer outro tipo de
compensacao além da especificada acima.

ACESSO E USO DOS DADOS OBTIDOS DA PESQUISA E CONFIDENCIALIDADE

Uma lista contendo as informagdées de contato do{da) seu(sua) filho(a) incluindo ¢ nome
completo, endereco e numero de telefone serd mantida peloc médico do estudo
separadamente dos demais dados do estudo. Os dados do estudo serdo registrados em
uma Ficha Clinica, ou seja, um documento confeccionado exclusivamente para coleta dos
dados obtidos pela sua participagdo no estudo. Abbott Laboratérios do Brasil Lida tera
acesso a uma cépia desta ficha clinica contendo apenas as iniciais do nome e sobrenome
e o nimero designado para o(a) seu(sua) filho(a) no estudo.

Todas as informacgdes que forem coletadas e os registros da participacao do(a) seu(sua)
filho(a) neste estudo serdo mantidos sob sigilo e confidencialidade. Todas as legislagbes,
resolucdes e codigos de ética brasileiros serdo cumpridos no decorrer deste estudo.

Seu médico do estudo solicita o seu consentimento, através deste documento, para que os
registros médicos do(a) seu(sua) filho(a) relacionados ao estudo possam ser revisados
pela equipe de seu médico do estudo, pela equipe do Abbott Laboratérios do Brasil Ltda.,
bem como por membros das autoridades regulatérias do Brasil, pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (caso seja necesséario) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
responsavel. O objetivo é assegurar que o estudo esteja sendo conduzido corretamente.

As informacgdes obtidas do seu(sua) filho(a) serdo combinadas com os resultados de outros
sujeitos de pesquisa que também participam do estudo. Estas informacgdes serdo utilizadas
de maneira que ndo seja possivel identificar o(a) seu(sua) filho(a). Os registros capazes de
identifica-lo serdo mantidos de maneira confidencial por seu médico conforme determinado
por nossas leis e ndo serdo colocados a disposicao plblica.

Os resultados do estudo poderdo ser publicados ou utilizados para futuras pesquisas
médicas, como também nos relatérios do estudo e apresentagées cientificas; entretanto a
identidade do(a) seu(sua) filho(a) ndo sera revelada em nenhum momento.

Vocé tem o direito de verificar e fazer uma cépia de registros do(a) seu(sua) filho(a)
relacionados a pesquisa apés a finalizacdo da mesma. Vocé pode solicitar esses registros
ao seu médico da pesquisa.
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USOS POTENCIAIS DOS DADOS DO ESTUDO

Neste estudo, informacgdes sobre a salde pessoal do{da) seu(sua) filho(a) serdo coletadas
a partir dos registros médicos efou relatérios de pesquisa. Serdo utilizadas nos relatérios
do estudo ou para apresentacdes e publicagdes cientificas; tais relatérios e publicagbes
nunca identificardo ofa) seu(sua) filho(a) pelo nome.

DUVIDAS
Para perguntas relacionadas a esta pesquisa ou para relatar um problema de salude
relativo a pesquisa, vocé podera procurar:

Dr. Nelson Rosério Filho

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Rua General Carneiro 181, Pronto Atendimento da Pediatria - salas 6/7
Curitiba - PR

CEP: 80060-900

Tel: (41) 3360-1800 - ramal 6216 / Cel: (41) 9101-5181

Se vocé tiver dlvidas sobre os seus direitos e os direitos de seu(sua) filho(a) como sujeito
de pesquisa, vocé poderd procurar:

Renato Tambara Filho

Comitd de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana

Tel: (41) 3360-1896
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO

Eu li e entendi o conteldo deste documento. Tive oportunidade de discutir o estudo com
meu médico (ou alguém de sua equipe designado para este fim) e me sinto
suficientemente familiarizado com o estudo para dar o meu consentimento voluntario para
a participacdo de meu(minha) filho{a) neste estudo. Eu recebi uma cépia deste
consentimento e minhas ddvidas foram esclarecidas de maneira satisfatéria e em
linguagem que posso facilmente entender.

Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os exames realizados e
possiveis desconfortos, assim também como as garantias de confidencialidade e de
esclarecimento permanentes. Ficou clare também que a participagdo do(a) meu(minha)
filho(a) é isenta de despesas e que a qualguer momento eu posso retirar o consentimento
da participagdo do(a) meu (minha) filho{(a) no estudo sem prejuizos com relagio ao
acompanhamento médico a que ele(ela) tem direito durante eventuais necessidades

Concordo voluntariamente na participacdo do(a) meu(minha) filho(a) no Projeto de
Pesquisa: "Incidéncia de infecgdes graves pelo virus sincicial respiratério em criangas
prematuras brasileiras - BREVI (Estudo Brasileiro do Virus Respiratérioc em Lactentes
Prematuros)”

Nome da Crianga ( Sujeito da Pesquisa) (em letra de forma)

" Nome do Representante Legal (em letra de forma)

" Grau de Parentesco com a Crianga (Sujeito da Pesquisa)

Assinatura do Representante Legal Data

Nome da Pessoa Responsavel pela explicagdo do documento (em letra
de forma)

~ Assinatura da Pessoa Responsavel pela explicagao do documento ' Data
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ANEXO 3 — CARTAO DE IDENTIFICAGAO DOS PACIENTES NOS EPISODIOS
DE INFECGAO RESPIRATORIA AGUDA

CARTAO DE IDENTIFICACAO

0(&) meu(minha) filho(a) esta fazendo parte do estudo intitulado: “Incidéncia QUANDO ENTRAR EM CONTATO:
de infecgdes graves pelo virus sincicial respiratério em criangas prematuras
brasileiras - BREVI (Estudo Brasileiro do Virus Respiratorio em Lactentes
Prematuros)”

CONTATO TELEFONICO * Se seu filho apresentar problemas respiraténios, como tosse, febre, coriza
ou dificuldade para respirar;

Dr. XXXXXXXXX
* Se seu filho for hospitalizado ou levado a um atendimento emergencial;

Tel: (%) KRRR-KRKK .
*Para agendar ou reagendar a data e horario de uma consulta do estudo;

Hospital XXxxxxx . . .
Quando tiver qualquer divida em relag3o as consultas ou algum

i it {4 .
RUA KXKXKKXKRKKRKRKK procedimento do estudo
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BURDEN OF VIRAL PATHOGENS ON SEVERE LOWER RESPIRATORY
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BIRTH COHORT STUDY IN BRAZIL
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Abstract

Background and aims: Premature infants are at high risk for developing severe
respiratory disease. Prospective studies on the role of viral pathogens on the burden of
severe respiratory diseases are scarce, especially in developing countries. This 3-year
study in Brazil (2008-2010) determined the incidence of severe respiratory syncytial
virus (RSV)-related lower respiratory tract infections (LRTIs) requiring hospitalization in
infants <35 weeks gestational age.

Methods: Infants identified as preterm births in 3 Brazilian referral hospitals were
prospectively followed-up from maternity hospital discharge for 1 year. Subjects were
seen monthly for the first 6 months and bimonthly thereafter. Subjects with

signs/symptoms of a LRTI were tested for respiratory viruses by real-time RT-PCR.

Results: The analysis population consisted of 303 preterm infants, including 246 who
completed follow-up. At birth, 299 (98.7%) subjects were hospitalized an average (+SD)
36.4+26.9 days: 269 (88.8%) infants were admitted in the NICU (mean stay: 31.8+27
days). During follow-up 432 LRTI episodes occurred in 176 subjects. RSV and human
rhinovirus were each detected, alone or in combination, in 33.1% and 29.4% of these
episodes, respectively (Table). Thirty subjects, representing 9.9% of the analysis
population and 17.0% of subjects with an LRTI episode, experienced a severe RSV LRTI

requiring hospitalization.

Conclusions: RSV is a substantial cause for hospitalization among premature infants in
Brazil, resulting in hospitalization for approximately 10% of premature infants. RSV and

human rhinovirus were the most frequently detected viruses in LRTI episodes.
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Table. Viral Pathogens Identified by RT-PCR in Premature Infants With LRTI

Number (%)
Viral pathogen (N=432)
Respiratory syncytial virus (A and B) 143 (33.1)
Human rhinovirus 127(29.4)
Human bocavirus 83(19.2)
Metapneumovirus (A and B) 73(16.9)
Influenza (A and B) S8(13.4)
Parainfluenza virus (1 and 3) 39(9.0)
Adenovirus 22(5.1)
Coronavirus (OC43 and 229E) 21(4.9)
Influenza (HINI) 12(2.8)
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ARTIGO 5 - THE PEDIATRIC INFECTIOUS DISEASE JOURNAL - 2014

ORIGINAL STUDIES

The Burden of Single Virus and Viral Coinfections on Severe
Lower Respiratory Tract Infections Among Preterm Infants

A Prospective Birth Cohort Study in Brazil

Eurico Arruda, MD, PhD, * Marcus H. Jones, MD, PhD. T Flavia Escremim de Paula, PhD.*
Debora Chong, MD, MSe,} Gabriela Bugarin, MD.§ Gerard Notario, MD, ¥ Alessandra K. Matsuno, MD,*
Paulo M. Pitrez, MD, PhD, T Pamela Vo, PharmD, € Claudia Suzuki, RN, MBA
Nelson Rosario Filho, MD, PhD,} and Renato T. Stein, MD, PhD}

Backgrousd: Respiratory syncytial virus (RSV) is associated with severe bower
respratory tract infiectson (LRT), especially m peeterm mfants. Other viruses,
co-detected with RSY. may play a role m the seventy of respirakory omcomes.
Methods: This prospective epidemiologic study of severe LRTT inodence
among children born €35 weeks pestabional age at 3 sates 1 Branl (2008
2010} followed a barth cohort for 1 year post-earuliment. Nasal washes
from subgects with LRTI were tested for resparatory viruses usimg poly-
merase chain reaction. The pamary owtcome was the mesdence of severe
LRTI requinng bospitalization associased with RSV mfection. Secondary
omcomes mcluded identification of viruses associated with LRT], alone or
coinfections, and risk factors assocsted with severe LRTI

Results: Among 303 subjects, 176 (58 1%) expenienced LRTL Among these
wabgects, 162 had samples sested using polymerase cham reaction; 27 8%
(457162) expenienced severe LRTI. More subjects with severe LRTI were
mfected with RSV (30045, 66.7%) than with other viruses. RSV was pre-
sent m 55.1% (143422) of LRTI events tested, $7.5% (82/143) were coin-
fections. RSV was the virus most frequesely assocmated with severe LRTIs
(5450 events, 60.7%); 50% (17/54 events) singhe and 50 coamfections. Sig-
meficamly Jomger hospital stays were associated with LRTT events imolving
RSV coinfections compared with RSV single mfections (F = 0.012) Infants
with severe LRTIs had sgmaficamly lower mean RSV-IgG levels a1l stady
entry companed with those with noesevere o no LRTIs (P < 0.05)
Conclusions: This study confirms the association of RSV alose or as 2
coinfection with severe LRTI and reinforces the importance of providing
adeguate prophylaxis for susceptible infants.

Key Werds: Epidemiology, preterm barth, respiratory viruses, RSV
(Pediatr Infect Dve J 2014,33 9971003}

Accepoed for publscation March 10,2014,
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nfants delivered prematurely are at an increased nsk of severe

resparatory disease.'" associated in great part with inadeguate
lung development at the time of birth® and an immature immune
system.* The respiratory problems that often follow barth before
37 weeks gestational age (wGA) can have profound immediate
and long-term consequences.” * Although the survival rate for pre-
term infants has improved in recent years, this has contnbuted to
a higher prevalence of bronchopulmonary dysplasia,” the seventy
of which is inversely correlated with GA™'" Of particular impor-
tance, preterm infants frequently experience serious complications
associated with severe resparatory syncytial virus (RSV) mfection,
including a longer duration of hospitalization, an increased rate of
admission to the intensive care unst (ICU) and a greater require-
ment for mechanical ventilation compared with term mfants."”
Hospitalization rates for RSViassocaated mfections are higher in
children <24 months of age (including those <6 months of age)
who were born <36 wGA compared with children at lower nsk for
infection (children born full term or withowt bronchopulmonary
dysplasia or congenital heart disease). ™

Prospective stuclies of the role of viral pathogens an the bur-
den of severe resparatory disease in infants are scarce, particularly
in developing countries. In addstson, it 1s stll contraversial whether
caoinfection by multiple respiratory viruses may increase the nsk
of developing severe lower respiratory tract infection (LRTI) com-
pared with infection by a single virus."" ™ Determination of the rate
and type of coinfections occurnng m patients expenencing LRTIs
provides clinscians and public health officaals with valuable mfor-
mation that may be used to improve prevention and treatment meas-
ures. There 15 a growing body of evidence supporting the burden of
RSV mfection on prematurcly bom infants.

Recent studies in different geographse locations have shown
the importance of the role of mixed viral infectsons on respiratory
discase severity. """ In the present study, we evaluated the associa-
tion of RSV coinfections with discase seventy. A number of epide-
maologic assessments on the burden of acute viral respiratory dis-
case in preterm infants have been performed ™ ** including several
in Brazil "% ¥ The current study was a Y.year prospective obser-
vational study (children were recruited from 2008 to 2010 and fol-
lowed for 12 manths) that was conducted to determine the mexlence
af severe LRTI associated with viral infections requiring hospitali-
zation m infants barn <35 wGA at 2 referral hospatals i Brazl.

MATERIALS AND METHODS
Study Design
This was a prospective epxlemiolegic study conducted
between January 2008 and December 2010 to determme the mci-
dence of severe LRTI among children born <35 wGA at 3 sstes (pub-
lic hospitals) in southern Brazil (Cuntiba, Porto Alegre and Ribeirio
Preto). Following birth, preterm children were identified by the study
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nurses and enrolled throughout the hospitalization perod up to 72
hours after hospital dascharge and were followed far 1 year after
enrollment. Subjects were seen monthly for the first 6 months and
himonthly until 1 year of follow up. Parents were instructed to con-
tact the study nurses wh chaldr d a senes of defined
respiratory symptoms. Whenever the pn:scnc: of cough ar fever oc
any signs of respiratary distress were noted, children were seen by
a study pedsatncian. LRTIs were diagnosed based on symptoms
noted during physical examination and mcluded resperatory rate,
retractions, wheezing anxl/or crackles on auscultation, and, whenever
present, radiologic signs were compatible with viral beronchiolitis
ar pocumonia. Severe LRTI was defined as an cvent that required
hospitalzzation because of these signs and symptoms. Many of these
admissions were associated with oxygen saturation levels <93%.

Nasal washes from subjects with an LRT] were collected by
tramed personnel (study nurses) and transpocted to the laboratary at
4°C. Ahquots were then prepared and stored at -~ 70°C. Samples were
then tested for resperatory varuses using polymerase chamn
(PCR) usng TaqMan (Life Techmologies, Grand I1sdand, NY) assays
(sce Table, Supplemental Digital Content 1, http:/links. lww.com/INF/
BS71).%“ There was only 1 specimen collected per event per subject.
Subjects with LRTInot requmng bnspnalmmon were followed weekly
by telephooe until par d study nurses that their chaldren
were healthy agam. lkupﬂalmed chikdren with LRTI were followed
daily dunng their hospitalization stay and weekly by telephone after
hospital discharge until illness resolutbon. Chaldren had blood drnwn
for determination of serum levels of RSVispecific IgG taters at enroll-
ment. RSV antibody titers were assessed using enzyme-linked immu-
nosorbent assay, according to standard methodology, whach was per-
formed at the central laboratory in Ribeirio Preto.

The study protocel was appraved by the nstitutional
review boards/independent ethics commuttees for each site; writ-
ten informed consent was obtained from legal representatives of
cach subject.

Participants

Infants born €35 wGA and who were <6 months of age at
screening were mcluded. Subjects were born in or transferred to |
of the participating hospitals and were eligible to receive follow-
up medical care at the participating site. Legal representatives of
included subjects had to be able to provide information duning the
follow-up period. Subjects were excluded if they had expenenced
RSV infection or of they had received palivizumab or ather RSV
specific immunoglobulin products before the start of the study.

Assessments

The pamary outcome was occurrence of severe LRTI {an
LRTI requinng hospitalization) associated with RSV infection
within l.year of follow up. Secondary outcomes were occurrence
of LRTIs associated with detection of other viruses or with personal
(clinical history associated with prematunty, including ICU stay
and oxygen use) or familial nisk factors {including socsoeconomic
status and history of asthma) for severe LRT] i preterm infants.
Additionally, the study enabled the description of the seasonality of
RSV mnfection in the South and Southeast regions of Braxl.

Real-time PCR for Respiratory Viruses

Nascpharyngeal washes were tested using real-ime PCR
for the presence of RSV A and B; human rhunovirus (HRV); human
bocavirus (HBoV), human metapneumovirus (HMPV) A and B:
human mfluenza virus A and B, including A{(HIN1)pdm0Y%: human
paramnfluenza virus (HPIV) | and 3: human adenovirus (HAAV)
andd human coronavirus (HCoV) OC43 and 229E. Total RNA was
extracted from 250 ul nasopharyngeal washes using TRIzol (Life
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Technologies), and DNA was extracted from 200 pL nasopharyngeal
washes with Wizard Genomase DNA punfication kit (Promega, Madi-
son, W1}, both following the manufacturer’s protocols. Real-time PCR
was done using the TagMan strategy with specific pamers and probes
(data avaslable on request) in a Thermocycler 7300 (Life Technolo-
gies) and with the mtemal coatrol {the fi<actm housckeeping gene)
tested m all samples. Mixtures of 2 sets of prnimers and probes were
used for RSV A and B, HCoV OC43 and 229E and HAJV and HBoV.
A sngle par of pamers was used with 2 different probes to cover
2 non-cross-reactive subsets of HRV types. Reverse transcniption,
assembly of real-time PCR maxes, and cycling parameters were pera
previously published protocol.™ except for reactsons directed to DNA
viruses, which were performed with 3 pL extracted DNA m a final
valume of 15 ul. PCR products of all resperatory viruses mcluded
in the panel were previously clonad into the plasmid pGEM-T Easy
vector system (Promega) and routinely used as pasitive controls in all
PCR assays. Before sample testing, control dilutions were postive for
<10 capees of target genes. PCR assays, including negative control
were performed by the same perscanel, and all results were validated
using positive fhactin control reactions. Sample handling and PCR
max preparation took place in separate rooms.

RSV Antibody Test

Serum IgG antihodses to RSV were assayed using the RSV
Virotech kit (Sekisus Virotech GmbH, Riisselsheim, Germany) fol-
lowing the manufacturer's instructions.

Statistical Analysis

For numencal vanables, such as demographics, hospital
admissions and viral pathogens identified the mean, standard devi-
ation (SD), median, minimum and maximum values are provided.
For nominal vanables, the number and percentage were calculated
for non-missing data. The Kaplan-Meier method was used to esti-
mate the median time to first LRTI event. Univanate analyses were
performed for comparing groups {severe vs. nonsevere LRT] and
severe vs. no LRTI) according to predefined factors, using the i
test or the Student 1 test.

RESULTS

A total of 310 infants were anginally enrolled m the study
(Cunitiha, 110: Parto Alegre, 116; Ribeirio Preto, 77); 7 were
excluded because of protocal violations. No significant differences
for the main outcome vanables were noted among the 3 study sites.
OFf 303 subjects mitially enrolled, 57 (18.8%) had their participa.
tion discontinued; 246 subjects completed the study. The most fre-
quent reason for discontinuation was loss to follow up.

Subject Demographics

The mean £ SD weights at birth and enrollment were
1.6£05kg and 2.1£0.2kg, respectively (see Table, Supplemental
Digital Content 1, http:/Tinks. lww.com/INF/BS871). The mean GA
of the enrolled subjocts was 31.94 2.5 weeks and the mean age at
enrollment was 32.94 24 4 days. At enrollment, approximately all
(299/303; 98.7%) subjects had been hospatalized in the maternity
ward for a mean of 6.4 = 26.9 days because of a vanety of causes
related to prematunty. The distnbution of GA among subjects who
completed the sty was <30 weeks (n = 53), 30 to <32 wecks
(n = 54)and 3235 weeks (n = 139).

Duning follow up, 3 subjects died, 2 from causes mr:laud
to RSV The third death occurred outsade 2 hospital participating i
the study. A review of the case indicated that death was because of
pneumonia and sepsis and was associated with RSV infection, with
RSV antigen detected using smmunofl ence at ad ion to
the hospital at which the death occurred.
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Most children were enrolled while still in the barth hospatal;
88.8% had been previously admitted to the neonatal ICU, 25.4%
had required mechanscal ventilation and 63.7% had been on sup-
plemental axygen for 2 mean of 14.6 days. Approximately two-
thirds of the infants had at least | parent or sibling {62%) with a
confirmed history of asthma and nearly half {46.2%) had a smoker
living 1n the same houschold.

Subjects With Severe and Nonsevere LRTIs

Of the M2 subjects included mn the study, 176 (58.1%)
experienced an LRTI at some point during the follow-up period
(Table 1), 26.4% (64/176) of whach were severe (requinng hospi-
talization). Therefore, the overall hospitalization rate was 21.1%
(64/203). A total of 37.6% of subjects {114/303) had =1 LRTI]
during follow up, with a mean (SD) of 2.6 £2.2 LRTIs per sub-
ject. The mean time to the first LRTI was 6 4£3.2 months. Among
subjects with an LRTI, 162 {of 176) had samples tested using
PCR for the identification of infecting viruses, and 27.8% of
these subjects (45/162) experienced a severe LRT1L. RSV was the
mast prevalent virus associated with severe LRT1 (30045 subjects,
66.7%) alone or as a coinfection with other viruses. Thus, the
prevalence of severe RSViassociated LRTIs in the whale popu-
lation was 9.9% (300303). Almost half of these RSV infections
had concomstant positive PCRs for other viruses. No statistically
significant difference in time to first severe LRTI was observed
among subjects with RSV.associated episodes (mean & SD:
4.122.8 months) compared with those not associated with RSV
(mean + SD: 5.5+ 4.0 months).

Subjects who developed severe LRTI dunng the study
period were noted to have lower birth wesght, lower level of mater-
nal education, Jonger mmitial hospitalizations following birth and
lower 1gG levels when compared wath patients who did not develop
severe LRT] duning the study penod (see Table, Supplemental Digi-
tal Content 2, http://links. lww.com/INF/B872). Young age was also
a sigmificant nsk factor for severe events.

Viral Pathogens Associated With LRTI Events

There were 461 detected LRTI events among the 202 sub-
jects in the analysis population: samples from 93.7% (432/461) of
these events were tested for varal identification using PCR (Table 2)
Among these collected samples, 21.1% (91/432) were negative
for all tested viruses. Of the 341 samples from LRTI events that
tested positrve for any virus, 48 were from severe events {cvents
that required hospatalization). Coinfections were identified m
appec Iy half of all ples that tested positive for any virus
(161/341; 47.2%) and in half of all samples from severe LRTIs that
tested positrve for any varus (23/48; 47.9%).

The viruses that were sdentified using PCR are presented i
Fagure 1 and Table 3 (along with a complete histing of all viruses
identified m single and coinfections, data available on reguest).

TABLE 1. Infection Charactenisties According to
Number of Subjects (N « 304)
nis
Subjectx with an LETI 176 158.1)
Subjects with o severe LRTI 64121.1)
Subjectx with & nonsrvers LRTI 112137.00
Subjects with 1 LET1 621205
Subjects with =1 LETI 11413760
Subjectx with an LETI teated uxing PCR 162 153.5)
Subjects with o severe LRTI among subjects with 45127 8)
samples tested wsing PCR
Subjectx with a mrvere LRTT sasociatod with RSV 0199
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TABLE 2. Infection Charactenisties According to LRTI
Event (N « 461)
n (%)
Total LETT svunts 461
LETI events tested using PCR 4321937
LRTI ovents portive for any viras MUTRD)
Single infections 180 1417
Cainfections 161 137.3)
Severe LRT] ovonts testod usang PCR 56113.0)
Posatrve for any virus 48111.1)
Single infoctions 25 (5.8
Cainfections 23153
Nonsevere LRTI events tested wsing PCR RSN A
Poeatave for any virus 211 153.5)
Single infections 126 129.2)
Coinfectionx 105 124.3)

RSV was the most prevalent viral agent i the overall analysas
(143/432: 31.1%) and among those with positive tests (143/341:
41.9%). Interestingly, 57.3% (82/143) of the RSV infections were
coinfections, approximately half of which were with HRV (19/82;
47.6%). Of any comfection involving RSV + HRV {39/432; 9.0%4),
nearly half also included infection wath yet another virus (19/39:
48.7%). Among 18 LRTI events in which 3 or more viruses were
identified, the combination of RSV + HRV was sdentified in 8. The
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FIGURE 1. Viral pathogens identified using PCR in

LRTI events. A) Percentage of positive PCR results from
nasal washes from subjects {all LRTI events; n = 432). B)
Percentage of positive PCR results from nasal washes from
subjects (severe LRTI events, n = 56; nonsevere LRTI events,
n = 301). FLU, human influenza virus (subtypes A and B);
HIN]1, influenza virus; HCoV, human coronavirus {OC43
and 229E); HMPV, human metapneumovirus (subtypes A
and B); HPIV, human parainfluenza virus (subtypes 1 and 3);
RSV, respiratory syncytial virus (includes subtypes A and B).
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TABLE 3. Viral Pathogens Associated With LRTI Events [dentified Using PCR

Freguency Among All LETI Events* Frequency Among Severe LRTI Frequency Among Nonsevere LRTI
Viral psthogen, ni %) IN = 432) Events (n = 56) Events in = 301)
RSV (A and B) 43531 60T 8202
RSV alone 610140 17(304) 30120
RSV coanfoction 8201900 17(304) 520173
HRV 12729 4) 15026 %) §7(289)
HRV alone 41195 1018 10
HRV minfection 860199 14102501 HOT9
HBoV 052 60107 LR
HBoV aloee 2146 2036 13043
HBoV confecton &idé 400 450150
HMIV Aor B 73169 1001791 4850159)
HMFPV alone 20146 2086 4T
HMPV cotnfection s0zm sS4 Ma1rm
Influsnza virus A or B (FLLD 550134) 843 380126
FLU alone 10023 0w 10033
FLU coinfection 480110 S04 293
Influsnza virus (HINT) 12(28) 1018 827
HIN1 abone 0100 0w 000
HIN1 comnfction 12128 1018 8027
HPIV1ord 0o 236 Z700)
HPIV aloae 15(85) 2086 1T
HPIV confoction 24156) oo 16(53)
HA4IV FZAER 1] RILEN] 12040
HAAV alone 2005) 00m 1003
HAAV coinfection 0146 RILE Y] 137
HCaV: 0C43 or 229E 21149 2056 150501
HCoV alooe 11125) 1018 8027
HCoV confecton 10023 1018 T2y
RSV + HRV 290 100179 W(66)
RSV + HBoV 26160 400 17(56)
RSV + HMPV 261601 60107 16(53)
Total of pesstive PCRs MM1TES) AS(85T) 25176
Negative PCRs LURFIR 1] S04 023N
Total coanfoctions, /N (5] 16134114720 2348 (479 1057231 (455)
*Net ol LAT] ovazts ware ch d s mavers (reg h L o
frequency of HRV d was similar to that of RSV for all DISCUSSION

LRTIs ll27 432; 29.4%), wim HBoV. HMPV {subtypes A and
B) and 1 in 1al, albeit lower, numbers
(Fig. | and Table 3)

Severe LRTI events were largely associated with RSV
(34/56: 60.7%; Fig. 1B and Table 3), with half of these events being
single virus detections {1734, 50.0%) and half being comnfec-
tions. HRV was the most commaon comnfecting virus with RSV m
severe LRTI events (1N17; 58.8%). Significantly longer hospital
stays (mean + SD) were associated with LRTI events in which RSV
and another confecting virus were identified in the same sample
collection (14.227.7 days) compared with LRT] events m which
RSV was the sole virus identified (7.5£4.3 days; P = 0.012 for
the difference between these 2 groups). Evcms usocmed ‘nh any
single virus ather than RSV d a mean hospital stay of
6.47+5.64 days. which was not statistically signmificantly dlﬂ'eum

In this study conducted at 3 sites in Brazal, RSV (13.1% of
LRTI events) and HRV (29.4% of LRTI cvents) were the respiratory
viruses most frequently identified in preterm subgects born <35 wGA
and <1 year of age who experienced an LRT1. More importantly, in
LRTI events that were severe (events requinng a hospital admission),
RSV was identified at a frequency more than twice that of HRV. The
hospitalzzation rate for severe LRTI associated with RSV infection
was 9.9%. Although other respiratory varuses, including HRV, HBoV,
HMPV and influenza, were present in >10% of LRTI events, their
associaton with severe LRTIs was well below that of RSV,

The association of RSV with serious respiratory infection
has been documented mn a number of geographic locations,'™ ™ *
including areas of Brazil"'** This study extends and confirms
those findings and reinforces the importance of controlling RSV
infection, particularly in the chlldrcn vrho are most susceptible to

when compared with RSVonly associated LRTI events
g hospitalization.

Seasonality of RSV Infection

The identification of RSV infection m subjects with an
LRTI evaluated at the 3 centers indicates that infections occur in all
manths (see Figure, Supplemental Digital Content 3, http-//liks.
tww.com/INF/B873). The monthly rate of RSV mfections varied
with penods of higher frequency observed throughout the year for
1 consecutive years (2008-2010). The peak incidence generally
occurred from Apal to July, with additional smaller peaks occur-
ring in November 2009 and September 2010.

1000 | v pidj com
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Children in thas study u«e pnmarily those of a less affluent
sociceconomic status, as evidenced by their birth and treatment in
the particapating public hospitals (known to provide free assistance
to poorer children) and by the low level of matemal education.
Therefore, it is of mterest that the observed averall rates of detec-
tion of respiratory viruses in children particapating in the current
study are similar to what has been described among more affluent
populations,” thus suggesting that these findings are likely inde-
pendent of social and environmental factors.

Anather key finding of our study is the important burden
of comnfections, especaally those associated with RSV, Coinfection
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of children with =1 virus is not uncommon mn cases of LRTL
In the current study, the number of coinfections was substantial.
Among 341 samples from LRTI cvents, 161 {47.2%) were com-
fections. This study indicates that the association between RSV
and ather respiratory viruses pose a greater clinical burden when
compared with infection by RSV alone, as was evident by the sig-
nificantly mcreased length of hospital stays associated with these
coinfechons. Similar observations regarding the importance of
coinfections have been previously reported.” '™ In a recent study
conducted in Brazil, among children <2 years of age with an LRTI,
RSV + HMPV was the most commonly detected coinfection. Chal
dren <6 manths with RSV + HRV coinfection were significantly
mare likely to spend additional time in the hospital compared with
children without a coinfection.”" Among children <5 years of age
in Japan who showed signs of acute respiratory infection, RSV
coinfechon was significantly associated with moderate to severe
noapocumonsc resparatory disease.” An analysis of children <14
years of age in Greece with respiratory mfections found that com-
fection led to an increased probability of hospitalization.” A study
of lung tissue necropsy samples from children who died in Brazil
from 1985 to 2005 after respiratory discase found that RSV was the
mast commonly identified respiratory virus, both as a single infec-
tion and as part of comfections.™ Not all studies reach the same
conclusions, hawever. No correlation was found between comfec-
tion and severity of clinical features in children <5 years m Bra-
7l" Further, coinfection of RSV wath additional viruses was not
associated with increased hospital or 1ICU admissson m children
<2 years.” Children with HMPV.positive LRTI i China were not
mare hikely to expenence mcreased clinical discase of they had a
cainfection with additional respiratory viruses."* These seemingly
contradsctory results from previous studies may be related to study
power, specific study design or different study entry cntena.

Although RSV s usually the most frequently identified
virus in samples of patients with resparatory infections, a number
of ather viruses may be present either alone or through comfected
samples. The wentity of these viruses hikely depends on geographic
and scasonal factors, among others. This study found that RSV
was the most frequently sdentified varus in single infections and m
coinfected samples. Similarly, HRV was the second most sdentified
virus m hoth single and coinfected samples, as has been observed
in studses involving children with bronchiolitis in southeastern Bra-
2" and those with acute resparatory infection m Japan."* Interest-
ingly, together with RSV, HMPV and HAJV were the most fre-
quently identified comnfecting viruses in other studies conducted
in Brazil,"*'"* whereas influenza was the most common coinfecting
virus in a study in Greece.”

The mechanisms associated with disease virulence in cases
of viral comfections are complex and as of yet. far from clear
Direct interactions of viral genes or gene prod di terac-
tions related to an affected host env tar logic inter-
actions are likely to be at play, acting ind dently, or in conjunc-
tion with each ather. ™"

A number of risk factors were found to be significantly asso-
ciated with severe LRTI in this study. Among children who expen-
enced an LRTI that was classified as severe or nonsevere, children
with a severe LRTI had lower RSVespecific [gG titers at the time of
study enrollment compared with children with a no LRTL
These data support carlier evadence suggesting that higher levels
or avidity of maternal antibodies to RSV carrelate with protec-
tion against RSV infection during the first few manths of life.”
Levels of maternal education <8 years also pasitively correlated
with severe LRT] associated with RS\, confirming previous find-
ings of an association of higher maternal education with decreased
nisk for seventy of mfection ** Although the rate of severe LRTI

© 2014 Lippincont Williams & Wilking

associated with RSV was mcreased with exposure to houschold
tobacco smoke, as has been noted previously,”* the difference
was not significant in this study. An analysis of the number of RSV
infections that occurred duning the 3 years of the study mdicated
that RSV mfections occurred throughout the year at these study
sites, although months in which higher RSV imfection frequencies
accurred were identified.

Limitations of the study included the number of enrolled
subjects, which was shightly smaller than ongmally planned, and
the lack of PCR analysis on a number of subjects who experienced
an LRTL In addition, the study enrolled subjects at only 3 sites
in Brazil; therefore, the results reported here might not be repre-
sentative of the entire country. Another limitatson may be related
to the detection of a comnfecting virus m the same patient sample
via a concomitant PCR assay. Recent evadence indicates the pos-
sihility of a human “virome™ detectable by molecular methods.*
whach could be mdicative of either currently replicating agents and’
or persisting remnants from prior mfections. Therefore, the detec-
tion of multiple viruses m a single sample may actually be a result
of a prior infection rather than a current infection. Are such pos-
sible remnants indicative of per and quently of ongo-
ing replication, albeit at lower levels? Furthermore, for how long
do such trace molecular r detectable using PCR 1n
secretions” These are important questions that requare further climi-
cal evaluation.

Epadermiologic studies of RSV incidence are instructive
exercises that are often valuable tools i the formulation of effec-
tive treatment practices. However, results from indivadual studses
are mfluenced by demographic, economic, geographic, seasonal
and study design consaderations, which make meanmgful compan-
son between studies challenging. Although data on local popula-
tions are usually the best guide for the development of regional
health care policies, differences observed between studies may
uncover factors that influence those disparate results. Mareover, the
demonstration of common findings between studses, despate una-
vosdabl hodol may mdicate the impartance of
those results.

The data reparted in this study confirm the association of
RSV infection with severe LRT] i children born 35 wGA dur-
ing their first year of life and provade addstional data that suggest
that antibody specific for RSV may be pratective in young children.
The finding that comfection of RSV with other viruses increases
the sevenity of LRTIs, as evidenced by longer mean hospital stays
among these preterm infants, 1s quite important and provides even
further relevance to policies that indscate adequate prophylaxis for
susceptible infants for whom RSV infection may be accompansed
by an mcreased risk for significant morbidity and moetalsty.

National gusdelines for the pre of severe RSVirelated
resparatory disease are in place in Brazl. Our findings reinforce
the previously well-known burden of this virus, especaally among
susceptible populations, and the importance of disease prevention.
Data from thas study are also indscatrve of an even more significant
impact of RSV on severe LRTIs when detected as part of a coinfec-
tion with other common resparatory pathogens.
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