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RESUMO

O virus sincicial respiratorio (VSR) destaca-se como patégeno importante de
infeccdes das vias aéreas inferiores (IVAI) infantis, principalmente no primeiro ano de vida.
Este estudo teve como objetivos: determinar a prevaléncia do VSR em casos de infec¢bes
respiratérias agudas (IRAs) em criangas atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin, em
Fortaleza - CE, entre janeiro de 2001 e julho de 2004; descrever o padréo de sazonalidade de
circulacio do VSR ao longo do periodo de estudo; observar caracteristicas clinico-
epidemioldgicas dessas infecgdes; caracterizar antigenicamente os VSR circulantes nos
periodos epidémicos de 2003 e 2004 e determinar a taxa de isolamento do VSR em cultura de
células HEp-2 a partir de amostras coletadas em 2002, 2003 e 2004 e estocadas a —20°C.
Aspirados de nasofaringe foram coletados de criangas com até sete dias de inicio dos sintomas
de IRA e submetidos a reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI). Amostras coletadas em
2002, 2003 e 2004, armazenadas a —20°C, foram inoculadas em monocamadas de células
HEp-2. Nos 43 meses de estudo, o VSR foi identificado em 21,0% (409/1950) dos espécimes
clinicos coletados. A circulacdo do virus foi inicialmente observada nos meses de janeiro ou
fevereiro e os Ultimos casos foram registrados em julho ou agosto de cada ano de estudo. O
pico dessas infec¢bes foi observado nos meses de marco a julho, sendo associado a estacao
chuvosa da cidade. As infeccdes causadas pelo VSR foram mais freqlientes em criancas de
sexo masculino e naquelas com até dois anos de idade. Bronquiolite e pneumonia foram as
sindromes clinicas mais associadas ao virus. Dispnéia, dor de garganta, coriza, espirros e
cianose foram os sinais e sintomas clinicos associados significativamente nas IRAs causadas
pelo VSR. Cerca de 9,5% (39/409) das criancas infectadas apresentaram problemas
associados, como prematuridade, cardiopatia e doencas pulmonares congénitas. Entre os
fatores de risco associados a essas infec¢cOes, destacou-se a exposi¢do a IRA no domicilio.
Cepas de VSR A e B co-circularam nos periodos epidémicos analisados, sem uma
predominancia significativa de qualquer grupo antigénico. Cerca de 29,8% (122/409) das
amostras positivas para VSR, estocadas a —20°C, foram inoculadas em monocamadas de
células HEp-2. O percentual de isolamento variou de 0,0%, em amostras coletadas em 2002, a
36,8%, em 2004. Nossos resultados confirmam a importancia do VSR como agente etiologico
de IRAs, especialmente IVAI, em criancas jovens. A ocorréncia do VSR na cidade de
Fortaleza mostrou um padrdo sazonal regular associado as chuvas. A conservacdo de amostras
a —20°C ndo impossibilitou o isolamento em cultura de células at¢ um ano ap0s seu
congelamento.

Palavras-chave: infec¢Oes respiratorias agudas, virus sincicial respiratério, epidemiologia.



ABSTRACT

Respiratory syncytial virus (RSV) is detached as an important pathogen of lower
respiratory tract infections (LRTI) in children, mainly in the first year of life. This study had
as purposes: to determine the prevalence of RSV in cases of acute respiratory infections
(ARIs) in children served in Albert Sabin Children Hospital, in Fortaleza — CE, over the
period of January 2001 to July 2004; describe the seasonality pattern of RSV circulation along
the study period; observe characteristics clinical-epidemiological of these infections;
characterize antigenically the circulating RSV in the epidemic period from 2003 to 2004 and
determine the isolation rate of RSV in HEp-2 cells culture from samples collected in 2002,
2003, and 2004 and stored at —20°C. Aspirated from nasopharynx were collected from
children with up to seven days from the beginning of ARIs symptoms and submitted to the
reaction of indirect immunofluorescence (I1F). Samples collected in 2002, 2003, and 2004,
and stored at —20°C, were inoculated in monolayers of HEp-2 cells. During the 43 months of
study, RSV was identified in 21.0% (4091950) of the clinical specimens collected. Virus
circulation was initially observed during the months of January or February and the last cases
were recorded in July or August of each year of study. The peak of these infections was
observed from March to July, associated with the rainy season of the city. The infections
caused by RSV were more frequent in male children and those with up to two years of age.
Bronchiolitis and pneumonia were the clinical syndromes more associated with the virus.
Dyspnea, throat pain, coryza, sneezes and cyanosis were the significant clinical signs and
symptoms in ARIs caused by RSV. About 9.5 % (39409) of the infected children presented
problems associated, such as prematurity, heart diseases and congenital pulmonary diseases.
Among the risk factors associated with these infections, was pointed out the exposure to ARIs
in the domicile. Strains of RSV A and B co-circulated during the epidemical periods
analyzed, without a significant predominance of any antigenical group. About 29.8 %
(122/409) of the positive samples for RSV, stored at —20°C, were inoculated in monolayers of
HEp-2 cells. The isolation percentage varied from 0.0 %, in samples collected in 2002, to 36.8
%, in 2004. Our results confirm the importance of the RSV as etiological agent of ARIs,
especially LRTI, in young children. The occurrence of RSV in the city of Fortaleza showed a
regular seasonal pattern associated with the rains. The conservation of samples at —20°C did
not make impossible the isolation in cells culture up to one year after freezing.

Key-words: acute children respiratory infections, respiratory syncytial virus, epidemiology.
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1 INTRODUGCAO

1.1 AS INFECCOES RESPIRATORIAS AGUDAS

As infeccBes respiratorias agudas (IRAs) constituem um grupo relevante de
doencas humanas, atingindo pessoas de todas as idades, saudaveis ou nédo, independente do
nivel sécio-econdémico (DENNY JR., 1995; HAZLETT et al., 1988). Podem ser classificadas,
guanto aos aspectos anatomoclinicos, em infeccdes das vias aéreas superiores (IVAS) e
infeccBes das vias aéreas inferiores (IVAI), cujo limite é a epiglote (GONCALVES et al.,
2002).

A preocupacdo com essas doencas intensificou-se no final da década de 70,
guando técnicos da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) analisaram dados epidemiolégicos
de diversos paises e estimaram que as IRAs eram responsaveis pela morte de uma crianga a
cada 20 segundos no mundo. As pneumonias lideravam como causa desses Obitos, que
ocorriam, em elevada porcentagem, nos paises em desenvolvimento. Desde entdo, medidas de
controle e tratamento vém sendo estudadas em varias partes do mundo (SANT’ANNA, 2002).
Passaram-se mais de 20 anos dessa conscientizacdo mundial e a situagdo continua semelhante
(ANTUNANO, 1998).

A ocorréncia das IRAs € igual em todo o mundo. As taxas de prevaléncia em
paises como Costa Rica, Estados Unidos e India sdo similares, variando de 4,2 a 7,2 episodios
por ano, dependendo da idade da crianga (DENNY JR., 1995). Elas sdo responsaveis por
40,0% a 60,0% das consultas a pediatras. E comum que as criangas tenham entre quatro e seis
consultas por ano, com variagcdes sazonais, 0 que implica uma alta demanda de atencgéo
médica (ANTUNANO, 1998). Diferencas marcantes sdo encontradas nas taxas de
mortalidade. Em paises desenvolvidos, as IRAs sdo importante causa de auséncia ao trabalho
e a escola, com pequeno numero de casos fatais. Nas nagdes em desenvolvimento, além do
absenteismo, essas doencgas ocasionam grande parte dos Obitos de criangas com menos de
cinco anos de idade (DENNY JR., 1995), provavelmente devido a uma elevada quantidade de
fatores de risco encontrados nesses locais, além da deficiéncia na profilaxia e tratamento,
causada pela falta de informagdo de muitas maes e pela dificuldade de acesso aos servigos de
salde. De acordo com Antufiano (1998), no periodo compreendido entre 1985 e 1990, as
IRAs foram responsaveis por 14,8 e 2.319,4 mortes de criangcas com menos de um ano por
100.000 nascidos vivos nos Estados Unidos e Haiti, respectivamente.

Segundo dados do Ministério da Satde do Brasil, 1.702.465 menores de cinco
anos foram internados em hospitais pablicos no ano de 2000. As IRAs foram responsaveis por

44,3% desse total e ocuparam o 4° lugar (11,9%) entre as causas de Obitos dessas criancas



(SANT’ANNA, 2002). No Rio de Janeiro, 32,0% das admissdes de menores de cinco anos em
hospital de referéncia da cidade sdo por problemas respiratorios. Essa taxa supera a de
qualquer outra doenca infecciosa e é duas vezes maior que as admissdes por gastroenterites
(SUTMOLLER et al., 1995). A prevaléncia das IRAs na cidade do Rio de Janeiro é de 4,5
casos por 100 criancas-semana (SUTMOLLER; MAIA, 1995). Em Fortaleza, visitas
realizadas em residéncias de bairro da periferia trés vezes por semana, durante 29 meses,
revelaram que 60,0% a 70,0% das criancas com até cinco anos tém pelo menos um sintoma
respiratério em 75,0% ou mais dos dias do ano (ARRUDA et al., 1991).

Em criancas mais velhas e adultos, as IRAs normalmente limitam-se ao trato
respiratorio superior, com sinais e sintomas mais leves. Nos idosos essas doencgas tornam-se
novamente merecedoras de atencdo especial, uma vez que tém contribuicdo importante na
taxa de mortalidade nessa faixa etaria (COLLINS et al., 1996; COLLINS; POLLARD, 2002;
DENNY JR., 1995: MONTO, 2004; SIMOES, 2001).

1.2 ETIOLOGIA DAS IRAs INFANTIS

Todas as classes de microrganismos, incluindo virus, bactérias, fungos, parasitas e
protozoarios, sdo capazes de infectar o trato respiratorio, sendo as duas primeiras as mais
comuns (DENNY JR., 1995). Diferentes grupos bacterianos podem estar envolvidos
(DENNY JR., 1995; JAMJOOM et al., 1993; LOSCERTALES et al., 2002; MALDONADO
et al., 1985; SANT’ANNA, 2002; SINANIOTIS, 2004; SUNAKORN et al.,, 1990;
SUTMOLLER et al., 1995). Centenas de virus ja foram relacionados com a etiologia de
doencas respiratorias, podendo causar desde resfriados leves até pneumonias graves. Entre os
principais virus envolvidos, podemos citar virus sincicial respiratdrio, adenovirus, rinovirus,
enterovirus, coronavirus, metapneumovirus e virus influenza e parainfluenza (BACH et al.,
2004; FREYMUTH, 2004; GASPARINI et al., 2004; LIN et al., 2004; MACKIE, 2003;
NJENGA et al., 2003; PAIVA et al., 2004; SCHMIDT et al., 2001; SCHMIDT et al., 2004;
SIMOES, 2001; SINANIOTIS, 2004; XEPAPADAKI et al., 2004; ZAMBON et al., 2001).
Essa grande quantidade de virus juntamente com a possibilidade de ocorréncia de reinfec¢des
explicam a alta prevaléncia de IRAs virais em toda a populacdo humana (COUCH et al.,
1997).

Trabalhos realizados em varias partes do mundo mostram que 0S virus sdo
freqlientes causadores de IRAs infantis, com taxas de prevaléncia que vao de 19,0% a 54,0%
dos casos (CHEW et al., 1998; HAZLETT et al., 1988; LAGOS et al., 1999; LINA et al.,
1996; MALDONADO et al., 1985; SAVY et al, 1996; SUNAKORN et al., 1990;
ZAMBRANO et al., 1999). No Brasil, essa taxa varia de 9,2% a 100,0% (ARRUDA et al.,



1991; DURIGON et al., 2000; MIYAO et al., 1999; PORTES et al., 1998; RODRIGUES et
al., 2004; STRALIOTTO et al., 2002; SUTMOLLER et al., 1995; VIEIRA et al., 2001). O
virus sincicial respiratério (VSR) é um dos mais importantes agentes etiolégicos de IVAI em
criancgas, principalmente no 1° ano de vida, podendo estar associado a grande parte das IRAs
infantis em que a etiologia viral é comprovada (CHEW et al., 1998; HAZLETT et al., 1988;
LAGOS et al., 1999; LINA et al., 1996; MALDONADO et al., 1985; MIYAO et al., 1999;
PORTES et al., 1998; SAVY et al., 1996; STRALIOTTO et al., 2002; SUNAKORN et al.,
1990; SUTMOLLER et al., 1995; VIEIRA et al., 2001; ZAMBRANO et al., 1999). Estudos
feitos em criangas hospitalizadas por diversas patologias, sem envolvimento respiratorio,
mostram que o VSR pode estar presente em 1,7% a 2,7% dessas criangas, 0 que demonstra
que o virus praticamente ndo ocorre em criangas admitidas sem patologias respiratorias
(MIYAO et al., 1999; VIEIRA et al., 2001).

1.3 VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

1.3.1 Historico

O VSR foi descrito pela primeira vez em 1956, quando foi isolado a partir da
secre¢do nasal de um chimpanzé de laboratdrio com infeccdo respiratéria aguda e recebeu a
designacdo de “Chimpanzee Coryza Agent” (CCA) (MORRIS et al., 1956). A associagédo
desse virus com doenga em humanos surgiu quando um funcionario do laboratério apresentou
doenca semelhante ao animal e anticorpos especificos contra o CCA. Um ano depois, 0
isolamento do VSR da secre¢do orofaringea de duas criancas com doenca do trato respiratorio
confirmou essa evidéncia e, por seu efeito citopatico caracteristico (ECP) nas culturas de
células, foi sugerida sua atual nomenclatura (CHANOCK et al., 1957).

1.3.2 Aspectos Estruturais
O VSR é um membro da ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae,

subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus (COLLINS et al., 1996). E um virus RNA,
de fita simples, ndo-segmentado, de sentido negativo, com peso molecular de 5 x 10° daltons.
Possui nucleocapsidio helicoidal, envolto por envelope lipoprotéico, com tamanho variando
de 100nm a 350nm (TRISTRAM; WELLIVER, 1995). Do envoltério projetam-se espiculas
de glicoproteinas de superficie de 11nm a 20nm de comprimento, em intervalos regulares de
6nm a 10nm (COLLINS et al., 1996).

Seu genoma é transcrito em dez RNAm, que codificam dez produtos protéicos

virais especificos (COLLINS et al., 1996). Duas grandes proteinas glicosiladas, G e F, sdo



encontradas na forma de espiculas na superficie do envelope viral. Tém papel importante na
resposta imune contra o virus durante a infeccdo (TRISTRAM; WELLIVER, 1995). A
glicoproteina G ¢ altamente glicosilada e € responsavel pela adsorcdo do virus a célula
hospedeira (COLLINS et al., 1996). A glicoproteina F é o maior componente de projecdo da
superficie externa do virion (TRISTRAM; WELLIVER, 1995). E sintetizada como precursor
inativo Fo, que deve ser clivado proteoliticamente por uma protease extracelular, dando
origem a duas subunidades. Esta clivagem gera uma terminacdo amino-hidrofobica em Fy,
que é responsavel pela fusdo do envoltério viral com a membrana da célula hospedeira, além
da fusdo entre uma célula infectada e uma célula adjacente. Isso permite a propagacédo direta
do virus entre celulas contiguas, evitando a acdo de anticorpos circulantes e resultando na
formacdo de células gigantes multinucleadas, os sincicios. A producdo de uma enzima capaz
de ativar Fo é um importante determinante do tropismo celular e da viruléncia (COLLINS et
al., 1996). A pequena proteina hidrofébica SH, antigamente denominada 1A, pode ser uma
proteina de membrana, mas também é expressa na superficie de células infectadas pelo VSR
(TRISTRAM; WELLIVER, 1995). As proteinas da matrix, M e M2, sdo nao-glicosiladas e
estdo localizadas internamente ao envelope viral. A primeira medeia a associacdo do
nucleocapsidio com o envelope nascente; a segunda, ndo tem funcgdo definida (COLLINS et
al., 1996). A nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P) e a polimerase (L) estdo associadas ao
nucleocapsidio viral. A nucleoproteina € a maior proteina estrutural do nucleocapsideo; as
outras duas parecem estar envolvidas com o0s processos de transcricdo e replicacdo
(TRISTRAM; WELLIVER, 1995). Duas proteinas sdo n&o-estruturais, NS1 e NS2,
inicialmente designadas 1B e 1C, de fungdes desconhecidas (TRISTRAM; WELLIVER,

1995). A Figura 1 mostra a representacdo esquematica do VSR.

O VSR é extremamente labil, sendo sensivel as variacGes de temperatura, pH e a
acdo de compostos quimicos. Cerca de 90% da infectividade é perdida ap6s cinco minutos a
55°C ou apds 24 horas a 37°C. Somente 1% da infectividade é mantida quando o virus é
estocado a 4°C por uma semana. A adi¢do de sais (1 M MgSO,) aumenta sua sobrevivéncia
por até quatro semanas nessa temperatura. Um Udnico ciclo de congelamento e
descongelamento lento pode ocasionar a perda de 50% a 100% da infectividade viral. Para sua
preservacdo, o VSR deve ser congelado rapidamente e estocado a —70°C. A adicdo de
glicerina ou sacarose ao meio de estocagem pode aumentar a sobrevivéncia do virus
congelado. O VSR é rapidamente desnaturado em pH baixo e seu pH 6timo € em torno de 7,5.
Detergentes, como Triton X-100, deoxicolato de sodio a 0,1% e dodecil sulfato de sddio, e
solventes, como cloroférmio e éter, podem inativar rapidamente o virus (HALL,;
McCARTHY, 2000; TRISTRAM; WELLIVER, 1995).



FIGURA 1 — Representacdo esquematica do virus sincicial respiratorio.

Fonte: www.bio.warick.ac.uk/easton/images/Diagrams/3d.jpg

1.3.3 Grupos Antigénicos

Durante muitos anos, 0 VSR foi considerado um microrganismo antigenicamente
homogéneo. Em 1985, alguns autores observaram diferengas no comportamento de amostras
do virus em testes de neutralizacdo in vitro, o que ndo foi observado quando as mesmas
amostras foram examinadas in vivo (PRINCE et al., 1985). No mesmo ano, dois trabalhos
relataram a divisdo do VSR em dois grupos distintos utilizando anticorpos monoclonais. Os
grupos foram denominados 1 e 2 por Anderson et al. (1985) e A e B por Mufson et al. (1985),
sendo esta Ultima designacéo aceita atualmente.

O grupo A tem como prototipo a cepa “Long”, isolada em 1956 e o grupo B, a
cepa 18537, isolada em 1962. Analise de amostras congeladas de diferentes continentes
mostrou que os dois grupos ja existiam ha mais de 20 anos, podiam ocorrer durante um
mesmo surto e que o subgrupo A era mais comum (ANDERSON et al., 1985).

A principal variacdo antigénica foi observada na glicoproteina G; diferencas
menores foram detectadas nas proteinas F, M, N e P (MUFSON et al., 1985; TSUTSUMI et
al., 1988). A homologia de aminoacidos da proteina G entre os dois grupos é de
aproximadamente 53,0%, enquanto que para a proteina F é de 91,0% (JOHNSON et al.,
1987). Dessa forma, as diferencas antigénicas detectadas com anticorpos monoclonais
especificos dirigidos a proteina G tém sido utilizados para dividir o VSR em grupos A e B
(MELERO et al., 1997).

Diferencas estruturais também tém sido observadas entre os grupos. Hierholzer et

al. (1994) relataram que a proteina P do grupo A tem maior peso molecular quando



comparada ao grupo B; variacfes pequenas foram observadas também em F e G, mas ndo o
suficiente para afirmar diferencas entre os dois grupos.

Analises gendmicas dos dois grupos tém mostrado que a divergéncia em sete
proteinas virais é pequena (NS2, N, P e M2) ou moderada (NS1, SH e F), enquanto que a
proteina G exibe 47,0% de diferenca na sequéncia de aminoacidos (COLLINS et al., 1996).

Atualmente, os grupos A e B do VSR tém sido subdivididos de acordo com a
reatividade das cepas aos anticorpos monoclonais ou através de analise gendmica. O grupo A
tem sido subdividido em quatro a seis subgrupos e o B em dois a sete subgrupos
(AKERLIND; NORRBY, 1986; ANDERSON et al., 1991; CANE, 2001; CANE; PRINGLE,
1991; CANE et al., 1994; CANE; PRINGLE, 1995; GARCIA-BARRENO et al., 1989;
NAGAI et al., 1993; SIQUEIRA et al., 1991; SULLENDER et al., 1998; SULLENDER et
al., 1993).

Sanz et al. (1994) estudaram, por analise gendmica, isolados do grupo A obtidos
em trés continentes por 30 anos e relataram haver 26,0% de heterogeneidade na seqtiéncia de
aminoacidos da proteina G. Entre amostras do grupo B, essa variabilidade é de
aproximadamente 9,0% (CANE, 2001). Com relacdo ao gene codificador da proteina SH,
Cane e Pringle (1991), mostraram haver pouca variagdo, com homologia de aminoacidos de
93,0% a 99,0% dentro dos subgrupos.

1.3.4 Epidemiologia

1.3.4.1 Prevaléncia

A ocorréncia do VSR ja foi estudada em vérias partes do mundo. Ele tem sido
identificado em prevaléncias que variam de 0,0% a 62,1% dos episédios de IRAs,
prevalecendo normalmente entre todas as outras viroses, especialmente entre criancas
hospitalizadas (ARRUDA et al., 1991; CARBALLAL et al., 2000; CHECON et al., 2002;
CHEW et al., 1998; CINTRA et al., 2001; CONSTANTOPOULOS et al., 2002; DURIGON
et al.,, 2000; FARINA et al., 2002; HAZLETT et al., 1988; JAMJOOM et al., 1993;
KANEKO et al.,, 2002; LAGOS et al., 1999; LIN et al., 2004; LINA et al., 1996;
LOSCERTALES et al., 2002; MACEDO et al., 2003; MELLO; PINHEIRO, 1986; MIYAO
et al., 1999; MOURA et al., 2003; PORTES et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004; SAVY
et al.,, 1996; SILVA, 1999; STRALIOTTO et al., 2002; STRALIOTTO et al., 2001;
SUNAKORN et al., 1990; SUTMOLLER et al., 1995; TSAI et al., 2001; VARDAS et al.,
1999; VIEIRA et al., 2001; ZAMBRANO et al., 1996). Quando sdo observados somente 0s
casos de IRAs de etiologia viral, 0 VSR ocorre em 7,1% a 93,0% dos episddios (CHEW et



al., 1998; DURIGON et al., 2000; HAZLETT et al., 1988; LINA et al., 1996; MIYAOQO et al.,
1999; MOURA et al., 2003; PORTES et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004; SAVY et al.,
1996; STRALIOTTO et al., 2002; SUNAKORN et al., 1990; SUTMOLLER et al., 1995;
VIEIRA et al., 2001).

Um levantamento de dados brasileiros realizado por Durigon et al. (2000) traz a
prevaléncia do virus entre os casos de IRAs infantis no Brasil. Na regido norte, 0 VSR é o
agente etioldgico de 5,9% a 30,3% dos episodios; no nordeste, de 11,0% a 16,4%; no sudeste,
0 virus estd envolvido em 17,9% a 62,1% das IRAs em criancgas; na regido sul do pais, em
58% a 52,3%. Vieira et al. (2001) observaram que, entre criancas de até 15 anos
hospitalizadas com IVAI, havia um predominio do VSR sobre todas as outras viroses
(100:14) e sobre as bactérias (100:15).

1.3.4.2 Sazonalidade

As infec¢Bes provocadas por VSR ocorrem em epidemias anuais a intervalos
regulares de tempo, sendo essa sazonalidade uma caracteristica marcante do virus. Os surtos
séo sinalizados por um aumento no atendimento de emergéncia de IVAI e, consequentemente,
por um aumento no ndmero total de criancas internadas com IRA (LAGOS et al., 1999;
NASCIMENTO et al., 1991; ORELLANA, 2001; SUNAKORN et al., 1990; SUTMOLLER
et al., 1995). Nos meses de pico, 0 VSR pode ser responsavel por até 85,0% das admissdes
por IVAI (VIEIRA et al., 2001). Os periodos epidémicos variam de acordo com o tipo de
clima, comegando independentemente em varios locais a cada ano, até mesmo em regides de
um mesmo pais (GILCHRIST et al., 1994).

Nos paises de clima temperado, as epidemias causadas por VSR ocorrem
principalmente nos meses de inverno; nos paises tropicais, 0os padrbées de ocorréncia variam
bastante com o local estudado, estando normalmente associados aos periodos chuvosos
(SHEK; LEE, 2003; TRISTRAM; WELLIVER, 1995; VALDIVIA et al., 1999).

Um trabalho realizado nos Estados Unidos com 74 laboratdrios de diferentes
regibes geograficas do pais mostrou que os surtos ocorrem durante todo o inverno, podendo
acontecer do final do outono até o inicio da primavera, com dura¢do média de seis meses
(GILCHRIST et al., 1994). Essa mesma sazonalidade foi observada por Mufson et al. (1988)
em outro estudo feito no mesmo pais. Cerca de 2,0% das amostras detectadas positivas por
Gilchrist et al. (1994) foram coletadas no verdo, o que ndo ocorre com frequéncia, sugerindo
que o virus pode circular na comunidade durante o ano inteiro.

Em outros paises do hemisfério norte, Arébia Saudita (JAMJOOM et al., 1993),
Franca (LINA et al., 1996) e Japdo (KANEKO et al., 2002; TSUTSUMI et al., 1988), foi



descrito um padrdo de ocorréncia semelhante ao dos Estados Unidos. Em &reas tropicais desse
hemisfério, foram descritos diferentes padrdes. Em Singapura, os picos foram associados com
altas temperaturas e baixa umidade (CHEW et al., 1998). Na Tailandia, o VSR foi observado
na maioria dos meses do ano, com excecdo de abril, com deteccdo méxima no fim do verdo e
durante todo o inverno (SUNAKORN et al., 1990).

No hemisfério sul, ha uma grande variagio na sazonalidade do virus. Na Africa do
Sul (MADHI et al., 2003), Argentina (CARBALLAL et al., 2000), Australia (HIERHOLZER
et al., 1994) e Chile (AVENDANO et al., 1999) o pico do VSR ocorre nos meses frios,
coincidindo com o padrdo de ocorréncia de zonas temperadas do hemisfério norte. Ja em
Papua Nova Guiné, o VSR foi isolado em todos 0os meses do ano, com picos de ocorréncia de
mar¢o a outubro (periodos chuvosos) (HIERHOLZER et al., 1994). Essa associacdo com a
época das chuvas também foi observada em outros paises tropicais como o Quénia
(HAZLETT et al., 1988) e temperados como Mogambique (LOSCERTALES et al., 2002).

No Brasil, dados de diferentes estados ratificam essa variacdo. No Rio de Janeiro
(NASCIMENTO et al., 1991; SUTMOLLER et al., 1995) e em Sdo Paulo (CINTRA, 1997;
CINTRA et al., 2001; VIEIRA et al., 2001), os periodos epidémicos ocorrem no outono e
inverno, com raros casos no restante do ano. No Espirito Santo, o virus foi identificado
durante todo o ano, com exce¢do dos meses de agosto e dezembro (CHECON et al., 2002;
SILVA, 1999). No Rio Grande do Sul, a infec¢do pelo VSR aumenta nos meses de frio,
podendo circular, mesmo em pequenos nameros, nos outros meses do ano (MACEDO et al.,
2003; STRALIOTTO, 1995; STRALIOTTO et al., 2001; STRALIOTTO et al., 2002). Na
Bahia, o surto dura, em média, sete meses, com pico de maio a julho, coincidindo com a
estacdo chuvosa (MOURA et al., 2003). Essa correlacdo com as chuvas também foi
observada no Pard (MELLO; SILVA, 1992).

1.3.4.3 Sexo

A grande maioria dos trabalhos relatam ser o sexo masculino 0 mais acometido
pelas infeccBes causadas por VSR (CONSTANTOPOQULOS et al., 2002; JAMJOOM et al.,
1993; KANEKO et al., 2002; LOSCERTALES et al., 2002; MIYAO et al., 1999; SIMOES,
2003; STRALIOTTO, 1995; STRALIOTTO et al., 2002; SILVA, 1999; SUNAKORN et al.,
1990; SUTMOLLER et al., 1995; TSAI et al., 2001; VIEIRA et al., 2001). Cintra (1997)
observou haver um predominio do género masculino em relacdo ao feminino (1,4:1),
entretanto, as meninas foram associadas a casos mais graves. Uma discreta predominancia do
sexo feminino foi relatada por Chew et al. (1998), que encontraram uma proporcao entre

género masculino e feminino de 0,98.



1.3.4.4 1dade

O VSR ¢ o principal agente viral no 1° ano de vida, havendo uma maior
prevaléncia em menores de seis meses (CHEW et al., 1998; CINTRA, 1997; CINTRA et al.,
2001; CONSTANTOPQULOS et al., 2002; GLEZEN et al., 1981; JAMJOOM et al., 1993;
KANEKO et al., 2002; LIN et al., 2004; LINA et al., 1996; LOSCERTALES et al., 2002;
MIYAO et al., 1999; MOURA et al., 2003; SILVA, 1999; SIMOES, 2003; STRALIOTTO,
1995; STRALIOTTO et al., 2002). Durante o 1° ano de vida, 50,0% das criancas tém uma
infeccdo priméaria por VSR; aos dois anos mais de 90,0% ja foram infectadas (TRISTRAM,;
WELLIVER, 1995; VUJOVIC; MILLS, 2001). Quanto menor a idade do paciente, maiores
sdo as chances de infeccdo grave por VSR (SILVA, 1999). A principal sindrome clinica
encontrada em criancgas jovens é a bronquiolite. Dagan et al. (1993) relataram a prevaléncia
de VSR em 69,0% das criancas hospitalizadas com bronquiolite, das quais 92,0% tinham até
seis meses de idade.

1.3.4.5 Mortalidade

N&o existem estimativas precisas sobre a taxa de mortalidade das infecgOes
causadas por VSR. Em criangas saudaveis de paises desenvolvidos, essa taxa pode variar de
0,5% a 2,5% (COLLINS et al., 1996); em paises em desenvolvimento, ela pode alcancar os
6,0% (WEBER et al., 1998). No Brasil a taxa de mortalidade oscila entre 0,0% e 0,5%
(CINTRA, 1997; MIYAO et al., 1999; MOURA et al., 2003; VIEIRA et al., 2001).

Alguns estudos tém demonstrado que criangas com doengas cardiacas congénitas
e/ou doencas pulmonares cronicas representam um grupo de maior risco para infeccoes
respiratorias virais (AUJARD; FAUROUX, 2002; WELLIVER, 2003). Alteracdes anatdmicas
e fisiologicas intensificariam as complicacdes das infeccdes por VSR nessas criangas
(CABALKA, 2004).

A prematuridade é outro importante fator de risco para doenca grave por VSR e,
quando acompanhada de disfuncGes pulmonares, merece uma atencdo maior (AUJARD;
FAUROUX, 2002; WELLIVER, 2003). Lactentes prematuros tém significantemente menos
imunoglobulina G (IgG) do que criangas nascidas a termo, uma vez que esse anticorpo é
transferido passivamente da mée para o feto no ultimo trimestre da gravidez (AUJARD;
FAUROUX, 2002). Além disso, o desenvolvimento incompleto das vias aereas, com reduzida
capacidade muscular e a imaturidade do sistema imune, da arvore brénquica e dos pulmdes
parecem contribuir para esse fato (AUJARD; FAUROUX, 2002; WELLIVER, 2003). As
diferencas no volume (25mL versus 150mL-200mL) e peso dos pulmdes (20g-25¢g versus

50g) e no diametro alveolar (32um versus 150um) entre criangas nascidas pré-termo (30



semanas de gestacdo) e a termo s@o substanciais (AUJARD; FAUROUX, 2002). Lactentes
nascidos entre 33 e 35 semanas de gestacdo apresentam o maior risco, mais até do que
criancas nascidas com menos de 32 semanas de gestacdo (HORN; SMOUT, 2003; WILLSON
et al., 2003). Uma explicacdo para tal fato seria a exposicdo desses lactentes ao VSR numa
idade menos avangada, possivelmente devido a uma alta hospitalar mais rapida e a precaucdes
menos rigorosas a exposi¢cao ambiental. Criancas nascidas ap0s 36 semanas de gestacdo e
com 37 ou mais ndo mostram diferencas significantes. Os alvéolos comecam a formar-se
entre 32 e 35 semanas de gestacdo, estando totalmente formados ap6s 36 semanas
(WILLSON et al., 2003). Lactentes pré-termos com pelo menos uma hospitalizacdo por VSR
tém um maior risco para subsequentes internacdes (SAMPALIS, 2003).

As viroses respiratorias podem causar doencas graves em imunocomprometidos.
Uma variedade de condigdes pode estar associada, como cancer, transplante de 6rgaos e de
medula Ossea, sindrome da imunodeficiéncia humana (SIDA) e criangas em tratamento
prolongado com corticosteroides, entre outras (AUJARD; FAUROUX, 2002; BODEY et al.,
1997; COUCH et al., 1997; RAAD et al., 1997; TAYLOR et al., 2001; WELLIVER, 2003).
Cerca de 40,0% a 80,0% desses pacientes que s@o infectados pelo VSR desenvolvem
pneumonia e mais de 50,0% com IVAI pelo virus morrem (AUJARD; FAUROUX, 2002).
Em criancas imunodeficientes ha uma persistente replicacdo do virus nos pulmdes
(WELLIVER, 2003). Uma dificuldade maior é observada em pacientes com cancer, porque o
tratamento da doenca de base deve ser interrompido até a resolucdo da infeccdo viral
(AUJARD; FAUROUX, 2002).

Nestas criancas, a taxa de mortalidade é bem mais elevada, alcangando os 36,0%
em imunodeprimidos (COUCH et al., 1997), 37,0% em cardiopatas e 44,0% em criangcas com
problemas pulmonares (COLLINS et al., 1996).

1.3.4.6 CondigOes Socio-Econdmicas

Algumas condigdes sdcio-econdémicas podem ter influéncia na prevaléncia e
gravidade das IVVAI. Baixo nivel de escolaridade, idade e tabagismo maternos, aglomeracéo e
condicGes desfavordveis de moradia, que sdo diretamente proporcionais a renda familiar, sdo
importantes determinantes da ocorréncia de doenca. Criancas de baixo nivel s6cio-econémico
tém, ainda, IVAI mais graves quando comparadas com criangas de melhor nivel socio-
econdémico (AUJARD; FAUROUX, 2002; GLEZEN et al., 1981; LEADER; KOHLHASE,
2003; MONTO, 2004; NASCIMENTO-CARVALHO et al., 2002; PRIETSCH et al., 2002;
SILVA, 1999; SIMOES, 2003). Isso pode influenciar as taxas de hospitalizacdo e mortalidade

em paises em desenvolvimento.



1.3.4.7 Variacdo dos Grupos e Subgrupos nas Epidemias

Ambos 0s grupos do VSR podem circular simultaneamente numa mesma
epidemia, havendo variacdo no percentual de cada grupo segundo o surto e a localizacdo
geografica (AKERLIND; NORRBY, 1986; ANDERSON et al., 1991; CARBALLAL et al.,
2000; CANE et al., 1994; CINTRA, 1997; CINTRA et al., 2001; FLETCHER et al., 1997,
HENDRY et al., 1989; HIERHOLZER et al, 1994; KNEYBER et al., 1996;
LOSCERTALES et al., 2002; MADHI et al., 2003; McINTOSH et al., 1993; MOURA et al.,
2003; MUFSON et al., 1988; RUSSI et al, 1989; SILVA, 1999; SIQUEIRA;
NASCIMENTO, 1990; STRALIOTTO et al., 1994; STRALIOTTO et al., 2001). Ha relatos
de periodos epidémicos com circulacdo de apenas um dos grupos (CARBALLAL et al., 2000;
TSUTSUMI et al., 1988).

Num trabalho de 15 anos realizado em Rochester (Estados Unidos), 71,0% das
amostras positivas para VSR pertenciam ao grupo A e 29,0%, ao grupo B. Em nove anos
(padrdo um), o grupo A foi fortemente predominante (83,0% a 100,0%); em quatro anos
(padrdo dois), as porcentagens de A e B foram relativamente iguais (40,0% a 60,0%); em dois
anos (padrdo trés), B foi predominante (78,0% a 85,0%). Nos 15 anos, o padrdo dominante de
A ocorreu em um ou dois anos consecutivos, seguido por um ano com o0 2° ou 3° padrdo; o
ultimo padréo ocorreu somente em dois anos, separados por uma década (HALL et al., 1990).
O grupo A foi associado a infeccdo mais grave, com um maior ndmero de criangas
requerendo cuidados intensivos, o que coincide com os achados de McConnochie et al.
(1990).

Silva (1999) relatou que 100,0% dos casos positivos coletados da unidade de
terapia intensiva (UTI) eram do grupo A, bem como todos os pacientes que necessitaram de
ventilacdo mecénica. O grupo A foi diagnosticado cerca de sete vezes mais que o grupo B
nesse trabalho. Entretanto, essa correlagdo entre grupo de VSR e gravidade da infecgdo ndo é
uniforme entre os autores, havendo trabalhos que evidenciam uma maior patogenicidade do
grupo B (CARBALLAL et al., 2000; HORNSLETH et al., 1998; STRALIOTTO et al., 1994)
e 0s que ndo atribuem diferencas quanto a gravidade das infec¢bes provocadas pelos dois
grupos (CINTRA, 1997; CINTRA et al., 2001; FLETCHER et al., 1997; KNEYBER et al.,
1996; McINTOSH et al., 1993).

Estudo realizado em 14 laboratdrios dos Estados Unidos e Canada mostrou o
isolamento de diferentes grupos e subgrupos do VSR no mesmo ano e em anos diferentes pelo
mesmo laboratdrio, o que sugere que os surtos sdo localizados, e ndo fendmenos nacionais
(ANDERSON et al., 1991).



1.3.5 Transmisséo

A transmissdo do VSR ocorre por contato direto com secrecdes contaminadas em
roupas ou objetos e, menos freqlientemente, através da aspiragdo de perdigotos (HALL;
DOUGLAS, 1981; TRISTRAM; WELLIVER, 1995). O virus permanece infectante em
secrecOes de vias aéreas por mais de seis horas, por cerca de 30 a 45 minutos em roupas, por
aproximadamente 90 minutos em luvas de borracha e por 20 minutos nas méos (HALL et al.,
1980). A transmissdo em hospitais pediatricos deve ser controlada, principalmente em
criangas com fatores de risco para doenca grave. Esses pacientes, quando adquirem infeccéo
nosocomial, apresentam hospitalizacdo de duracdo prolongada e elevada taxa de mortalidade
quando comparadas a criancas sem fatores de risco ou com doenca adquirida na comunidade
(LANGLEY et al., 1997; MLINARIC-GALINOVIC; VARDA-BRKIC, 2000; THORBURN
et al., 2004). A transmissdo ocorre principalmente através das maos da equipe médica
(COLLINS et al., 1996; LANGLEY et al., 1997).

1.3.6 Manifestagdes Clinicas

As manifestacdes clinicas das infeccBes causadas por VSR sdo dependentes da
idade e de uma exposicdo prévia ao virus, raramente sendo assintomaticas (McCARTHY;
HALL, 2003; TRISTRAM; WELLIVER, 1995). A doenca geralmente comeca com sinais e
sintomas de um resfriado comum, com rinorréia, tosse e congestdo nasal, podendo limitar-se
ao trato respiratorio superior. Quando isto ndo ocorre, trés a cinco dias ap6s o inicio dos
sintomas comecam a aparecer as manifestacGes de IVAI. As sindromes clinicas mais comuns
sdo a bronquiolite e a pneumonia (TRISTRAM; WELLIVER, 1995).

Na bronquiolite, o estagio inicial da doenca € seguido por dificuldade respiratoria,
com sinais de obstrugéo bronquiolar e sibilos (SANT’ANNA; D’ELIA, 1998). A ausculta do
torax pode mostrar, ainda, um tempo expiratério prolongado, creptagdes e roncos
(TRISTRAM; WELLIVER, 1995). A presenca de creptacdes pode ser fator preditivo de uma
piora clinica durante o curso de uma bronquiolite (MULHOLLAND et al., 1990). A crianca
pode ficar irritada e insone. Inapeténcia e vomitos ocasionais podem ocorrer. Quando ha
febre, é geralmente baixa. Nos casos mais graves, aparece cianose, a frequéncia respiratoria
pode chegar a 80 incursGes respiratorias por minuto e ha retracdo da parede toracica
determinada pela contragdo dos musculos acessorios da respiracdo (GARCIA; SANT’ANNA,
2002). A saturagé@o do oxigénio pode estar abaixo dos 90,0% (MULHOLLAND et al., 1990).
O exame radioldgico pode ser normal ou pode revelar hiperinsuflacdo pulmonar ou areas de
atelectasia e hiperinsuflacdo (GARCIA; SANT’ANNA, 2002; TRISTRAM; WELLIVER,
1995).



Na pneumonia, apds os sintomas de IVAS, surge tosse continua seca ou produtiva,
podendo haver febre baixa. O exame fisico pode ser negativo ou revelar estertores. A dispnéia
normalmente é proporcional ao tamanho da area pulmonar afetada. Nos casos mais graves,
podem ocorrer insuficiéncia respiratoria, com dispnéia intensa, cianose e alteracGes
circulatérias e neuroldgicas. Nas radiografias de toérax, a imagem mais frequente é a de
infiltrado intersticial (LEMLE et al., 2002).

1.3.7 Fisiopatologia

O periodo de incubacédo do VSR varia de dois a oito dias. Os olhos e as narinas séo
as principais vias de inoculacdo e a invasdo viral acontece no trato respiratorio superior.
Aproximadamente 50,0% das infeccBes primarias acometem a porcdo inferior do sistema
respiratério (McCARTHY; HALL, 2003), através da disseminacdo célula a célula e da
aspiracdo de secrec¢des infectadas (COLLINS et al., 1996; TRISTRAM; WELLIVER, 1995).

Na bronquiolite, hd necrose do epitélio bronquiolar apos replicacdo viral.
Consequentemente, ocorre resposta inflamatéria com infiltrado peribronquiolar de linfocitos e
macrofagos, edema da submucosa e tecidos adventicios e liberacdo excessiva de muco. Os
restos celulares e 0 muco obstruem os bronquiolos (COLLINS et al., 1996; TRISTRAM;
WELLIVER, 1995). A obstrucdo parcial acarreta o aprisionamento do ar e, em decorréncia,
h& hiperinsuflacdo dos alvéolos. Se a obstrucdo for completa, instala-se atelectasia de
absor¢do concomitantemente a hiperinsuflacdo (GARCIA; SANT’ANNA, 2002).

Na pneumonia, um infiltrado de células mononucleares torna a parede
interalveolar mais espessa, podendo até preencher os espacos alveolares (COLLINS et al.,
1996). Podem ocorrer, ainda, alteracdes do epitélio de revestimento alveolar, que incluem
edema, proliferacdo celular e, freqiientemente, formacdo de uma membrana hialina que cobre
o epitélio alveolar (LEMLE et al., 2002).

1.3.8 Resposta Imunoldgica do Hospedeiro

A recuperacdo da infeccdo pelo VSR é mediada pelas respostas imunes humoral e
celular.

A resposta humoral é dirigida principalmente contra as glicoproteinas F e G do
virus e é influenciada pela idade do paciente e presenga de anticorpos maternos (CANE et al.,
1996; COLLINS et al., 1996). Em criancas de um a oito meses de idade, a quantidade de
anticorpos produzida € 75,0% a 85,0% menor do que em criangas mais velhas. A resposta

diminuida pode ser resultado de uma imaturidade do sistema imune e/ou de um efeito



supressor exercido pela presenca de anticorpos maternos (COLLINS et al., 1996; QUEIROZ
et al., 2002).

Pacientes hospitalizados com doenca causada pelo VSR tém menos anticorpos
circulantes contra o virus quando comparados a pacientes com admissdo ndo associada ao
virus (PIEDRA; JEWEL et al., 2003). As imunoglobulinas circulantes sdo importantes na
protecdo de IVAI, mas tém pouco efeito no trato respiratério superior (TRS), provavelmente
devido a uma insuficiente concentracdo no trato nasal somado a uma baixa avidez para o virus
e reduzida resisténcia a enzimas proteoliticas. Além disso, a replicacdo do VSR no TRS pode
ocorrer através do mecanismo célula a célula, que é menos acessivel ao anticorpo circulante,
sendo, assim, importante o estudo do papel protetor da resposta imune local (PLOTNICKY -
GILQUIN et al., 2000).

Os anticorpos secretorios podem ser detectados nas secre¢@es nasais 1ogo no inicio
da infeccdo e comecam a desaparecer apo6s trinta dias de doenca (JENSEN et al., 1997). A
protecdo contra reinfeccbes por viroses respiratorias do trato superior tem sido
tradicionalmente atribuida aos anticorpos secretorios. In vitro, essas imunoglobulinas tém
falhado em neutralizar o VSR e isto pode ser responsavel, pelo menos em parte, pela
incompleta imunidade (COLLINS et al., 1996).

Os anticorpos circulantes e secretorios sdo importantes na protecdo contra
reinfeccbes por VSR, entretanto, essa protecdo € parcial e de curta duracdo. ApoOs varias
reinfeccdes a duracdo da imunidade tende a aumentar (COLLINS et al., 1996; OGRA, 2004).

O papel da resposta imune celular na protecéo e na patogénese da doenga causada
por VSR ainda ndo estd completamente esclarecido. Camundongos desprovidos de timo sé
param de excretar o virus apos receberem administracdo de células T. A resposta celular
parece ser importante na resolucdo da infeccdo (COLLINS et al., 1996; SOUKUP; BECKER,
2003), porém atribui-se a ela e a células da imunidade natural a produgdo de substancias com
participacdo direta na resposta inflamatoria ocasionada pelo virus (HAEBERLE et al., 2001;
HOFFMAN et al., 2004; NOAH et al., 2002; OGRA, 2004; TAKEUCHI et al., 1998; TRIPP
etal., 1999).

1.3.9 Profilaxia e Tratamento

A inativacdo do VSR com formalina, na década de 60, foi a primeira tentativa de
prevenir as infec¢bes causadas pelo virus. A administragdo em criancgas levou a doenca mais
grave ap0s subsequente exposic¢ao ao virus na comunidade, com aproximadamente 80,0% dos
bebés de dois a sete meses vacinados requerendo hospitalizacdo durante o surto de VSR
(OTTOLINI; HEMMING, 1997). Desde entdo, diversas estratégias de vacinas vém sendo



investigadas, como o0 uso de virus vivo atenuado e vacinas construidas com subunidades das
glicoproteinas F e G, acrescidas ou ndo de sistemas transportadores (KLINGUER-HAMOUR
et al., 2003; McCARTHY; HALL, 2003; PIEDRA; CRON; JEWEL, 2003; POWER et al.,
2003; TALAAT et al., 2002; VUJOVIC; MILLS, 2001; WRIGHT et al., 2000).

A imunoprofilaxia passiva € outra alternativa na prevencao das infec¢@es por VSR.
A administracdo de anticorpos monoclonais de rato humanizados, por via intramuscular, e de
IgG policlonal humana, por via endovenosa, tém-se mostrado seguro e eficaz na profilaxia de
doenga grave em pacientes pertencentes ao grupo de risco (CABALKA, 2004; OTTOLINI;
HEMMING, 1997; TOP JR., 1999; VUJOVIC; MILLS, 2001). Entretanto, devido ao alto
custo, possiveis complicacdes pelo uso de imunoglobulina humana, forma de administracéo e
interferéncia com vacinas vivas atenuadas, esse tipo de profilaxia sé deve ser utilizada nos
casos recomendados pela Academia Americana de Pediatria (FARINA et al., 2002;
OTTOLINI; HEMMING, 1997; VUJOVIC; MILLS, 2001).

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado a eficacia da ribavirina contra 0 VSR
(OTTOLINI; HEMMING, 1997). Entretanto, apesar de mais de 30 anos de histéria, o
mecanismo de acdo dessa droga permanece incerto (GRACI; CAMERON, 2002). Além disso,
necessita de administracdo inalatdria continua e apresenta toxicidade para o paciente e equipe
médico-hospitalar (OTTOLINI; HEMMING, 1997). Efeitos genotdxico e citotdxico tém sido
demonstrados em ratos (NARAYANA et al., 2002). Desta forma, seu uso continua sendo
debatido e os clinicos raramente usam a droga, a menos que a crian¢a tenha uma relevante
doenca de base (VUJOVIC; MILLS, 2001).

O tratamento atual das infeccbes por VSR é baseado em medidas gerais,
garantindo uma boa hidratacéo, alimentacédo e suporte de oxigénio, ndo sendo consenso 0 uso
de corticoides, broncodilatadores e vitamina A (McCARTHY; HALL, 2003; OTTOLINI;
HEMMING, 1997; VUJOVIC; MILLS, 2001).

1.3.10 Técnicas Diagndsticas

O “padrdo ouro” no diagnostico definitivo do VSR ¢é o isolamento viral em cultivo
celular (SIQUEIRA et al.,, 1986; TRISTRAM; WELLIVER, 1995). Diversas linhagens
celulares sdo permissivas ao virus, como, por exemplo, as células epiteliais humanas HEp-2
(derivada de carcinoma laringeo humano) e HelLa (célula de carcinoma cervical humano)
(COLLINS et al., 1996; PIEDRA et al., 1997; TRISTRAM; WELLIVER, 1995). Outras
celulas, como MDCK (derivada de rim de cachorro), RhMk (linhagem celular de rim de
macaco Rhesus) e fibroblastos humanos, também podem ser utilizadas, mas normalmente

apresentam sensibilidade menor que as anteriormente citadas (PIEDRA et al., 1997; SHIH et



al., 1999; TRISTRAM; WELLIVER, 1995). O cultivo celular, além de ser o método mais
sensivel no diagnostico do VSR, permite a deteccdo de pequenas quantidades de virus e
disponibiliza um maior numero de microrganismos, 0 que pode ser necessario quando uma
andlise posterior é requerida (HALONEN et al., 1996; MOURA et al., 2002). Devido a
labilidade do VSR, 0 manuseio e transporte da amostra a ser diagnosticada por cultivo celular
devem ser cuidadosos (COLLINS et al., 1996; PIEDRA et al., 1997; TRISTRAM,;
WELLIVER, 1995). A manutencdo de uma linhagem celular requer pessoal treinado, com
consideravel experiéncia e trabalho em tempo integral (TORTORA et al., 2000). Além disso,
as células devem ser mantidas livres da contaminacdo bacteriana e 0 acompanhamento da
monocamada celular infectada pode durar até 21 dias (MOURA et al., 2002; SIQUEIRA et
al., 1986; TORTORA et al., 2000).

Os sistemas de deteccdo de antigenos virais a partir de secrecBes respiratdrias
fornecem resultados rapidos e apresentam sensibilidade e especificidade comparaveis ao
isolamento viral. S&0 menos trabalhosos, podem ser utilizados em amostras expostas a
temperaturas deletérias a viabilidade do VSR para cultivo celular e permitem a deteccdo do
virus num periodo mais avangado da infeccdo (TRISTRAM; WELLIVER, 1995; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2000). O wuso de anticorpos monoclonais aumenta
acentuadamente a sensibilidade desses métodos e propicia o fornecimento continuo de
reagentes de especificidade definida (CUBIE et al., 1990; SIQUEIRA et al., 1993). O
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e a Imunofluorescéncia (IF) séo as técnicas
mais utilizadas e estdo disponiveis sob a forma de kits comerciais (COLLINS et al., 1996;
PIEDRA et al., 1997). Sdo utilizados isolados ou em conjunto com o isolamento viral para a
confirmacéo dos resultados e caracterizacao antigénica.

A IF apresenta sensibilidade de 80,0% a 97,0% em relacdo a cultura e sua
especificidade € de 90,0% (TRISTRAM; WELLIVER, 1995). O exame das células epiteliais
permite um controle de qualidade da amostra. Entretanto, a presenga de bactérias, o excesso
de muco ou restos celulares podem influenciar a reacdo, sendo necessario um microscopista
experiente e um bom microscopio de fluorescéncia para uma interpretacdo fidedigna
(HALONEN et al., 1996; MOURA et al.,, 2002; PIEDRA et al., 1997; TRISTRAM;
WELLIVER, 1995).

O ELISA néo necessita de células intactas, permite o teste de varias amostras ao
mesmo tempo e sua leitura é objetiva (HALONEN et al., 1996; SIQUEIRA et al., 1993).
Entretanto, impossibilita uma avaliacdo da qualidade da amostra e pode apresentar alterac6es
na presenca de muco espesso (PIEDRA et al., 1997).



Apesar da semelhanca entre os resultados obtidos com as duas técnicas, a IF tem
apresentado maior sensibilidade, sendo considerada como o método de referéncia no
diagnostico rapido do VSR (GRANDIEN et al., 1985; SIQUEIRA et al., 1986).

As amostras respiratorias mais freqlientemente utilizadas para a deteccdo do VSR
incluem swabs nasal e orofaringeo, lavado e aspirado nasofaringeos. O aspirado nasofaringeo
fornece um material rico em células humanas, adequado para analise, além de permitir uma
técnica de coleta menos desconfortavel para o paciente (AHLUWALIA et al., 1987).

Os diagndsticos soroldgicos também estdo disponiveis através de varios métodos,
sendo necessaria a coleta de sangue na fase aguda e na fase de convalescenca para a
comparacdo dos niveis de anticorpos sericos. Sdo mais utilizados em estudos epidemiologicos
(HALONEN et al., 1996). A pesquisa de IgM anti-VSR em aspirados nasofaringeos, apesar
de pouco utilizada, constitui uma técnica diagnostica suplementar & detec¢do do antigeno.
Essa imunoglobulina persiste por até dois meses, sendo Util no exame de criangcas num
periodo tardio da infeccdo (JENSEN et al., 1997).

O dominio da biologia molecular possibilitou outros métodos diagndsticos para as
infeccBes por VSR. A técnica da RT-PCR permite a detec¢do de quantidades minimas de
RNA, a caracterizacdo dos grupos antigénicos do virus, fornece resultados rapidos e apresenta
sensibilidade e especificidade semelhantes a IF (AKHTAR et al., 1999; FREYMUTH et al.,
1995; GASPARINI et al., 2004; GOTTSCHALK et al., 1996; GUEUDIN et al., 2003;
HALONEN et al., 1996; HENKEL et al., 1997; ONG et al., 2001; PATON et al., 1992;
TRISTRAM; WELLIVER, 1995). O método multiplex RT-PCR é capaz de detectar e
subtipar conjuntamente diferentes virus em uma mesma amostra clinica respiratéria
(STOCKTON et al., 1998). A hibridizacdo de &cido nucléico é outra técnica utilizada para
identificar VSR em cultura de células ou para demonstracdo dos produtos da PCR
(HALONEN et al., 1996; SULLENDER et al., 1990; TRISTRAM; WELLIVER, 1995).
Apesar das vantagens, essas técnicas sdo dispendiosas, ndo sendo utilizadas na rotina
diagnostica (HALONEN et al., 1996; TRISTRAM; WELLIVER, 1995).

A escolha da técnica a ser empregada na pesquisa do VSR depende das instalacdes
do laboratério, do nimero e tipo de amostras testadas, volume dessas amostras, além da
disponibilidade de equipamentos e reagentes necessarios e de pessoal treinado (HALONEN et
al., 1996; HALSTEAD et al., 1990).

O diagnostico das infeccdes causadas por VSR, independente do método utilizado,
é de suma importancia no armazenamento de dados epidemioldgicos, Uteis na elaboracdo de
programas de controle e prevencdo dessas doencas, além de orientar a instituicdo de condutas

terapéuticas adequadas e reduzir o numero de prescricbes desnecessarias de antibidticos.



Estudo feito por Savy et al. (1996) mostrou o estabelecimento do tratamento com antibi6ticos
em 61,2% de criancas menores de quatro anos, internadas com IRA baixa. Em 37,4% desses
pacientes o diagndstico viroldgico foi posteriormente confirmado, havendo um predominio do
VSR em 78,8% dos casos.

1.3.11 Importéancia do Estudo

Diante da falta de informagdes locais, torna-se necessario a realizacdo desse
trabalho no sentido de se obter dados sobre a ocorréncia das infec¢es por VSR em criancas
atendidas em hospital da cidade de Fortaleza, bem como observar a sobrevivéncia viral apds

armazenamento em condicdes desfavoraveis.

Uma série de questionamentos poderdo ser respondidos apds esse estudo: Seria a
prevaléncia das infecgdes por VSR em criangas atendidas em hospital de Fortaleza
semelhante a observada em outros locais do Brasil e do mundo? Existe um padrdo de
sazonalidade na regido? Ha uma co-circulacdo dos grupos antigénicos do virus nos periodos
epidémicos estudados? Qual o perfil clinico dessas infec¢gdes? Qual o perfil s6cio-econdmico
da populacdo afetada? O armazenamento do VSR a —-20°C leva a completa perda da
infectividade viral? Espera-se que a epidemiologia das IRAs causadas por VSR em Fortaleza
seja semelhante a observada em outros estudos até entdo realizados, entretanto, nada se pode

afirmar.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v" Conhecer o perfil epidemioldgico das infecgdes causadas por VSR em criancas atendidas
no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), na cidade de Fortaleza — Ceard, no periodo de
janeiro de 2001 a julho de 2004.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar a prevaléncia do VSR em casos de IRAs em criancas atendidas em ambulatérios,
emergéncia ou enfermarias do HIAS;

v Descrever a existéncia de um padrao de sazonalidade do VSR em Fortaleza;

v Tracar um perfil clinico dessas infec¢oes;

v Analisar dados sécio-econémicos das criancas infectadas por VSR;

v Observar a ocorréncia dos grupos antigénicos (A e B) do VSR nos periodos epidémicos de
2003 e 2004;

v' Determinar a taxa de isolamento do VSR em cultura de células HEp-2 a partir de

secrecOes nasofaringeas coletadas em 2002, 2003 e 2004 e estocadas a —20°C.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESCRICAO DO ESTUDO

3.1.1 Local do Estudo

O estudo foi realizado na cidade de Fortaleza (CE) e sua regido metropolitana
composta pelos municipois de Aquiraz, Caucaia, Chorozinho, Eusébio, Guailuba, Horizonte,
Itaitinga, Maracanal, Maranguape, Pacajus, Pacatuba e Sdo Goncgalo do Amarante. Fortaleza
esta localizada no litoral do Cearé e tem como limites o0 oceano Atléantico ao norte, as cidades
de Pacatuba, Eusébio, Maracanau e Itaitinga ao sul, Aquiraz e o oceano Atlantico a leste e
Caucaia a oeste, compreendendo uma area territorial de 313,14Km?. Fortaleza apresenta clima
tropical, com umidade relativa media do ar de 77,0% e temperatura média anual em torno de
27°C. De acordo com os dados do censo populacional de 2000 do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), a cidade abriga uma populacdo de 2.141.402 habitantes, cuja
distribuic@o por faixa etaria e apresentada na Tabela 1

TABELA 1 — Distribuicdo da populacdo de Fortaleza por faixa etaria.

Faixa etaria Populacdo
0 a 4 anos 204.402
5a9anos 206.078

10 a 19 anos 454.927

20 a 29 anos 400.640

30 a 39 anos 339.951

40 a 49 anos 230.307

50 a 59 anos 144.866
> 60 anos 160.231

Total 2.141.402

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica; Censo Demografico 2000.

Os pacientes do estudo foram selecionados no HIAS, localizado na cidade de
Fortaleza. O HIAS € o maior hospital publico especializado em pediatria do estado,
realizando, em média, 8615 atendimentos médico-ambulatoriais, 4475 emergenciais e 613
internacOes, mensalmente. Trés setores foram utilizados para selecdo dos pacientes:
ambulatérios, servico de emergéncia (consultério de pronto atendimento e sala de

observacdo), enfermarias (sala de reanimacdo, enfermarias do servi¢o de pronto atendimento



— SPA —, enfermarias dos blocos A - bebés de 0-3 meses — D — cirurgia — E — pneumologia - e

unidade de terapia de urgéncia - UTU).

3.1.2 Questdes Eticas
Esse estudo recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa do HIAS
em 12 de junho de 2000 (Oficio n° 08/00).

3.1.3 Tipo de Estudo
Este foi um estudo do tipo observacional, analitico, transversal, realizado por um

periodo de 43 meses, de janeiro de 2001 a julho de 2004.

3.1.4 Pacientes

A selecgdo dos pacientes foi baseada nos seguintes critérios de incluséo:

Criancas atendidas nos ambulatérios, servigo de emergéncia e enfermarias do HIAS;
Quadro clinico compativel com doenca das vias aéreas superiores e/ou inferiores;
Tempo de doenca inferior a sete dias;

Presenca de secrecdo nasofaringea;

AN N NN

Obtencéo de consentimento escrito do responsavel pela crianca (Anexo ).

3.2 COLETA DE DADOS
A coleta dos dados ficou sob responsabilidade da mestranda, da orientadora e de
alunos de medicina. Esta coleta ocorreu de trés a cinco dias por semana, no periodo da manha.
A média mensal do indice pluviométrico foi obtida da Fundacdo Cearense de
Meteorologia (FUNCEME).

3.2.1 Coleta do Material

O espécime clinico utilizado foi a secrecdo de nasofaringe, obtida através de
aspiracdo, utilizando-se uma sonda uretral ou retal nimero 4, 6 ou 8 acoplada a uma seringa
de 20mL, segundo a técnica de Gardner & McQuillin, 1980. A sonda era introduzida em uma
das narinas até a altura da nasofaringe (aproximadamente metade da distancia compreendida
entre o nariz e o ouvido da crianga). Caso ndo fosse coletado material suficiente (em torno de
1mL), esse procedimento era repetido na outra narina (Figura 2). Apds a coleta, a sonda e a

seringa eram guardadas na embalagem plastica da seringa identificada com o nome da



crianca. O material era acondicionado em caixa de isopor contendo gelo reciclavel e, no prazo
méaximo de 4 horas, era transportado para o Laboratorio de Virologia, do Departamento de
Patologia e Medicina Legal, da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Ceara,

onde ficava sob refrigeracdo a 4°C até seu processamento.

@
f

FIGURA 2 — Coleta dos aspirados de nasofaringe. A — Material utilizado na coleta; B —

Técnica de coleta.

3.2.2 Entrevista e Preenchimento da Ficha Epidemioldgica

O responsavel pela crianca, apés ser informado sobre os objetivos do trabalho e os
procedimentos necessarios para realizacdo da coleta, assinava o termo de consentimento livre
e esclarecido (Anexo 1) e era entrevistado para preenchimento da ficha epidemioldgica
(Anexo II). Alguns dados, como exame fisico, aspectos clinicos, exames realizados e
tratamento instituido, eram obtidos através do prontudrio dos pacientes, da folha de

observacao ou do médico responsavel pelo atendimento.

3.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

No maximo seis horas apds a coleta, as secrecdes de nasofaringe eram colocadas
em um tubo de centrifuga de poliestireno, com capacidade para 15mL, contendo 3mL de
Meio Essencial Minimo com sais de Earle (MEM-E), adicionado de penicilina-
estreptomicina, glutamina e bicarbonato de sddio. Para facilitar a quebra do muco e liberar as
células presentes nessas secrecOes, as amostras eram homogeneizadas atraves de movimentos
de aspiracdo e ejecdo da solucdo. Esse procedimento era realizado com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur conectada a uma péra de aspiracdo. Uma aliquota de aproximadamente 1mL
de material diluido era colocada em criotubos e armazenada a —20°C, para posterior analise e
cultivo celular. Os tubos contendo o restante da secrecdo diluida eram, entdo, centrifugados a
1500rpm (400xg), por 10 minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadante era armazenado

a -20°C para isolamento viral e estudos posteriores. O sedimento era diluido em tampdo salina



fosfato (PBS), em quantidade variavel de acordo com o volume do sedimento. A solugdo
homogeneizada como descrito anteriormente era, entdo, dispensada em laminas para
imunofluorescéncia indireta (IFI). O ndmero de laminas para cada amostra dependia da
guantidade de sedimento. Em geral, preparavam-se trés laminas: uma com dois orificios
centrais preenchidos com o sedimento diluido (lamina da triagem), para selecdo dos casos
positivos para virus, e duas com oito circulos laterais contendo as células (laminas
especificas), para identificacdo do virus. A secagem das laminas ocorria na estufa e a fixacéo,
em acetona a 4°C por 10 minutos. Apos evaporagdo da acetona, as laminas eram estocadas a —
20°C até serem submetidas a reacdo de IFI. O esquema de processamento das amostras € visto

na Figura 3.
Secrecao 3mL de
de nasofaringe ‘ MEM-E
Homogeneizacdo
1mL estocado a -20°C
Cultivo celular
@
Centrifugacdao
Sedimer_uto Sobrenadante
homogeneizado estocado a -20°C
em PBS Cultivo celular
; L '
Confeccao (==t
de ldminas |
0.0 00 0.0 00 Estocagem
0% 0% » » 0% 0% -20“%
Secagem Fixagdo em Evaporagdo de
37°C acetona Acetona
10min/4°C

FIGURA 3 - Fluxograma do processamento das amostras.



3.4 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

O método de IFI era empregado como diagnostico rapido das IRAS virais.
Utilizava-se o “Respiratory Panel 1 Viral Screening & Identification Kit” (Chemicon
International Inc.), que é destinado & identificacdo qualitativa de VSR, adenovirus, influenza
A e B e parainfluenza 1, 2 e 3.

Ap0ds retirada das 1aminas do freezer, as mesmas eram submetidas a novo processo
de secagem. Na lamina da triagem, adicionava-se 13uL de uma mistura de anticorpos
monoclonais (AcM) contra os virus identificados pelo kit, em um dos pocos e, no outro,
13uL de anticorpo de camundongo normal, que servia como controle negativo da reacdo. As
laminas eram incubadas em cdmara Umida, a 37°C, por 30 minutos. A seguir, elas eram
lavadas com PBS-Tween por 4 minutos e submetidas a secagem na estufa. O segundo
anticorpo (anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a fluoresceina) era, entéo,
adicionado a cada orificio. O tempo e as condi¢des de incubacdo eram 0s mesmos da etapa
anterior. Apos a secagem final das laminas, elas eram cobertas com 6leo de montagem do
préprio “kit”, montadas com uma laminula e observadas em um microscopio de
imunofluorescéncia da marca Olympus, modelo BX-40. Considerava-se como resultado
positivo para VSR a presenca de inclusdes fluorescentes caracteristicas no citoplasma das

células do aparelho respiratério (Figura 4).

FIGURA 4 - Células positivas e negativas
coradas por IFlI.

As amostras positivas nessa etapa eram submetidas a uma nova IFl, para
identificacdo do virus causador da infeccdo. Nessa parte, utilizava-se uma das laminas
especificas, adicionando a cada um dos pocos 13uL de AcM especificos contra os sete virus

identificados pelo “kit”. No oitavo circulo da l&mina era realizado o controle negativo da



reacdo. A metodologia utilizada nessa reacdo de IFI seguiu a mesma padronizacdo descrita
anteriormente. As amostras positivas para VSR eram caracterizadas antigenicamente. O

esquema da IFI é mostrado na Figura 5.
O processamento periddico de laminas positivas e negativas fornecidas pelo “kit”

servia como controle de qualidade da IFI.

Lamina 0,0 °°°
Nova Secagem @ Q00 13 uL AcM anti-IlgG
‘ conjugado a fluoresceina
13 uL AcM 0.0 © 0

Camara umida
37°C/30min
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—
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FIGURA 5 — Fluxograma da IFI.

3.4.1 Caracterizacao dos Grupos Ae B
Amostras coletadas nos anos de 2003 e 2004 foram caracterizadas antigenicamente
no Laboratorio de Virus Respiratorios da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Rio de

Janeiro, utilizando AcM especificos para cada grupo (A e B) que reconhecem epitopos



existentes na proteina F do VSR. A técnica utilizada foi também a IFI, seguindo-se as etapas
ja descritas, substituindo os anti-soros pelos monoclonais especificos, anti-VSR A (clone 92-
11C) e anti-VSR B (clone 102-10B), diluidos em PBS a 1/30; o segundo anticorpo utilizado

era anti-1gG de camundongo diluido em preto de naftaleno a 1/100.

3.5 ISOLAMENTO VIRAL

Espécimes clinicos coletados em 2002, 2003 e 2004, estocados a —20°C, foram
inoculados em monocamadas de células HEp-2, derivada de carcinoma laringeo humano. Essa
linhagem celular continua foi enviada pelo Laboratorio de Virus Respiratorios da FIOCRUZ-
RJ.

O isolamento viral em cultura celular era realizado conforme descrito em Moura
(2001). As celulas recebidas eram mantidas em MEM-E, com penicilina-estreptomicina,
glutamina e bicarbonato de sédio a 10,0% de soro bovino fetal (SBF) em garrafas de 25cm?.
A troca do meio era realizada diariamente enguanto a monocamada nao estava completa.
Quando isto ocorria, realizava-se a tripsinizacdo da mesma, para novas passagens dessas
células para frascos semelhantes, para confeccdo de tubos ou para congelamento em
nitrogénio liquido. Uma aliquota de 200uL de aspirado nasofaringeo era inoculada em um
tubo contendo uma monocamada de células HEp-2 com 80,0% de confluéncia. Imediatamente
antes da inoculacdo, o meio de cultura era retirado e as células lavadas com solucgéo salina.
Para facilitar a adsorcdo viral, o tubo era colocado em estufa a 37°C. Apds um periodo de 30
minutos, adicionava-se 1ImL de MEM-E a 2,0% de SBF. O tubo era incubado em estufa com
temperatura variando de 33°C a 35°C e observado diariamente para detec¢do de ECP (Figura
6). A troca do meio de cultura ocorria em dias alternados. A monocamada que ndo
apresentasse ECP dentro de sete dias era raspada e re-inoculada em um novo tubo. A
observagdo era feita por mais 14 dias. Tubos contaminados por bactérias ou fungos ou com
descolamento espontaneo da monocamada eram descartados e uma re-inoculagdo da amostra
era realizada posteriormente. Quando o ECP se manifestava em 70,0% da monocamada, a
mesma era raspada. As células raspadas em meio de cultura eram centrifugadas a 1500rpm
(400xg) durante 5 minutos. O sobrenadante era armazenado em freezer a —20°C. O sedimento
era utilizado para preparacdo de ldminas para deteccdo de antigenos virais, através da técnica
de IFI, j& descrita anteriormente. As amostras positivas eram inoculadas em garrafas para
cultivo celular de 25cm® para obtencdo de maior isolamento viral. Amostras que ndo
apresentassem ECP em 21 dias eram submetidas a IFI para confirmacdo do resultado

negativo.



FIGURA 6 — Monocamadas de células HEp-2. A e B — Monocamadas de células HEp-2 néo-
infectada e infectada com VSR, respectivamente, em filtro marrom. C e D — Monocamadas de
células HEp-2 ndo-infectada e infectada com VSR, respectivamente, em filtro verde. E e F -
Monocamadas de células HEp-2 ndo-infectada e infectada com VSR, respectivamente, em
filtro cinza.

3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se os programas estatisticos SSPS para

Windows versao 10.0 e Epi-Info 6.04d.




Para a analise descritiva dos dados foram utilizados graficos e tabelas, e no caso de
variaveis continuas empregaram-se medidas resumo.

A correlacdo de Sperman foi utilizada para analisar a relacdo entre os casos de
infecgdo por VSR e o indice pluviométrico.

A andlise do setor de procedéncia das amostras foi realizada através do teste de
qui-quadrado de Pearson ().

O teste exato de Fisher foi utlizado para verificar associac@es entre duas variaveis
categoricas dicotdmicas, teste de Shapiro-Wilk e teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar
normalidade na distribuicdo de variaveis continuas, teste de Mann-Whitney no caso de nao
normalidade da distribuic&o.

Foram estimados riscos relativos e seus respectivos intervalos com 95,0% de
confianca.

O nivel de significancia estatistica de 5,0% foi utilizado para todos os testes.

3.7 SOLUCOES, REAGENTES E ANTICORPOS UTILIZADOS
SOLUCAO DE PBS 10X CONCENTRADO

NaCl ------------ememeeeem 80g
KH,PO4 29
NaoHPO4 oo 219

O 29
Agua destilada gsp ----- 1000mL

Dissolver as substancias na agua destilada. Ajustar o pH para 7,2. Esterilizar por

autoclavacdo. Diluir esta solu¢do em agua destilada estéril a 1/10.

SOLUCAO DE PRETO DE NAFTALENO A 0,1%
Preto de naftaleno ----- 0,19

Esterilizar por autoclavacéo.

SOLUGAO DE TRIPSINA A 2,5g/L (Sigma)

SOLUCAO DE CLORETO DE SODIO A 0,9% (Farmace)

SORO BOVINO FETAL (SBF) inativado, estéril, isento de Mycoplasma (Cultilab)



MEIO ESSENCIAL MINIMO (MEM)

MEM (Gibco) com sais de Earle, sem L-glutamina, sem bicarbonato de sodio ------ 9,49
L-glutamina a 2% (Gibco), pH 7,3 -=-=-=-=mmm oo 10mL
Solucgéo de penicilina-estreptomicina (Gibco) 10000U/mL de penicilina G sddica

e 10000ug/mL de sulfato de estreptomicina em 0,85% de salina ------------=-=-=-=---- 10mL
Bicarbonato de sodio P.A. a 10% (DIiN&mIica) -------====-======n=nmmmmmmmmmmmmm oo 7mL
Agua Milli-Q gSp =-=n====nmmmmmmm e e 1000mL

Dissolver as substancias descritas em agua Milli-Q estéril. Ajustar o pH para 7,2-7,4.

Esterilizar por filtracdo.

MEIO DE CONGELAMENTO

SBF ----m-m e 200mL
Solucéo de glicerol (Sigma) --------- 100mL
MEM-E gsp ----------------------mm--- 1000mL

Misturar as solucdes.

“RESPIRATORY PANEL 1 VIRAL SCREENING & IDENTIFICATION KIT” (Chemicon

International Inc.)

ANTICORPOS MONOCLONAIS (fluido ascitico de camundongo), clones 92-11C e 102-
10B, especificos para os grupos A e B de VSR, respectivamente, reidratados com 0,3mL de
agua destilada estéril. Produzidos pelo Center for Disease Control (CDC) Atlanta, Georgia,
EUA e cedidos pelo Laboratdrio de Virus Respiratérios da FIOCRUZ-RJ.

SORO IMUNE DE COELHO anti-lgG de camundongo conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (Dako). Cedido pelo Laboratério de Virus Respiratorios da FIOCRUZ-RJ.



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

Durante os 43 meses de estudo, 1950 criangas com IRAs foram incluidas no
estudo, sendo 569 (29,2%), 485 (24,9%), 539 (27,6%) e 357 (18,3%) nos anos de 2001, 2002,
2003 e 2004, respectivamente. Em 2004, a coleta de amostras s6 foi realizada até o més de
julho, o que explica a diminuicdo no nimero de espécimes clinicos analisados neste ano.

Do total de 1950 pacientes, 908 (46,6%) foram atendidos nos ambulatérios, 748
(38,3%) no servico de emergéncia (consultério de pronto atendimento e sala de observagdo) e
294 (15,1%) nas enfermarias (sala de reanimagdo, enfermarias do SPA, enfermarias dos
blocos A, D, E e UTU) (Tabela 2). O atendimento ambulatorial no HIAS foi suspenso em
outubro de 2003, uma vez que esse tipo de assisténcia foi repassada para 0s postos de saude

do municipio, permanecendo apenas os ambulatérios de especialidades.

TABELA 2 - Distribuicdo anual de coleta de amostras de acordo com o setor de origem.

Ano de Setor de coleta da amostra
coleta Ambulatérios * Emergéncia Enfermarias Tol
2001 321 85 163 569
2002 323 137 25 485
2003 264 215 60 539
2004 ** - 311 46 357
Total 908 748 294 1950

* O atendimento neste setor s6 foi realizado até outubro de 2003.
** A coleta de amostras foi realizada até julho 2004.

Em relacéo ao sexo dos pacientes, foi verificada uma predominancia do sexo

masculino (53,1%). A proporcao masculino/feminino foi de 1,13:1 (Tabela 3).

TABELA 3 — Distribuicdo da populacdo de estudo sequndo o sexo.

Sexo N° %
Masculino 1036 53,1
Feminino 914 46,9

Total 1950 100,0




Quanto a idade das criancas estudadas, 73,7% tinham até 24 meses de idade (Tabela 4).

TABELA 4 — Distribuicdo da populacdo de estudo segundo a idade.

Idade (meses) N° %
0-6 454 23,3
6-12 471 24,2
12-24 511 26,2
24 - 60 367 18,8
> 60 147 7,5
Total 1950 100,0

O tempo em que a crianca foi amamentada foi obtido em 1940 pacientes.
Aproximadamente 47,9% ndo mamaram ou foram amamentados por tempo inferior a seis
meses. A categoria “ainda mama” foi utilizada somente para criangas com menos de seis de

meses de idade (Tabela 5).

TABELA 5 - Distribuicdo da populacdo de estudo segundo o tempo de aleitamento.

Amamentacédo N° %
N&o mamou 237 12,2
Mamou menos de seis meses 692 35,7
Mamou igual ou mais de seis meses 744 38,3
Ainda mama 267 13,8
Total 1940 100,0

Em 92,5% de 1948 casos observados, excluindo-se dois em que esta informacao

ndo foi possivel, as criancas estavam com a vacinacdo em dia (Tabela 6).

TABELA 6 — Distribuicdo da populacdo de estudo de acordo com a situa¢do da vacinagao.

Vacinagéo N° %
Em dia 1801 92,5
Atrasada 147 7,5

Total 1948 100,0




A renda familiar média da populagéo era de 1,6 salario minimo, sendo que 75,0%

ganhava até dois salarios minimos.

4.2 PREVALENCIA DAS IRAs VIRAIS E DO VSR

Das 1950 amostras coletadas, 647 (33,2%) foram positivas para pelo menos um
dos sete virus pesquisados (VSR, adenovirus, influenza A e B e parainfluenza 1, 2 e 3); 409
(21,0%) foram positivas para VSR. Quando foram observados somente os casos de IRAs de
etiologia viral a prevaléncia média do VSR foi de 63,2%. A Tabela 7 mostra a distribuicdo
dos episodios de infeccdes por virus respiratorios e por VSR em fungdo do ano. O ano de
2004 apresentou uma elevada taxa de prevaléncia viral, quando comparado aos outros anos,

em decorréncia da coleta de amostras ter sido realizada somente no 1° semestre.

TABELA 7 - Distribuigdo anual dos casos de infecgdo respiratdria aguda, casos de infeccdo
por virus respiratorios e infec¢do por VSR.

Casos de IRAS CaS,OS de mfecc;,ac_) Casos de infeccéo
Ano estudados por virus respiratorios por VSR
N° (% IRAS) N° (% IRAS; % IVR *)

2001 569 217 (38,1) 134 (23,6; 61,8)

2002 485 154 (31,8) 86 (17,7; 55,8)

2003 539 130 (24,1) 86 (16,0; 66,2)
2004 ** 357 146 (40,9) 103 (28,9; 70,5)

Total 1950 647 409

* VR = Infecgdo por virus respiratorios.
** A coleta de amostras foi realizada até julho 2004.

4.3 AS CO-INFECCOES VIRAIS

Dos 647 casos de IRAs virais, 40 (6,2%) foram positivos para mais de um virus.
Foram 16 episodios de co-infeccbes em 2001, 11 em 2002, 10 em 2003 e 3 em 2004. A
associacdo VSR e Influenza A foi a mais encontrada (16 casos) (Tabela 8).



TABELA 8 — Distribuicdo anual dos casos de co-infec¢des virais.

Ano Co-infeccdes N° de casos
2001 VSR + influenza A 12
VSR + influenza A + parainfluenza 1 1
VSR + parainfluenza 1 1
Parainfluenza 1 + parainfluenza 2 1
Parainfluenza 2 + parainfluenza 3 1
2002 VSR + influenza A 4
VSR + influenza A + adenovirus 5
VSR + influenza A + parainfluenza 3 1
VSR + parainfluenza 1 1
2003 VSR + influenza B 1
VSR + adenovirus 4
VSR + influenza A + adenovirus 2
Influenza A + adenovirus 1
Influenza A + influenza B 2
2004 VSR + adenovirus 3
Total 40

4.4 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DO VSR

4.4.1 Distribuicdo Mensal dos Casos de VSR

O VSR foi detectado nos meses de janeiro a agosto, ndo sendo observado nos
demais meses do ano. Em 2001, o periodo epidémico comegou em janeiro e terminou em
agosto, com pico no més de julho. No ano de 2002, o virus circulou em Fortaleza de janeiro a
julho, com deteccdo maxima em abril. Em 2003, o virus foi identificado de janeiro a agosto,
com um maior nimero de casos em maio. Em 2004, o surto do VSR teve inicio em fevereiro e
0 pico de deteccdo foi no més de mar¢o. O fim do periodo epidémico ndo pbde ser observado,
ja que o estudo foi encerrado em julho, quando o virus ainda circulava (Figura 7).
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FIGURA 7 — Distribuicdo mensal dos casos de infeccdo respiratdria aguda, casos de infeccao
por virus respiratérios e infeccdo por VSR.

A distribuicdo média mensal dos casos no periodo de estudo mostrou um pico das
infeccBes por VSR nos meses de marco a julho, coincidindo com o pico do ndimero de

amostras coletadas de criangas com sintomas de IRAs e com a maior deteccdo de IRAS virais
(Figura 8).
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FIGURA 8 — Distribuicdo média mensal dos casos de infeccdo respiratoria aguda, casos de
infeccdo por virus respiratdrios e infec¢do por VSR.



4.4.2 O VSR e o Indice Pluviométrico

A Figura 9 mostra a distribuicdo mensal dos episddios de IRAs causadas por VSR
e da média do indice pluviométrico. Na Figura 10, usando a correlacdo de Sperman, pdde-se
observar uma associacao linear positiva significativa, p<0,001, estimada em 0,589, entre a
raiz quadrada positiva dos casos de IRAs por VSR e a média do indice pluviométrico

observado nos 43 meses estudados.
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FIGURA 9 — Distribuicdo mensal dos casos de infeccdo por VSR e da média do indice
pluviométrico.
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FIGURA 10 - Distribuicdo dos casos de infeccdo por VSR e da média do indice
pluviométrico.



4.4.3 Sexo
A associacdo entre o sexo do paciente e a presenca de infeccdo pelo VSR foi

estatisticamente significativa (p=0,041). A prevaléncia de casos de IRAs por VSR em criancas
do sexo masculino foi 20% maior do que a prevaléncia em criangas do sexo feminino,

podendo variar entre 10% e 43%, com 95% de confianga (Tabela 9).

TABELA 9 — Distribuigdo dos casos de infecgédo pelo VSR de acordo com 0 sexo dos
pacientes.

Sexo VSR positivo Total p RR * IC ** (95%)
N° (%)
Masculino 235 (22,7) 1036 1,200  [1,010; 1,430]
0,041
Feminino 174 (19,0) 914 1,000
Total 409 1950

* RR = Risco relativo
** |C = Intervalo de confianga

4.4.4 ldade

O VSR foi detectado em todos os grupos etarios estudados neste trabalho. A
associacao entre a idade da crianca e a infec¢do causada pelo virus foi estatisticamente
significativa (p<0,001). Pacientes com até seis meses de idade tiveram 3,126 vezes mais
infeccdo pelo VSR do que criangcas com mais de cinco anos, podendo variar entre 1,228 e
6,641 vezes, com 95% de confianca. Criancas dos grupos etarios compreendidos entre 6 e 12
meses, 12 e 24 meses e 24 e 60 meses tiveram, em ordem decrescente, mais infecgdo pelo
VSR quando comparados a maiores de cinco anos (Tabela 10).

TABELA 10 - Distribuicdo dos casos de infeccdo pelo VSR segundo a idade dos pacientes.

Idade (meses) ___ VSR positivo Total 0 RR * IC ** (95%)
NC (%)

0-6 128 (28,2) 454 4126 [2,228:7,641]
6- 12 107 (22,7) 471 3267  [1754;6,084]
12 - 24 100 (19,6) 511 <0001 2,841  [1522;5,304]
24 - 60 64 (17,4) 367 2578 [1:361; 4,880]
> 60 10 (6,8) 147 1,000
Total 409 1950

* RR = Risco relativo
** |C = Intervalo de confianga



4.4.5 Setor de Procedéncia das Amostras

Pela Tabela 11, pdde-se observar que existe associacdo entre o setor de
procedéncia da amostra e a infeccdo por VSR (p<0,001; y’= 71,026; gl= 2). O maior
percentual de casos positivos foi encontrado nas enfermarias. Pacientes hospitalizados tiveram
1,589 vezes mais doencas causadas pelo VSR do que criangas atendidas em ambulatérios e
0,670 vezes mais do que criangas do servico de emergéncia. Estes pacientes tiveram 0,55
vezes mais infeccdo pelo VSR quando comparados aos pacientes dos ambulatorios (Tabela
12).

TABELA 11 - Distribuicdo dos casos de infec¢do pelo VSR de acordo com o setor de coleta
das amostras.

VSR positivo 2
Setor de coleta Total p X gl *
N° (%)
Ambulatérios 131 (14,4) 908
Emergéncia 167 (22,3) 748 <0,001 71,026 2
Enfermarias 111 (37,8) 294
Total 409 1950

* gl = Graus de liberdade

TABELA 12 — Risco relativo e seu intervalo com 95% de confianca por setor de procedéncia
para as amostras positivas para VSR.

Setor de risco / Setor base RR* IC ** (95%)
Emergéncia / Ambulatorios 1,550 [1,259; 1,909]
Enfermarias / Ambulatoérios 2,589 [2,081; 3,221]
Enfermarias / Emergéncia 1,670 [1,366; 2,042]

* RR = Risco relativo
** |C = Intervalo de confianga

4.4.6 Sindromes Clinicas

Das 1950 criancas incluidas nesse estudo, 923 (47,3%) tinham IVAS, sendo que
127 (13,8%) tiveram confirmacdo diagnostica para VSR. Os demais pacientes (1027)
apresentavam IVAI. Destes, 282 (27,5%) foram positivos para VSR. A associacdo de
diagnosticos foi observada em 90 criancas (4,6%) e em 33 delas (36,7%) o VSR foi
identificado (Tabela 13).



TABELA 13 - Distribuicdo dos casos de infeccdo pelo VSR de acordo com as sindromes
clinicas.

Diagnostico VSR positivo Total
N° (%)

IVAS 127 (13,8) 923
Bronquiolite 117 (36,9) 317
Pneumonia 118 (24,6) 479
Asma 10 (8,9) 112
Bronquite 4 (13,8) 29
Bronquiolite + pneumonia 31 (39,7) 78
Pneumonia + asma 2 (20,0) 10
Pneumonia + tuberculose 0(0,0) 2
Total 409 1950

A associacdo entre o setor de coleta das amostras e as sindromes clinicas, em
amostras positivas para VSR, foi estatisticamente significativa (p<0,001) (Tabela 14). O
maior percentual de bronquiolite e pneumonia foi identificado nas enfermarias, enquanto que,
o0 de IVAS, nos ambulatérios. O risco relativo e seu intervalo com 95% de confianga por setor
de procedéncia para as sindromes clinicas mais prevalentes no grupo de pacientes positivos

para VSR séo expressos na Tabela 15.

TABELA 14 - Distribuicdo das sindromes clinicas mais prevalentes em amostras
positivas para VSR de acordo com o setor de coleta.

Setor de coleta IVAS Bronquiolite Pneumonia Total
N° (%) N° (%) N° (%)

Ambulatérios 73 (55,7) 25 (19,1) 28 (21,4) 131

Emergéncia 48 (28,7) 60 (35,9) 48 (28,7) 167

Enfermarias 6 (5,4) 63 (56,8) 75 (67,6) 111

Total 127 148 151 409

p<0,001 p<0,001 p<0,001



TABELA 15 - Risco relativo e seu intervalo com 95% de confianga por setor de
procedéncia para as sindromes clinicas mais prevalentes, no grupo de pacientes positivos
para VSR.

Setor de risco / Setor base RR * IC ** (95%)
IVAS
Ambulatérios / Enfermarias 10,108 [4,577; 22,323]
Emergéncia / Enfermarias 5,096 [2,257; 11,507]
Ambulatoérios / Emergéncia 1,983 [1,490; 2,639]
Bronquiolite
Emergéncia / Ambulatorios 2,029 [1,313; 3,135]
Enfermarias / Ambulatérios 3,173 [2,087; 4,826]
Enfermarias / Emergéncia 1,564 [1,190; 2,056]
Pneumonia
Emergéncia / Ambulatorios 1,343 [0,895; 2,014]
Enfermarias / Ambulatérios 3,095 [2,172; 4,411]
Enfermarias / Emergéncia 2,306 [1,754; 3,030]

* RR = Risco relativo
** |C = Intervalo de confianca

Existe associacdo entre as sindromes clinicas e a idade dos pacientes em amostras
em que houve a deteccdo do VSR (Tabela 16). O diagnostico de bronquiolite foi mais
prevalente em criangas no 1° semestre de vida; o de pneumonia, na faixa etéria entre 12 e 24
meses; e 0 de IVAS, em criancas de idade mais elevada. O risco relativo e seu intervalo com

95% de confianca por idade para essas sindromes clinicas sdo mostrados na Tabela 17.

TABELA 16 - Distribuicdo das sindromes clinicas mais prevalentes em amostras positivas
para VSR de acordo com a idade do paciente.

Idade (meses) IVAS Bronquiolite Pneumonia Total
N° (%) NC (%) NC (%)

0-6 27 (21,1) 91 (71,1) 46 (35,9) 128
6-12 30 (28,0) 41 (38,3) 36 (33,6) 107
1224 33 (33,0) 16 (16,0) 47 (47,0) 100
24 - 60 30 (46,9) 0(0,0) 22 (34,4) 64
> 60 7 (70,0) 0(0,0) 0(0,0) 10
Total 127 148 151 409

p<0,001 p<0,001 p=0,006



TABELA 17 — Risco relativo e seu intervalo com 95% de confianga por idade para as
sindromes clinicas mais prevalentes, no grupo de pacientes positivos para VSR.

Idade de risco / Idade base (meses) RR* IC ** (95%)
IVAS
6-12/0-6 1,420 [0,899; 2,243]
12-24/0-6 1,658 [1,066; 2,578]
24-60/0-6 2,308 [1,500; 3,551]
>60/0-6 3,446 [2,026; 5,863]
12-24/6-12 1,167 [0,775; 1,759]
24 -60/6- 12 1,625 [1,090; 2,422]
>60/6-12 2,427 [1,463; 4,024]
24-60/12-24 1,392 [0,951; 2,038]
>60/12-24 2,079 [1,271; 3,399]
>60/24 - 60 1,493 [0,922; 2,419]
Bronquiolite
0-6/12-24 5,065 [3,010; 8,524]
6-12/12-24 2,754 [1,564; 4,852]
0-6/6-12 2,754 [1,564; 4,852]
Pneumonia

0-6/6-12 1,099 [0,767; 1,575]
12-24/6-12 1,436 [1,015; 2,031]
24-60/6- 12 1,051 [0,679; 1,627]
0-6/24-60 1,045 [0,694; 1,575]
12 -24/24-60 1,365 [0,917; 2,034]
12-24/0-6 1,306 [0,955; 1,786]

* RR = Risco relativo
** |C = Intervalo de confianca

4.4.7 Sinais e Sintomas

As associagdes entre dispnéia, 1° episodio de dispnéia, dor de garganta, coriza,
espirros, cianose e otite e a presenca de VSR foram estatisticamente significativas. A Tabela
18 mostra os principais sinais e sintomas observados nos casos estudados, o risco relativo e

seu intervalo com 95% de confianca.



TABELA 18 — Distribuicdo dos sinais e sintomas apresentados nos casos de infeccdo por

VSR.
Presenca dos sinais e sintomas
VSR Total p RR*  IC** (95%)
N° (%)
Dispnéia
Positivo 305 (75,5) 404 <0.001 1,491 [1,385; 1,607]
Negativo 779 (50,6) 1539 ’ 1,000
1° Episodio de dispnéia
Positivo 144 (47,2) 305 <0.001 1,319 [1,192; 1,623]
Negativo 259 (33,9) 763 ' 1,000
Febre
Positivo 353 (87,4) 404 0.198
Negativo 1305 (84,7) 1540 ’
Dor de garganta
Positivo 36 (8,9) 404 0.003 0,613 [0,438; 0,856]
Negativo 224 (14,5) 1540 ’ 1,000
Rouquidéo
Positivo 62 (15,3) 404 0.711
Negativo 245 (15,9) 1539 ’
Cefaléia
POSI'[IYO 39 (9,7) 404 0.146
Negativo 188 (12,2) 1540
Exantema
Posm\_/o 8 (2,0) 409 0.061
Negativo 13 (0,8) 1540
Anorexia
Posm\_/o 192 (47,5) 404 0.346
Negativo 687 (44,6) 1540
Tosse
Positivo 391 (95,6) 409 0.084
Negativo 1413 (93,3) 1515 ’
Diarréia
Posm\'/o 90 (22,3) 404 0.213
Negativo 300 (19,5) 1539
Vomito
POSI'[IYO 162 (40,1) 404 0.604
Negativo 588 (38,2) 1538
Coriza
Positivo 374 (92,6) 404 0.002 1,063 [1,028; 1,100]
Negativo 1341 (87,1) 1540 ’ 1,000
Obstrucéo nasal
Positivo 172 (42,1) 409 0.721
Negativo 633 (41,1) 1540 ’



Continuacao da Tabela 18

VSR Presenca dos sinais e sintomas Total p RR* IC ** (95%)

N° (%)

Espirros
Positivo 200 (49,1) 407 <0.001 1,378 [1,223; 1,553]
Negativo 549 (35,6) 1540 ' 1,000

Cianose
Positivo 33(8,1) 405 <0.001 2,670 [1,734; 4,110]
Negativo 47 (3,1) 1540 ’ 1,000

Conjuntivite
Posm\_/o 11 (2,7) 406 0,096
Negativo 71 (4,6) 1540
Convulséao
POSItIYO 14 (3,5) 405 0.144
Negativo 33(2,1) 1540
Otite

Positivo 9(2,2) 405 0.010 0,433 [0,219; 0,856]
Negativo 79 (5,1) 1540 ’ 1,000

* RR = Risco relativo
** |C = Intervalo de confianca

4.4.8 Presenca de Problemas Associados

A presenca de doencas associadas nao pdde ser analisada em quatro dos 1950
pacientes estudados. Das 1946 criancas em que esta informacéo foi obtida, 1795 (92,2%) nédo
apresentaram doencas associadas, sendo 369 (20,6%) positivas para VSR. Em 153 pacientes
(7,9%) foi observada a presenca de pelo menos um problema associado, em 39 deles (25,5%)
foi detectado 0 VSR. A presenca de imunossupressdo foi observada em dois casos negativos
para VSR. Cinco criangas apresentaram mais de um problema associado, duas delas (40,0%)
tiveram confirmacdo diagndstica para VSR (Tabela 19).

Agrupando-se todos as doencgas associadas, pdde-se observar que ndo ha diferenca
estatistica entre a presenca delas e a infec¢do pelo VSR (p=0,149) (Tabela 20). A analise da
procedéncia dos casos positivos para VSR na presenca de problemas associados permitiu
observar que 43,6% desses pacientes foram provenientes das enfermarias, 41,0% da
emergéncia e 15,4% foram originadas de criancas atendidas nos ambulatorios. A associagao
entre o setor de procedéncia e a presenca de doencas associadas em amostras positivas para

VSR foi estatisticamente significativa (p=0,018, y*= 8,010, gl= 2) (Tabela 21).



TABELA 19 - Distribuicao dos casos de infeccdo pelo VSR de acordo com a presenca de
problemas associados.

Problemas associados VSR positivo Total
N° (%)

Né&o apresentou 369 (20,6) 1795
Prematuridade 25 (23,1) 108
Cardiopatia 9 (42,9) 21
Problema pulmonar congénito (PPC) 2 (13,3) 15
Prematuridade + cardiopatia 1(33,3) 3
Prematuridade + PPC 1 (50,0) 2
Laringotraqueomalécia 1 (50,0) 2
Total 408 1946

TABELA 20 - Distribuicdo dos casos de infec¢do pelo VSR de acordo com a presenca ou
auséncia de problemas associados.

VSR positivo

Presenca de problemas associados Total p (Fisher)
N° (%)
Sim 39 (25,5) 153 0,149
Néo 369 (20,6) 1795
Total 408 1948

TABELA 21 - Distribuicdo dos casos de infeccdo pelo VSR na presenca de problemas
associados de acordo com o setor de procedéncia.

Setor de procedéncia VSR positivo Total p (Fisher) ,2  gl*
N° (%)
Ambulatorios 6 (4,6) 131
Emergéncia 16 (9,6) 166 0018 8010 2
Enfermarias 17 (15,3) 111
Total 39 408

* gl = Graus de liberdade



4.4.9 Média de Dias de Internacéo

Foi analisado o tempo de internacdo de 88 (29,9%) criancas, dos 294 pacientes
hospitalizados incluidos nesse estudo. A média de dias de internacdo dos pacientes positivos
para VSR foi de 12,83 dias, na presenca de algum problema associado, e 8,93, na auséncia.
Nos pacientes em que ndo houve a deteccdo do virus, essa média foi de 13,26 dias para as
criancas com problema associado e 11,75 dias para o grupo sem doencas associadas (Tabela
22).

TABELA 22 - Distribuicdo da média de dias de internacdo dos pacientes positivos e negativos
para VSR de acordo com a presenca de problemas associados.

Problema Presenca de VSR 0 Média de dias de

Desvio padrao

associado internacao
Sim Sim 12 12,83 14,45
Nao 19 13,26 9,93
Total 31 13,10 11,65
Nao Sim 29 8,93 6,10
Nao 28 11,75 9,26
Total 57 10,32 7,87

A comparacdo entre as médias do tempo de internacdo entre criangas positivas e

negativas para VSR, na presenca e auséncia de doencas associadas, ndo mostrou diferenca

estatistica (p=0,661 e p=0,390, respectivamente) (Tabela 23).

TABELA 23 — Comparacdo da presenca / auséncia de doencas associadas em funcdo das

médias do tempo de internacdo na presenca / auséncia do VSR.

VSR Doencas associadas N p (Mann-Whitney)

Positivo Sim 12
0,661

Né&o 29

Total 41

Negativo Sim 19
0,390

Né&o 28

Total 47




4.4.10 Numero de Habitantes no Domicilio e por Cémodo

As correlacdes entre o numero de habitantes no domicilio do paciente e 0 nimero
de habitantes por comodo e a presenca de VSR ndo foram estatisticamente significativas
(p=0,082 e p= 0,95, respectivamente) (Tabelas 24 e 25). Os domicilios das criancas foram
estratificados em dois grupos: aqueles com até quatro habitantes e aqueles com mais de quatro
habitantes. Este ponto de corte foi estabelecido com base na Pesquisa Nacional por Amostra
de Domicilios 1999, do IBGE, que mostrou uma média de 3,7 habitantes, por domicilio, na
regido nordeste do Brasil. O nimero de moradores por cémodo também foi dividido em dois
grupos: aqueles com até um morador por comodo e aqueles com mais de um morador por
comodo. Aproximadamente 50% da populacdo estudada residiam em locais com até um

habitante por comodo. Essa propor¢ao variou de 0,1 a 10 pessoas por comodo.

TABELA 24 - Distribuicdo dos casos de infeccdo pelo VSR de acordo com o nimero de
habitantes no domicilio.

NUmero de habitantes no domicilio VSR positivo Total D
N° (%)
Menor ou igual a quatro 203 (19,5) 1042 0.082
Mais de quatro 206 (22,7) 908
Total 409 1950

TABELA 25 - Distribui¢do dos casos de infecgdo pelo VSR de acordo com o numero de
moradores por comodo.

Numero de moradores por cémodo VSR positivo Total P
N° (%)
Menor ou igual a um 204 (21,0) 970
0,95
Mais de um 205 (20,9) 980
Total 409 1950

4.4.11 Creche/Escola

A associagéo entre creche ou escola e a infecgdo por VSR foi analisada em 1946
criangas, casos em que foi possivel obter esta informacdo. Destas, apenas 318 (16,3%)
freqlientavam creche ou escola. Essa associacao foi estatisticamente significativa (p<0,001)
(Tabela 26).



TABELA 26 — Distribuicdo dos casos de infeccdo pelo VSR de acordo com a permanéncia
da crianga em creche ou escola.

t VSR positivo
Freqlienta creche ou Total 0 RR * IC ** (95%)
escola
N° (%)
Sim 37 (11,6) 318 0,512 [0,373;0,702]
<0,001

Nao 370 (22,7) 1628 1,000
Total 407 1946

* RR = Risco relativo
** |C = Intervalo de confianca

4.4.12 Historia Familiar de IRAs

A informacdo sobre a presenca de familiares com IRAs no domicilio da crianca foi
obtida em 1949 casos. A associacdo entre a presenca de IRA na familia e a infeccdo pelo VSR
mostrou ser estatisticamente significativa (p= 0,024), sendo que criangas que tinham familiares
doentes tiveram 23,1% mais infeccdo pelo VSR do que criancas sem parentes doentes,
variando de 2,8% a 47,4%, com 95% de confianca (Tabela 27).

TABELA 27 — Distribuicdo dos casos de infeccdo pelo VSR de acordo com a historia
familiar de IRA.

Historia familiar de VSR positivo Total p RR*  IC** (95%)
IRA
N° (%)
Sim 251 (22,7) 1108 1231 [1028;1474]
Nao 158 (18,8) 841 ’ 1,000
Total 409 1949

* RR = Risco relativo
** |C = Intervalo de confianca

4.4.13 Presenca de Fumantes na Familia
A associacdo entre presenca de fumantes na familia e infeccdo pelo VSR foi

analisada em 1948 casos e ndo mostrou ser significativa (p=0,525) (Tabela 28).



TABELA 28 - Distribuicao dos casos de infeccdo pelo VSR de acordo com a presenca de
fumantes na familia.

Fumantes na familia VSR positivo Total p
N° (%)
Sim 168 (20,3) 828
0,525
Ndo 240 (21,4) 1120
Total 408 1948

4.4.14 Prevaléncia dos Grupos A e B do VSR

De 86 amostras positivas para VSR no ano de 2003, 62 (72,1%) foram
caracterizadas antigenicamente, sendo que 30 (48,4%) pertenciam ao grupo A, 31 (50,0%) ao
grupo B e 1 (1,6%) foi positiva para ambos os grupos. Das 103 secrecfes positivas em 2004,
85 (82,5%) foram submetidas a este processo. Destas, 45 (52,9%) eram do grupo A, 26
(30,6%) do grupo B e 9 (10,6%) dos dois grupos. Nesse ano, cinco amostras (5,9%), apesar de
positivas para VSR, ndo puderam ser classificadas em nenhum dos grupos por ndo mostrarem

fluorescéncia caracteristica com os anticorpos monoclonais especificos (Tabela 29).

TABELA 29 — Caracterizacdo dos grupos antigénicos de VSR segundo o0 ano.

2003 2004
Grupos antigénicos de VSR

N° (%) N° (%)
A 30 (48,4) 45 (52,9)
B 31 (50,0) 26 (30,6)
AeB 1(1,6) 9 (10,6)
N&ao-A e ndo-B 0(0,0) 5(5,9)
Total 62 85

4.5 ISOLAMENTO VIRAL

De 409 amostras positivas para VSR, 122 (29,8%) foram inoculadas em
monocamadas de células HEp-2. De 86 amostras em que o virus foi identificado em 2002, 2
(2,3%) foram submetidas ao cultivo celular; das 86 positivas em 2003, 25 (29,1%) foram

inoculadas; das 103 positivas em 2004, 95 (92,2%) foram inoculadas em cultura de células. O



percentual de amostras positivas por cultivo celular foi de 0,0%, 32,0% e 36,8% nos anos de
2002, 2003 e 2004, respectivamente (Tabela 30).

TABELA 30 - Isolamento de VSR a partir de amostras positivas por IFI estocadas a —20°C
de acordo com 0 ano de coleta.

Amostras Amostras positivas
Anos . .
inoculadas por cultivo celular
2002 2 0 (0,0%)
2003 25 8 (32,0%)
2004 95 35 (36,8%)

Total 122 43




5. DISCUSSAO

As IRAs na infancia sdo processos infecciosos que podem acometer qualquer
segmento do trato respiratorio. Representam um problema de salde publica em virtude de sua
elevada prevaléncia e alta taxa de mortalidade nos paises em desenvolvimento,
principalmente em criancas menores de cinco anos (SANT’ANNA, 2002).

Na tentativa de reduzir esses indices, diversas pesquisas tém sido realizadas, como,
por exemplo, o Programa de Controle das Infec¢fes Respiratorias Agudas e o Programa de
Aperfeicoamento de Vacinas, ambos da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS)
(BENGUIGUI, 1997). Entretanto, esses programas visam principalmente a prevencdo e o
tratamento das pneumonias bacterianas, com a prevenc¢éo do uso de antibioticos.

Informacgfes sobre a epidemiologia das IRAs ainda séo precérias, especialmente
em paises em desenvolvimento. Segundo a OPAS, as investigacdes epidemiologicas sobre as
IRAs na infancia devem atuar em trés dire¢Oes basicas, sendo a primeira delas a realizacao de:

a) estudos clinicos, etioldgicos e epidemioldgicos sobre a natureza e
distribuicdo dos agentes causais comuns, incluindo a identificag&o,
hierarquizagdo e estratificacdo dos fatores de risco, tais como as
probabilidades de adquirir a infeccdo, de determinar a gravidade e as
complicacbes da doenca ou de provocar a morte; assim como as
caracteristicas e distribuicdo dos grupos sociais expostos; (ANTUNANO,
1998, p. 4).

A pesquisa sobre as IRAs de etiologia viral é escassa no Brasil, assim como em
outros paises em desenvolvimento. A epidemiologia do VSR é conhecida somente em
algumas cidades do pais, como Rio de Janeiro (RJ) (NASCIMENTO et al., 1991; SIQUEIRA,;
NASCIMENTO, 1990; SUTMOLLER et al., 1995), Sdo Paulo (SP) (MIYAO et al., 1999;
VIEIRA et al., 2001), Ribeirdo Preto (SP) (CINTRA, 1997; CINTRA et al., 2001), Vitdria
(ES) (CHECON et al., 2002; SILVA, 1999), Porto Alegre (RS) (STRALIOTTO, 1995;
STRALIOTTO et al., 2001; STRALIOTTO et al., 1994; STRALIOTTO et al., 2002), Pelotas
(RS) (MACEDO et al., 2003), Salvador (BA) (MOURA, 2001; MOURA et al., 2003;
MOURA et al., 2002) e Belém (PA) (MELLO; SILVA, 1992; MELLO; PINHEIRO, 1986;
RODRIGUES et al., 2004). Na cidade de Fortaleza ndo existiam, até 0 momento, trabalhos
sobre 0 assunto.

Esse estudo avaliou criancas de diferentes faixas etarias atendidas em todos 0s
niveis de atencdo a salude. O HIAS é o maior hospital publico pediatrico do Ceara, com 236
leitos distribuidos em inUmeras especialidades.

A longa duracdo do trabalho (43 meses) permitiu uma analise mais completa sobre

a epidemiologia do VSR.



O aspirado de nasofaringe foi escolhido por fornecer uma amostra clinica
adequada para realizacdo do método de IF, além de permitir uma técnica de coleta menos
traumatica para o paciente (AHLUWALIA et al., 1987). O método laboratorial utilizado para
o diagnostico viral foi a reacdo de IFI, que apresenta sensibilidade e especificidade
semelhantes a cultura de células e sensibilidade superior quando comparada ao ELISA
(HALONEN et al., 1996; PIEDRA et al., 1997; SIQUEIRA et al., 1986; TRISTRAM;
WELLIVER, 1995). Para realizacdo desta técnica utilizou-se o “Respiratory Panel | Viral
Screening and Identification Kit” (Chemicon International Inc.). De acordo com Shen et al.
(1996), esse kit apresenta sensibilidade de 89,0% e especificidade de 92,0% em rela¢&o aos
resultados combinados da imunofluorescéncia direta e isolamento viral. Sua principal
vantagem € a possibilidade de triagem de casos positivos para sete virus dentro de duas horas
apos a chegada das amostras ao laboratério. Cerca de 4,0% a 13,0% das laminas podem exibir
fluorescéncia inespecifica na triagem, o que pode ser minimizado através da leitura por um
microscopista experiente e confirmado pela reacdo com anticorpos monoclonais especificos
individuais.

Pelo menos um dos sete virus pesquisados foi encontrado em 33,2% das amostras
analisadas, com variacOes entre os quatro anos de estudo. Esse percentual esta de acordo com
0 descrito em outros paises — 19,0% a 54,0% — (CHEW et al., 1988; LAGOS et al., 1999;
LINA et al., 1996; MALDONADO et al., 1985; SAVY et al., 1996; SUNAKORN et al.,
1990; ZAMBRANO et al., 1999) e com a média de outros estudos no Brasil — 39,7% — que
variam de 9,2% a 100,0% (ARRUDA et al., 1991; DURIGON et al., 2000; MIYAO et al.,
1999; PORTES et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004; STRALIOTTO et al., 2002;
SUTMOLLER et al., 1995; VIEIRA et al., 2001). Os valores extremos, inferior e superior,
dessa taxa de prevaléncia foram observados em Curitiba (PR) e em Sdo Paulo (SP). Em
Curitiba, de 206 transplantados de medula 6ssea com doenca respiratoria, 19 (9,2%) tiveram
confirmacdo diagnostica para virus. Na cidade de S&o Paulo, todas as 35 criangas com menos
de dez meses estudadas tinham IRA de etiologia viral (DURIGON et al., 2000). Excluindo
esses dois valores, a taxa de prevaléncia das IRAs virais no Brasil varia de 16,4% a 60,3%.
Essa grande variabilidade pode ser explicada pelas diversas metodologias adotadas nos
estudos, incluindo a faixa etaria analisada, época do ano, setor de procedéncia do paciente,
sindrome clinica e técnica laboratorial empregada.

A prevaléncia do VSR observada nesse estudo foi de 21,0%. Entre os casos de
IRAs de etiologia viral, 0 VSR foi encontrado em 63,2% dos episodios. O ano de 2004
apresentou elevadas taxas de prevaléncia viral e do VSR em relacdo aos anos anteriores,

devido a realizacdo da coleta de amostras somente até o més de julho, periodo de maior



circulagdo viral na cidade. As taxas de prevaléncia do VSR relatadas na literatura variam de
0,0% a 62,1% no Brasil (ARRUDA et al., 1991; CHECON et al., 2002; CINTRA et al., 2001,
DURIGON et al., 2000; MACEDO et al., 2003; MELLO; PINHEIRO, 1986; MIYAO et al.,
1999; MOURA et al., 2003; PORTES et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004; STRALIOTTO
et al., 2001; STRALIOTTO et al., 2002; SUTMOLLER et al., 1995; VIEIRA et al., 2001) e
de 0,8% a 54,3% no mundo (CARBALLAL et al., 2000; CHEW et al., 1998;
CONSTANTOPOULOS et al.,, 2002; FARINA et al., 2002; HAZLETT et al., 1988;
JAMJOOM et al., 1993; KANEKO et al., 2002; LAGOS et al., 1999; LIN et al., 2004; LINA
et al., 1996; LOSCERTALES et al., 2002; SAVY et al., 1996; SUNAKORN et al., 1990;
TSAl et al., 2001; VARDAS et al., 1999; ZAMBRANO et al., 1999). Quando sdo observados
somente os casos de IRAs de etiologia viral, as taxas de prevaléncia descritas para 0 VSR
variam de 35,8% a 93,0% no Brasil (DURIGON et al., 2000; MIYAO et al., 1999; MOURA
et al., 2003; PORTES et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004; STRALIOTTO et al., 2002;
SUTMOLLER et al., 1995; VIEIRA et al., 2001) e de 7,1% a 93,0% nos outros paises
(CHEW et al., 1998; HAZLETT et al., 1988; LINA et al., 1996; SAVY et al., 1996;
SUNAKORN et al., 1990). Os trabalhos em que foram observadas as menores taxas de
prevaléncia do VSR foram realizados por Arruda et al. (1991) — 0,0% — Lin et al. (2004) —
0,8% — e Tsai et al. (2001) — 1,7% — sendo o primeiro realizado no Ceara (Brasil) e 0s outros
dois em Taiwan. O estudo do Ceara acompanhou criancas de bairro da periferia de Fortaleza,
através de visitas as residéncias trés vezes por semana, durante 29 meses. Segundo Arruda et
al. (1991), antes da realizacdo desse trabalho, 0 VSR havia sido isolado de varias amostras
clinicas em um estudo piloto na emergéncia de um hospital da cidade. O trabalho de Lin et al.
(2004) analisou amostras de swabs de garganta coletados de criangas com sintomas de IVAS
atendidas em ambulatorios. De acordo com os autores, a sele¢do do tipo de sindrome clinica,
a amostra utilizada e a pequena porcentagem de criangcas com menos de um ano estudada
(13,0%) poderiam explicar esse achado. Segundo Tsai et al. (2001), apesar de ter sido o
menos detectado, 0 VSR foi 0 mais prevalente virus entre criangas hospitalizadas.

A ocorréncia de co-infec¢es virais, observada nesse estudo em um percentual de
6,2%, ja foi relatada em outros trabalhos, em taxas que variam entre 1,8% e 8,3% (HAZLETT
et al., 1988; LAGOS et al., 1999; LIN et al., 2004; LINA et al., 1996; RODRIGUES et al.,
2004; SAVY et al., 1996; STRALIOTTO et al., 2002; SUTMOLLER et al., 1995; VIEIRA et
al., 2001). A asssociacdo VSR e Influenza foi a mais encontrada por Lagos et al. (1999) e
Sutmdller et al. (1995), semelhante aquela observada nesse estudo. Esses dois virus circulam
em Fortaleza em épocas do ano muito proximas e, as vezes, até iguais. Além das co-infeccBes

virais, as infeccdes mistas, envolvendo virus e bactérias, também sdo relatadas na literatura



(LOSCERTALES et al., 2002; JAMJOOM et al., 1993; MIYAO et al., 1999). A visdo
classica € que o virus provavelmente tem funcdo na iniciacdo da invasdo bacteriana
(NASCIMENTO-CARVALHO, 2001). No entanto, a infeccdo bacteriana ndo foi investigada
nesse estudo.

As infeccdes por VSR em Fortaleza mostraram um padrdo de ocorréncia sazonal
regular, com maior freqiiéncia no primeiro semestre do ano. Os periodos epidémicos tiveram
inicio em janeiro ou fevereiro, com duracdo de seis a sete meses e maior deteccdo de margo a
julho. Essa época do ano corresponde aos meses chuvosos na cidade, podendo-se observar
uma correlacdo linear positiva significativa entre as doencas por VSR e o indice
pluviométrico. O pico das infec¢des por VSR coincidiu com o pico de amostras coletadas de
criancas com sintomas de IRAs e com a maxima identificacdo de pelo menos um dos virus
pesquisados. Varios estudos demonstraram que existem variacbes em relacdo a ocorréncia
sazonal do VSR.

Em paises temperados, como Africa do Sul (MADHI et al., 2003; VARDAS et al.,
1999), Arabia Saudita (JAMJOOM et al., 1993), Argentina (CARBALLAL et al., 2000),
Australia (HIERHOLZER et al., 1994), Chile (AVENDANO et al., 1999), Estados Unidos
(GILCHRIST et al., 1994; MUFSON et al., 1988), Franca (LINA et al., 1996) e Japdo
(KANEKO et al., 2002; TSUTSUMI et al., 1988), as epidemias normalmente ocorrem no
inverno, podendo ir do final do outono até o inicio da primavera. Esse padrdo dependente da
temperatura parece ser independente das chuvas, uma vez que os meses frios tém elevada
pluviometria em alguns lugares como Santiago — Chile (AVENDANO et al., 1999), enquanto
que, em outros como Joanesburgo — Africa do Sul (MADHI et al., 2003) estdo associados a
poucas chuvas. Ao contrario, em Mogambique, 0 pico de detec¢do ocorreu na segunda metade
da época quente e chuvosa, quando 94,0% das amostras positivas foram coletadas
(LOSCERTALES et al., 2002).

Em éreas tropicais, os surtos de VSR variam com o local estudado, porém
normalmente estdo associados as chuvas, como ocorreu nesse trabalho. O pico geralmente
ocorre um a dois meses ap6s o inicio da estacdo chuvosa (WEBER et al., 1998). O Quénia
(HAZLETT et al., 1988) e Papua Nova Guiné (HIERHOLZER et al., 1994) sdo exemplos de
paises onde essa correlacdo foi observada. Em Singapura, as infec¢es por VSR apresentaram
marcada sazonalidade, com maior nimero de casos entre margo e agosto, com pico em maio e
junho, meses de baixa umidade, alta temperatura e elevada variacdo na temperatura diaria
(grande diferenca entre temperaturas maxima e minima). VariagcGes na temperatura poderiam
agir no epitélio respiratorio, levando a mudancas na permeabilidade e maior susceptibilidade a

infeccdes, engquanto que a baixa umidade favoreceria a sobrevivéncia de certos virus e



ocasionaria perda da infectividade de outros (CHEW et al., 1998). Na Tailandia, o virus s
ndo foi detectado no més de abril e o pico ocorreu de julho a fevereiro, final do verdo e
durante todo o inverno (SUNAKORN et al., 1990).

No Brasil, a ocorréncia do VSR nédo € uniforme em todas as regides. No Rio de
Janeiro (NASCIMENTO et al., 1991; SUTMOLLER et al., 1995) e em S&o Paulo (Cintra,
1997; CINTRA et al., 2001; VIEIRA et al., 2001), ambos localizados no sudeste do Brasil, 0s
surtos tiveram inicio em fevereiro, marco ou abril, com pequenas variacdes de ano para ano.
O pico das infec¢bes ocorreu no outono e foi declinando no inverno. O pico de VSR no
outono nesses estados ndo pdde ser associado com os meses frios nem com a estacao chuvosa.
Em S&o Paulo, o pico coincidiu com altos niveis de poluicdo do ar (VIEIRA et al., 2001). A
associacdo entre poluicdo ambiental e prevaléncia de VSR ainda ndo esta totalmente
elucidada. Em Santiago, uma das cidades mais poluidas do mundo, a prevaléncia do VSR
aumentou no inverno, época em que houve uma maior concentracdo de poluentes no ar
(ORELLANA, 2001). Avendafio et al. (1999), ainda no Chile, ndo observaram associacao
entre a prevaléncia do VSR e a contaminacdo aérea, 0 que poderia ser explicado pela auséncia
de um efeito direto sobre a salde a curto prazo. Além disso, os medidores de poluigdo
ambiental utilizados ndo seriam o0s mais adequados por ndo conseguirem medir particulas
pequenas, capazes de penetrar mais profundamente na arvore respiratoria. No Espirito Santo,
também localizado no sudeste do pais, 0 VSR foi detectado na maioria dos meses do ano,
exceto em agosto e dezembro. Cerca de 88,5% das amostras positivas foram coletadas entre
fevereiro e abril (CHECON et al., 2002; SILVA, 1999). No Rio Grande do Sul, estado com
clima temperado do sul do Brasil, as infec¢des por VSR mostraram um padréo dependente da
temperatura, entretanto o virus também circulou, mesmo em pequenas quantidades, no verao
(MACEDO et al., 2003; STRALIOTTO, 1995; STRALIOTTO et al., 2001; STRALIOTTO et
al., 2002). Registros de casos no verdo também foram feitos nos Estados Unidos
(GILCHRIST et al., 1994), Japdo (KANEKO et al., 2002), Quénia (HAZLETT et al., 1988) e
Papua Nova Guiné (HIERHOLZER et al., 1994). No Para, regido norte do Brasil, o surto
coincidiu com a estacdo chuvosa (MELLO; SILVA, 1992). Essa correlacdo com as chuvas
também foi observada na Bahia (MOURA, 2001; MOURA et al., 2003) e nesse estudo.
Salvador e Fortaleza apresentam muitas semelhangas, ambas sdo cidades litoraneas do
nordeste brasileiro, com clima tropical e alta umidade relativa do ar.

Em relacdo ao sexo, esse estudo mostrou haver uma diferenca estatisticamente
significativa quanto a prevaléncia do VSR em meninos e meninas, sendo que 0s casos em
criangcas do sexo masculino foram 1,200 vezes igual no sexo feminino. A proporcgdo

masculino/feminino encontrada foi de 1,35:1. Muitos trabalhos relatam a maior ocorréncia de



casos de VSR em meninos, mas normalmente sem diferenca estatistica (CHECON et al.,
2002; CONSTANTOPOULOS et al., 2002; JAMJOOM et al., 1993; KANEKO et al., 2002;
LOSCERTALES et al., 2002; MOURA et al., 2003; SILVA, 1999; STRALIOTTO, 1995;
STRALIOTTO et al., 2002; SUTMOLLER et al., 1995; VIEIRA et al., 2001). Cintra (1997)
e Tsai et al. (2001) observaram haver um predominio significante do género masculino em
relacdo ao feminino. Apesar dessa diferenca entre os sexos, no primeiro trabalho, as meninas
foram associadas a casos mais graves, enquanto nos leves e moderados foi mantido o
predominio dos meninos. Miyao et al. (1999) observaram haver diferenca estatistica entre
meninos e meninas infectados pelo VSR A (1,9:1). Em trés dos quatro anos de estudo, Glezen
et al. (1981) encontraram uma maior prevaléncia em meninos, porém no terceiro ano, quando
ocorreu a epidemia mais intensa, houve um predominio de meninas. Chew et al. (1998)
observaram haver um pequeno predominio de meninas (0,98:1). Weber et al. (1998) relataram
que em doze de quatorze trabalhos realizados em paises em desenvolvimento, 0s meninos
foram mais afetados pelo VSR, com uma média de 60,0%. Esse predominio seria resultado de
uma maior freqliéncia de IVAI de diferentes etiologias em garotos.

A semelhanca de outros trabalhos, observou-se que a medida que aumentou a
idade do paciente diminuiu a prevaléncia do VSR. Essa associacdo foi estatisticamente
significativa. Criancas no primeiro semestre de vida tiveram 3,126 vezes mais IRAs pelo VSR
em comparacgdo a criangcas com mais de cinco anos. Esses dados estdo de acordo com outros
da literatura que citam uma maior prevaléncia do VSR em crian¢as nos primeiros anos de
vida, principalmente abaixo dos seis meses de idade (CHEW et al., 1998; CINTRA, 1997,
CINTRA et al.,, 2001; CONSTANTOPOULOS et al., 2002; GLEZEN et al., 1981,
JAMJOOM et al., 1993; KANEKO et al., 2002; LIN et al., 2004; LINA et al., 1996;
LOSCERTALES et al., 2002; MIYAO et al., 1999; MOURA et al., 2003; STRALIOTTO et
al., 2002). Cintra et al. (2001) observaram que as infec¢des por VSR foram quase duas vezes
mais freqlientes no primeiro semestre de vida do que no segundo. Em um estudo feito por
Hazlett et al. (1988) com menores de cinco anos hospitalizados com IRA grave, 68,0% dos
pacientes tinham até doze meses de idade e 23,7% até trés meses, enquanto que, apenas
47,4% e 13,1% da populagdo estudada encontrava-se nesses grupos etdrios. Uma recente
revisao revelou que 10,0% a 28,0% das criangas hospitalizadas por VSR tinham menos de
seis semanas de idade, 49,0% a 70,0%, menos de seis meses e 66,0% a 100,0%, menos de um
ano (SIMOES, 2003). O nascimento da crianca imediatamente antes ou durante o surto de
VSR aumenta, em média, duas vezes o risco de hospitalizacdo (AUJARD; FAUROUX, 2002;
DAGAN et al., 1993; GLEZEN et al., 1981; SIMOES, 2003). Vieira et al. (2001),

observando pacientes internados com até quinze anos de idade, descreveram a predominancia



significante do VSR sobre todos 0s outros agentes virais em criangas menores de dois anos. A
maior identificacdo ocorreu em lactentes no primeiro més de vida. De quatorze criangas dessa
idade avaliadas, treze (92,9%) foram positivas para algum dos virus pesquisados e em 100,0%
dos casos esse virus foi 0 VSR. Em nosso trabalho, 3,2% (13/409) das criangas positivas para
VSR tinham até um més de idade. Dos treze lactentes, oito foram provenientes da emergéncia
e cinco, das enfermarias. Em relacdo ao diagnostico, somente dois apresentavam IVAS, ao
passo que onze tinham IVAI, sendo nove casos de bronquiolite, um de pneumonia e um de
bronquiolite e pneumonia. Somente uma crianga tinha uma doenga associada
(laringotraqueomaldcia). A literatura afirma ser infrequente a doenga grave por VSR nas
primeiras seis semanas de vida, idade em que os titulos de anticorpos derivados da mae ainda
seriam elevados (DOMACHOWSKE; ROSENBERG, 1999). Entretanto, outras pesquisas tém
evidenciado que lactentes nascidos com altos titulos de anticorpos desenvolveriam infeccdo
numa idade mais avancada e criancas infectadas na presenca de moderados niveis de
anticorpos teriam doenca mais leve do que criangas infectadas com niveis baixos ou
indetectaveis (GLEZEN et al., 1981). Essa ocorréncia de I\VAI causada por VSR em criancas
com menos de trinta dias de vida j& havia sido observada (CHECON et al., 2002; SILVA,
1999).

O maior percentual de casos positivos para VSR foi encontrado nas enfermarias,
seguido pela emergéncia e ambulatorios. A associacdo entre o setor de procedéncia da
amostra e a infeccdo pelo VSR foi estatisticamente significativa e pacientes hospitalizados
tiveram 1,589 vezes mais infeccdo do que criancas atendidas em ambulatorios e 0,670 vezes
mais quando comparadas a pacientes da emergéncia. Esse papel do VSR na hospitalizacdo de
criancas ja € bem conhecido. O VSR é o mais prevalente virus entre criancas hospitalizadas e
seu periodo epidémico esta associado ao maximo de internacGes por IVAI e a um aumento no
nimero de criancas atendidas em servicos de emergéncia (AVENDARNO et al., 1999;
CINTRA et al., 2001; LAGOS et al., 1999; TSAI et al., 2001). Leader e Kohlhase (2003)
relataram a importancia do VSR em atendimentos de emergéncia e enfermarias. Devido a
dificuldade de identificacdo do agente responsavel pela IVAI durante a consulta de
emergéncia, os autores definiram um caso de VSR quando o diagndstico primario era
bronquiolite ou pneumonia, ocorrido entre novembro e abril, quando o virus é epidémico nos
Estados Unidos. De 1997 a 2000, 718.008 menores de um ano foram atendidos em servigcos
de emergéncia com diagnostico primario de bronguiolite durante o surto de VSR, com uma
média anual de 22,8/1000. Em janeiro e fevereiro, meses de pico do virus, ocorreram 48,0%
dos atendimentos. No mesmo periodo, 359.012 criangas foram hospitalizadas com diagnostico

primario de bronquiolite por VSR (22,7/1000); um total de 384.110 tiveram diagnostico



primario e secundario de VSR (24,3/1000). O pico das internacBes ocorreu em fevereiro e
76,0% delas foram de menores de seis meses. Nos quatro anos de estudo, as visitas as
emergéncias custaram, aproximadamente, $ 202 milhdes, excluindo custos com oximetria de
pulso e medicamentos prescritos. As internagdes foram responsaveis por mais de $ 2,6
bilhGes, sem incluir os custos dos servicos médicos, gastos antes e apds as hospitalizacbes e
com as prescri¢des. Diversos autores estimaram os custos das infecgdes por VSR e relataram
que elas custam caro ao sistema de salide (BREDENBERG; GRAHAM, 2001; FARINA et
al., 2002; MIEDEMA et al., 2001; RIETVELD et al., 2004). Além disso, essas doengas
geram auséncia das criancgas na escola e dos pais e responsaveis no trabalho (BREDENBERG,;
GRAHAM, 2001; MIEDEMA et al., 2001). Apesar da importancia das infec¢des causadas
por VSR para o sistema de saude, nenhum trabalho com relacdo aos custos dessas doencgas foi
realizado ainda no Brasil.

Quanto aos diagnosticos, o VSR foi identificado tanto em IVAS quanto em IVAL.
O virus foi mais detectado entre os casos de bronquiolite, seguido pelos de pneumonia e
IVAS. Em alguns casos houve a concomitancia de dois diagnosticos, sendo a associacdo de
bronquiolite e pneumonia a mais comum. A correlagdo do VSR com as IVAI, principalmente
a bronquiolite, foi relatada por Chew et al. (1998), Jamjoom et al. (1993), Loscertales et al.
(2002), Macedo et al. (2003) e Moura et al. (2003). Lina et al. (1996) e Miyao et al. (1999)
descreveram ser o0 virus o responsavel pela maioria dos casos de bronquiolite, observando
diferencas estatisticamente significativas quando esses casos foram comparados com
bronquiolites causadas por outras viroses. No primeiro estudo, a bronquiolite foi observada
em quase metade (44,5%) dos pacientes infectados por VSR. Dagan et al. (1993) relataram
que, de 120 criancas menores de dois anos hospitalizadas com bronquiolite, em 83 (69,0%)
houve confirmacdo diagndstica para VSR. Pacientes com bronquiolite por VSR representaram
18,0% de todas as hospitalizacbes em menores de nove meses de idade e 35,0% das
internagdes por problemas respiratdrios nessa faixa etaria.

O desfecho das IVAI causadas por VSR geralmente é favoravel, mas complicacfes
respiratorias, infecciosas, cardiovasculares e eletroliticas podem ocorrer. Willson et al. (2003)
observaram que 79,4% das criangas com menos de um ano de idade hospitalizadas com
bronquiolite ou pneumonia por VSR tiveram uma ou mais complica¢cbes. A maioria delas
(55,4%) ndo foi séria, porém a presenca de complicacdes foi significantemente associada a
uma maior duracao na hospitalizacéo.

Alguns estudos tém mostrado uma correlagdo entre bronquiolite por VSR e a
ocorréncia de asma (FONSECA; GRISI, 2003; SIGURS, 2002). Fonseca e Grisi (2003)

revisaram artigos que avaliavam sequielas da bronquiolite por VSR e concluiram que criancas



hospitalizadas com bronquiolite causada por VSR tém, em média, 50,0% mais de chance de
desenvolver asma até os seis a dez anos de idade. Na tentativa de explicar essa observacéo,
duas hipdteses foram levantadas. A primeira delas € a de que algumas criancas teriam
predisposicdo a bronquiolite causada por VSR e a asma. Nesse caso, 0 virus seria apenas um
marcador dessa condicdo. Essa predisposicdo estaria relacionada a uma hipersensibilidade a
alérgenos, hiperreatividade brénquica e a alteraces na anatomia e/ou fisiologia pulmonar que
ja estariam presentes antes da infeccdo pelo VSR. A segunda hipdtese propbe que o virus
seria diretamente responsavel pela asma. Durante o episodio de bronquiolite, o dano causado
a mucosa do trato respiratdrio pela resposta inflamatéria do hospedeiro ao VSR contribuiria
para a sensibilidade a alérgenos ou para exposicdo de receptores irritantes, resultando em
asma. A administracdo de imunoglobulina contra VSR em criangas com doenca pulmonar
crénica, acompanhadas por sete a dez anos, mostrou ter efeito a longo prazo em parametros
imunolégicos e respiratorios relevantes no desenvolvimento da asma (WENZEL et al., 2002).
Por ndo se tratar de um estudo longitudinal, esse aspecto ndo foi observado em nosso trabalho.

Em relacdo ao setor de coleta das amostras positivas e o diagnostico também foi
observada diferenca estatistica, sendo a maior positividade de bronquiolite e pneumonia por
VSR identificada nas enfermarias, seguida pela emergéncia e, por Gltimo, o ambulatério. Para
as IVAS a ordem € a inversa. Esse achado ja era esperado, uma vez que as IVAI sdo mais
graves do que as IVAS e concorda com o trabalho de Moura et al. (2003), desenvolvido em
Salvador, onde as IVAS foram mais frequentes na emergéncia, enquanto que as IVAI, nas
enfermarias, com diferenca estatistica significante. Tal estudo ndo avaliou criangas atendidas
em ambulatorios.

A associacdo entre as sindromes clinicas e a idade em pacientes infectados pelo
VSR foi estatisticamente significativa. Bronguiolite foi mais comum nos primeiros seis meses
de vida. Pneumonia foi mais prevalente em pacientes na faixa etaria entre um e dois anos de
idade. Quanto maior a idade da crianga maior o percentual de IVAS causadas pelo VSR. O
papel do VSR como principal patégeno responsavel por IVAI nos primeiros anos de vida ja
foi discutido anteriormente. As reinfec¢bes pelo virus sdo comuns durante toda a vida e
tendem a limitar-se ao trato respiratdrio superior nas criancas mais velhas e adultos saudaveis
(COLLINS et al., 1996; OGRA, 2004). Lina et al. (1996) analisaram amostras de pacientes de
diferentes idades com doenca respiratdria aguda “semelhante a gripe”. De 108 espécimes
clinicos positivos para VSR, 17 (15,7%) foram de pacientes entre 10 e 65 anos de idade.
Houve a deteccdo do virus em um paciente com mais de 65 anos.

Criancas infectadas pelo VSR apresentaram mais dispnéia, coriza, espirros e

cianose quando comparadas a pacientes negativos para o virus, com diferenca estatistica. A



associacao entre o primeiro episddio de dispnéia e a presenca do VSR foi estatisticamente
significativa e foi resultante da elevada prevaléncia do virus em criangas pequenas. Pacientes
infectados pelo VSR apresentaram menos dor de garganta e otite do que pacientes nédo
infectados por esse virus. Criancas infectadas ou ndo pelo VSR ndo mostraram diferencas
quanto a apresentacdo de febre, rouquiddo, cefaléia, exantema, anorexia, tosse, diarréia,
vOmito, obstrucdo nasal, conjuntivite e convulsdo. Os sinais e sintomas apresentados
dependem do tipo de sindrome clinica e ja foram descritos na parte introdutéria desse
trabalho. No caso de IVAI, de uma maneira geral, ocorre dificuldade respiratéria, podendo-se
observar retracdo da parede torécica, freqliéncia de até 80 incursdes respiratorias por minuto e
cianose nos casos graves (GARCIA; SANT’ANNA, 2002; SANT’ANNA; D’ELIA, 1998;
TRISTRAM; WELLIVER, 1995). Podem aparecer tosse, febre (geralmente baixa), irritacéo,
insOnia, anorexia e vomitos (GARCIA; SANT’ANNA, 2002; LEMLE et al., 2002). No
trabalho de Dagan et al. (1993), tosse, expiracao prolongada, taquipnéia, sibilancia e rinorréia
foram os principais achados clinicos em pacientes em que houve a confirmacao diagnostica
para VSR. Febre foi presente em apenas 40,0% deles. Segundo Loscertales et al. (2002), o
perfil clinico das infec¢Bes pelo VSR inclui criancas apresentando tosse, febre e dispnéia, com
acentuada tiragem e elevada freqiiéncia respiratéria, mas capaz de alimentar-se e reagir a
estimulos externos. Straliotto (1995), em sua dissertacdo de mestrado, observou uma maior
freqiiéncia de alguns sinais e sintomas em criancgas infectadas pelo virus, entretanto, nenhum
deles isolado mostrou valores satisfatorios de sensibilidade e especificidade de modo a sugerir
uma infeccgdo viral. Essa auséncia de sinais e sintomas constitucionais poderia ser explicada
pela reportagem pobre e, até mesmo ausente, de criangas pequenas (LINA et al., 1996).
Aproximadamente 9,5% (39/408) das criancas com VSR nesse estudo
apresentaram pelo menos um problema associado, que seria um fator de risco para doenca
grave. A prematuridade foi a condicdo mais encontrada na populagdo estudada e entre os
pacientes infectados pelo VSR. Entre as criancas cardiopatas houve uma maior detecgdo do
virus. Houve a associacdo de prematuridade e cardiopatia em uma crianga positiva para VSR.
Algumas criancas infectadas por esse agente apresentaram problemas pulmonares congénitos
isolados ou em conjunto com a prematuridade. A presenca de laringotraqueomalacia foi
observada em um paciente infectado por VSR. A anélise da gravidade das infeccBes causadas
por VSR ndo foi objetivo desse trabalho, porém pdOde-se observar uma associacdo
estatisticamente significativa entre o setor de procedéncia das criancas e a presenca de
doencas associadas. Dos 39 pacientes, 15,4% foram atendidos em ambulatérios, 41,0% na
emergéncia e 43,6% estavam hospitalizados. Esses percentuais permitem a possibilidade de

uma medida indireta da gravidade das infeccbes por VSR em criangas com problemas



associados. O grupo de risco inclui pacientes com disfungdes cardiacas e/ou pulmonares
congénitas, prematuros e imunossuprimidos (AUJARD; FAUROUX, 2002; BODEY et al.,
1997; COLLINS et al., 1996; CONSTANTOPOULOS et al., 2002; COUCH et al., 1997;
HOFFMAN et al.,, 2004; HORN; SMOUT, 2003; KANEKO et al.,, 2001; LEADER,;
KOHLHASE, 2003; MADHI et al., 2003; OGRA, 2004; RAAD et al., 1997; RIETVELD et
al., 2004; SAMPALIS, 2003; TAYLOR et al., 2001; WELLIVER, 2003; WILLSON et al.,
2003). AlteracBGes anatdmicas e fisioldgicas cardiacas e/ou pulmonares intensificariam as
complicacdes das infecgbes por VSR (CABALKA, 2004). A prematuridade, isolada ou
acompanhada de disfuncGes cardiacas e/ou pulmonares, é outro importante fator de risco para
doencga grave por VSR, em decorréncia de baixos titulos de 1gG, desenvolvimento incompleto
das vias aéreas, reduzida capacidade muscular e imaturidade dos sistemas imune e respiratério
(AUJARD; FAUROUX, 2002; WELLIVER, 2003). As viroses respiratorias podem causar
doengas graves em imunocomprometidos, devido a uma persistente replicacdo viral nos
pulmdes (WELLIVER, 2003). Atualmente existe a suspeita da existéncia de outros grupos de
risco, que incluem criangas com traqueostomia, fibrose cistica, problemas neuroldgicos e
outras condicbes (WELLIVER, 2003).

A média do tempo de internacdo dos pacientes positivos para VSR foi de 12,83
dias, na presenca de algum problema associado, e 8,93 dias, na auséncia. Nos pacientes em
que nao houve a identificacdo do virus, essa média foi de 13,26 e 11,75, respectivamente. A
analise dessas medias ndo mostrou diferenca estatistica. Segundo a literatura, a hospitalizacédo
dura, em média, cinco a seis dias, sem diferenga estatistica entre pacientes positivos e
negativos para VSR (JAMJOOM et al., 1993; MIYAO et al., 1999; WILLSON et al., 2003).
Rietveld et al. (2004) observaram que criancas de risco com VSR permaneceram
hospitalizadas por mais tempo. Madhi et al. (2003) concluiram que, além de uma internacao
mais longa (sem diferenca estatistica), esses pacientes necessitaram de mais cuidados
intensivos (com diferenca entre os grupos). No trabalho de Jamjoom et al. (1993), o tempo
médio de internacdo de criancas com IRAs por VSR e problemas cardiopulmonares foi 13,5
dias.

O VSR frequentemente causa doenca grave, mas normalmente ndo leva a morte
(LOSCERTALES et al., 2002). A taxa de mortalidade pode variar de 0,5%, em paises
desenvolvidos, a 6,0%, em nacbes em desenvolvimento (COLLINS et al., 1996; WEBER et
al., 1998). Estudos brasileiros tém revelado taxas de mortalidade variando entre 0,0% e 0,5%
(CINTRA, 1997; MIYAO et al., 1999; MOURA et al., 2003; VIEIRA et al., 2001). Essa taxa
é bem mais expressiva em pacientes pertencentes ao grupo de risco, podendo atingir 44,0%
(COUCH et al., 1997; COLLINS et al., 1996). Nesse estudo, houve o 6bito de uma crianga



das 409 infectadas pelo VSR (0,24%). O paciente era do sexo masculino, tinha trés meses de
idade e faleceu ap6s 28 dias de internacdo, em margo de 2004, més de pico do VSR no ano.
Ao contrario do esperado, a crianga ndo apresentava nenhum fator de risco para doenca grave
e foi hospitalizado com diagndstico inicial de bronquiolite, desenvolvendo, posteriormente,
pneumonia bacteriana e septicemia. Em 1999, nos Estados Unidos, 9013 criangas morreram
durante o periodo pés-neonatal (28 a 365 dias apds o nascimento); 372 foram atribuidas
especificamente ao VSR e IVAI; 84 ocorreram em criancas que tinham pelo menos uma co-
morbidade de doenga cardiaca congénita, doenca pulmonar crbnica ou anormalidades
cromossomiais (LEADER; KOHLHASE, 2003).

As correlacdes entre o nimero de habitantes no domicilio do paciente, o nimero
de moradores por comodo, a presenca de fumantes na familia e a infec¢do por VSR nédo foram
estatisticamente significativas. A presenca de familiar com IRA concomitante a crianga e a
infecgdo pelo VSR mostrou significancia estatistica. A frequéncia das criangas em creche ou
escola mostrou-se um fator protetor da doenca causada pelo virus. Esse achado pode ter sido
resultante do pequeno nimero de criancas positivas para VSR que freqlientavam creche ou
escola observadas nesse estudo (9,0% - 37/409). As criancas mais afetadas pelo VSR estavam
numa faixa etaria em que normalmente ndo vdo a creches ou escolas. Alguns fatores
relacionados as condigcdes soOcio-econdmicas sdo citados na literatura como sendo
responsaveis por aumentar a prevaléncia da doenca por VSR ou a sua gravidade. Dentre eles
estdo aglomeracdo, exposicdo ao fumo, escolaridade materna e baixo nivel s6cio-econdmico
(AUJARD; FAUROUX, 2002; GLEZEN et al.,, 1981; LEADER; KOHLHASE, 2003;
MONTO, 2004; SILVA, 1999; SIMOES, 2003).

Prietsch et al. (2002) estudaram a influéncia de alguns desses fatores na doenca
aguda das vias aereas inferiores em menores de cinco anos. O risco de doenca foi 65,0%
maior para criangas que tinham maes com baixo nivel de escolaridade e 50,0% maior quando
as familias tinham renda mensal inferior a $ 200. Quanto maior o nimero de pessoas no
domicilio, maior a quantidade de cigarros fumados pelas mées e mais desfavoraveis as
condic¢des de moradia maior o risco de IVAI. Houve uma tendéncia linear de associacdo entre
0 numero de cigarros fumados pelas gestantes e a presenca de doenca atual nas criancas.
Idade materna igual ou superior a 30 anos foi identificada como um fator de protecéo.
Nascimento-Carvalho et al. (2002), ao analisar criangas com pneumonia atendidas nos
servigcos de emergéncia de um hospital publico e um privado, constataram que os grupos de
pacientes mostraram diferencas na duracdo da hospitalizacdo e mortalidade. Criangas de
familias de baixo nivel socio-econobmico tiveram IVAI mais graves quando comparadas com

criangas de padrdo socio-econémico medio a alto.



Quando a pesquisa € realizada diretamente para as infec¢bes causadas
especificamente pelo VSR os resultados sdo semelhantes. O fator aglomeracdo e a presenca
de VSR foram estudados por Aujard e Fauroux (2002), Silva (1999) e Simdes (2003).
Qualquer fator que proporcione 0 contato de pessoas com as criangas, seja em casa ou em
outros ambientes, pode ser associado a ocorréncia das infeccbes (AUJARD; FAUROUX,
2002). A transmissdo de viroses respiratorias na familia e em creches ou escolas tem sido
documentada (MONTO, 2004). Familiares adquirem a infeccdo em outros lugares, como no
trabalho, por exemplo, e a transmitem para as criangas pequenas. O mesmo ocorre com as
criangas que freqiientam creche ou escola. Cintra et al. (2001) observaram relagéo entre o
inicio da alta atividade do VSR e a volta as aulas. Segundo eles, é incerto se ha uma relacéo
entre os dois eventos, mas a reunido de criangas susceptiveis nas escolas poderia ser um
importante meio de transmisséo para as criangas menores que ficam em casa, com aumento
das doencas relacionadas ao VSR e admissdo em hospitais pouco tempo depois disso.

A exposicdo ao fumo antes e ap0s 0 nascimento ainda ndo tem um efeito
completamente estabelecido nas infec¢des por VSR. Aujard e Fauroux (2002) o consideraram
um fator de risco fortemente associado as infecg¢fes; Simdes (2003) concluiu que o seu efeito
precisaria ser medido em estudos futuros.

O nivel de escolaridade materna, a renda familiar e, conseqlientemente, as
condicdes de moradia também tém sido analisados. De acordo com Monto (2004), a
freqiiéncia da doenca declinou com o aumento da renda familiar. Essa observacédo
provavelmente estaria relacionada a melhores condi¢cdes de moradia e menor aglomeragéo.
Para Glezen et al. (1981), é logico sugerir que o risco de exposi¢cdo numa idade precoce é
maior em setores de baixa renda, onde o tamanho da familia € geralmente maior e os quartos
sdo divididos por muitas pessoas. Nos Estados Unidos, a taxa de mortalidade associada ao
VSR foi mais elevada entre criangas com mées com idade inferior a 20 anos ou que tinham
baixa escolaridade. Outros fatores foram associados, como uso de tabaco na gravidez e
inadequado pré-natal, definido como tendo inicio apds o 4° més de gravidez ou realizacao de
menos de 50% das visitas recomendadas.

Nos periodos epidémicos analisados, os dois grupos do VSR circularam
simultaneamente. As porcentagens de A e B foram relativamente iguais, com um pequeno
predominio de A em 2004. Algumas amostras reagiram tanto com os anticorpos monoclonais
dirigidos ao grupo A quanto ao grupo B e outras ndo mostraram reacdo especifica para
nenhum dos dois grupos. A frequéncia dos grupos A e B do VSR ¢ variavel entre os periodos
epidémicos em diferentes partes do mundo. Os trabalhos mostram uma co-circulagéo dos dois

grupos, mas normalmente com uma dominancia do grupo A (ANDERSON et al., 1991;



CANE et al., 1994; CARBALLAL et al.,, 2000; CINTRA, 1997; CINTRA et al., 2001,
HENDRY et al., 1989; HIERHOLZER et al, 1994; KNEYBER et al., 1996;
LOSCERTALES et al., 2002; MADHI et al., 2003; McINTOSH et al., 1993; MOURA et al.,
2003; MUFSON et al., 1988; SILVA, 1999; SIQUEIRA; NASCIMENTO, 1990;
STRALIOTTO, 1995; STRALIOTTO et al., 2001; STRALIOTTO et al., 1994). Outros tém
mostrado a deteccdo dos dois grupos em percentuais equivalentes ou com uma predominancia
do grupo B (AKERLIND; NORRBY, 1986; HORNSLETH et al., 1998; TSUTSUMI et al.,
1988). Em estudos de maior duragdo, apos analise de varias epidemias anuais, observa-se que
0 grupo A predomina na maioria dos anos. Nos 15 anos de trabalho em Rochester (Estados
Unidos), o predominio de A ocorreu em nove anos (83,0% a 100,0%), o de B em dois e
(78,0% a 85,0%), em quatro anos, os grupos foram identificados em percentuais equivalentes
(40,0% a 60,0%) (HALL et al., 1990). Os dois grupos aparecem paralelamente, ndo sendo
observadas diferencas temporais ou geogréaficas na deteccdo (AKERLIND; NORRBY, 1986).
Esses achados epidemioldgicos poderiam ser explicados pelo desenvolvimento de uma
imunidade grupo-especifica, levando-se em consideracdo duas alternativas. A primeira é a de
que a comunidade seria protegida contra a proxima exposicdo a0 mesmo grupo apds uma
série de epidemias causadas por ele. A segunda delas € a de que a escassez de um grupo em
periodos epidémicos sucessivos poderia reduzir a protecdo imunoldgica contra essa amostra e,
como resultado, ela ocasionaria um surto em seguida (TSUTSUMI et al., 1988). O VSR B
poderia provocar uma imunidade mais completa ou mais duradoura. A geracdo de protecdo
cruzada entre os grupos também poderia ser considerada, entretanto carece de estudos mais
detalhados. Outra possibilidade consiste no desenvolvimento de uma doenga menos grave
pelo grupo B, conseqlientemente ele poderia ser menos detectado (HALL et al., 1990).
Algumas pesquisas até entdo realizadas contradizem esta hipdtese ao evidenciarem uma maior
patogenicidade ao grupo B (CARBALLAL et al.,, 2000; HORNSLETH et al., 1998;
STRALIOTTO et al., 1994) ou ao ndo atribuirem diferencas quanto a gravidade das doengas
provocadas pelos dois grupos (CINTRA, 1997; CINTRA et al., 2001; FLETCHER et al.,
1997; KNEYBER et al., 1996; McINTOSH et al., 1993). O grupo B poderia ser identificado
com menos freqliéncia devido a uma maior dificuldade no diagndstico laboratorial. Esse
grupo tende a crescer mais lentamente em cultura de células, desenvolvendo menos
freqlientemente sincicios e gerando titulos mais baixos de particulas infecciosas (HALL et al.,
1990; HIERHOLZER et al., 1994). Além disso, o grupo A tem mostrado reacdo mais forte
com anticorpos monoclonais em reagdes como IF e ELISA (HIERHOLZER et al., 1994). A
ocorréncia de amostras ndo-A ndo-B e A e B tem sido relatada na literatura (CINTRA, 1997,
CINTRA et al., 2001; MOURA et al., 2003; RUSSI et al., 1989; TSUTSUMI et al., 1988). A



disponibilidade de poucas células para caracterizacdo, com reduzido nimero de epitopos
virais, pode ndo permitir a deteccdo do grupo de VSR envolvido na infeccdo. A existéncia de
um novo grupo ou a co-infeccdo por amostras A e B tem sido sugerida (RUSSI et al., 1989).
Mufson e Stanek (1996) identificaram uma variante do grupo A, designada A-Var, entre
amostras coletadas no periodo de julho de 1993 a junho de 1994, em Huntington (Estados
Unidos). De 50 amostras pertencentes ao grupo A, sete reagiram com anticorpos monoclonais
contra a proteina F do grupo B. A reacdo, entretanto, ndo ocorreu com as outras amostras do
grupo A. As amostras do subgrupo A-Var apresentaram fragmento F2 com peso molecular
intermediario ao do fragmento dos grupos A e B. O peso molecular foi idéntico nas sete
amostras. O subgrupo A-Var foi detectado durante o periodo epidémico do VSR e néo
apresentou varia¢des quanto ao sexo, idade e manifestacdes clinicas dos pacientes que tiveram
infeccdo pelos grupos A e B do virus. Segundo os autores, o subgrupo A-Var poderia ser
conceituado como um outro grupo do VSR.

Cerca de 29,8% (122/409) das amostras positivas para VSR e estocadas a —20°C
foram inoculadas em células HEp-2. O VSR replica-se em uma variedade de células humanas
e animais, estando as linhagens celulares HEp-2 e HeL a entre as mais eficientes para detec¢éo
e propagacdo do virus (COLLINS et al., 1996; PIEDRA et al., 1997; TRISTRAM,;
WELLIVER, 1995). O VSR ¢ rapidamente adsorvido as células sensiveis; 50,0% do virus ja
estdo ligados as células da cultura apos duas horas de inoculacdo e 80,0% ap0s quatro horas
(TRISTRAM; WELLIVER, 1995). A replicacdo viral é lenta, sendo que o ECP normalmente
aparece entre trés e sete dias nas culturas como células gigantes multinucleadas com granulos
eosinofilicos caracteristicos no citoplasma (COLLINS; POLLARD, 2002; COLLINS et al.,
1996). Segundo Siqueira et al. (1986), 70,0% das amostras exibem sincicios apds o sexto dia
de inoculagdo. Em cultura de células, a maxima replicacéo viral é obtida com a inoculacdo em
monocamadas em que as células ainda ndo estejam totalmente confluentes. Em média, 26,0%
das cepas de VSR crescem sem a formagédo de ECP (TRISTRAM; WELLIVER, 1995). Em
humanos e animais experimentais, muitas células infectadas contém um unico nucleo, sendo
observado que a formacdo de sincicios ndo é um passo imprescindivel para a injuria e morte
celular (COLLINS et al.,, 1996). Diversos meios de cultura sdo apropriados para o
crescimento do VSR; a concentracdo de célcio e glutamina séo criticas para a formacao de
ECP (COLLINS et al., 1996; TRISTRAM; WELLIVER, 1995). A grande labilidade do VSR
requer cuidados no transporte, manuseio e estocagem da amostra, na tentativa de conservacao
da infectividade viral (COLLINS et al., 1996; PIEDRA et al., 1997; TRISTRAM,
WELLIVER, 1995). Espécimes clinicos a serem submetidos ao cultivo celular devem ser

transportados ao laboratorio em gelo e mantidos a 4°C no periodo compreendido entre a coleta



e a inoculacdo. O congelamento e descongelamento das amostras frequentemente resultam em
completa perda da infectividade (COLLINS et al., 1996). De acordo com Hall e McCarthy
(2000), um unico ciclo de congelamento e descongelamento lento ocasiona perda de 50,0% a
100,0% da infectividade viral. Nesse trabalho, a taxa de isolamento de amostras armazenadas
em condi¢cOes desfavoraveis esta de acordo com os dados citados acima. O percentual de
positividade foi de 0,0%, 32,0% e 36,8% nos anos de 2002, 2003 e 2004, respectivamente. A
determinacdo das taxas de isolamento do VSR a partir de amostras de diferentes anos,
estocadas a —20°C, permite uma estimativa da perda da infectividade viral de acordo com o
tempo de armazenamento. O estoque das secre¢des de nasofaringe nessas condigdes ocorreu
devido a falta de um freezer a —70°C. Essa caréncia de recursos financeiros para compra e/ou
manutencdo de equipamentos e reagentes € comum em instituicdes puablicas brasileiras,
principalmente em regides menos desenvolvidas, como o Nordeste. Os resultados obtidos
podem ser Uteis para outros laboratorios que, de maneira semelhante, ndo tenham acesso a
equipamentos mais caros.

Esse trabalho demonstra a importancia do VSR como agente etiologico de IRAS,
especialmente IVAI, em criangas nos primeiros anos de vida. A observacdo do periodo de
circulacdo do virus em Fortaleza e das caracteristicas clinicas mais freqlientemente associadas
a essas infec¢des podem auxiliar no uso racional de antibidticos, com a instituicdo de medidas
terapéuticas adequadas. Além disso, permitem que 0s responsaveis pelos servicos de salude
organizem-se para uma expectativa maior de atendimentos no periodo epidémico,
providenciando mais leitos hospitalares e prevenindo a ocorréncia de infecgdes nosocomiais.

Em virtude da populacdo estudada apresentar condi¢des sdcio-econdmicas
semelhantes, sugerimos uma melhor caracterizacdo sobre a influéncia desses aspectos nas
IRAs causadas por VSR através de trabalhos em populacGes heterogéneas.

Os dados iniciais obtidos nesses quatro anos de estudo fornecem uma base para se
conhecer melhor a epidemiologia das infeccbes por VSR em Fortaleza e a manutencdo de

amostras permite estudos futuros baseados em analises genémicas.



6 CONCLUSOES

v A prevaléncia do VSR encontrada foi de 21,0%.

v" Os periodos epidémicos estudados tiveram inicio em janeiro ou fevereiro, pico de
marco a julho e término em julho ou agosto. A ocorréncia do VSR na cidade de

Fortaleza mostrou um padrédo sazonal regular associado as chuvas.

v" As infecgbes causadas pelo virus foram mais freqlientes em criangas do sexo

masculino.

v' A prevaléncia das infecces por VSR na populacdo estudada foi maior em criancas
com até dois anos. A medida que aumentou a idade do paciente diminuiu a prevaléncia

desse agente.

v' Os setores de enfermarias e emergéncia foram os locais onde houve maior

identificacdo do virus.

v Bronquiolite e pneumonia foram as sindromes clinicas mais associadas ao VSR.

v Dispnéia, coriza, espirros e cianose foram os sinais e sintomas significativos nas

infeccdes causadas pelo virus.

v' Dentre as condig¢des sOcio-econdmicas investigadas nesse estudo, somente foi

significativa a associacao entre historia familiar de IRA e infeccéo pelo VSR.

v Os grupos A e B do VSR co-circularam nos periodos epidémicos analisados, sem uma

predominancia significativa de qualquer grupo antigénico.

v" A taxa de isolamento do VSR foi de 0,0%, 32,0% e 36,8% a partir de amostras
estocadas a —20°C e coletadas nos anos de 2002, 2003 e 2004, respectivamente. A
conservagdo das amostras em condigdes desfavordveis ndo impossibilitou o
isolamento em cultura de células até um ano apo6s seu congelamento; 0 mesmo ndo

ocorreu com amostras armazenadas por dois anos.
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ANEXO | - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PERFIL EPIDEMIOLOGICO DAS INFECCOES POR VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO EM CRIANCAS EM HOSPITAL TERCIARIO DA CIDADE DE
FORTALEZA - CEARA

O objetivo desta pesquisa € conhecer os aspectos epidemioldgicos das
infeccbes por VSR em criancas apresentando doenca respiratoria aguda, atendidas em
ambulatorio, enfermarias ou servico de emergéncia no Hospital Infantil Albert Sabin,
localizado na cidade de Fortaleza.

Serd coletada a secrecdo nasal da crianga, através de aspiracdo, com a
introducdo, em uma das narinas, de uma sonda uretral acoplada a uma seringa. Caso ndo seja
coletado material suficiente para o exame (1 a 2mL), o procedimento sera repetido na outra
narina. O responsavel deve ajudar a conter a crianga, permanecendo no local durante toda a
coleta. A crianga pode chorar ou ficar irritada. Raramente, pode ocorrer sangramento da
mucosa nasal.

O responsavel pela crianca ou 0 médico que acompanha o caso poderdo ter
acesso ao resultado obtido.

Em caso de davida ou solicitacdo de resultado, entrar em contato com lla
Fernanda da Silva Nunes ou Profé. Dr2 Fernanda Edna Aradjo Moura, telefone n° 288-8303.

Eu, , declaro que

apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,

concordo em deixar o menor de idade

participar do presente protocolo de pesquisa, sendo eu o seu responsavel legal.

Fortaleza, de de 200

Assinatura do Responsavel pela Crianga

Assinatura do Responsavel pela Coleta



ANEXO Il - Ficha Epidemiologica

PERFIL EPIDEMIOLOGICO DAS INFECCOES POR VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO EM CRIANCAS EM HOSPITAL TERCIARIO DA CIDADE DE
FORTALEZA - CEARA

DADOS PESSOAIS

Nome do Paciente:

Bairro: Telefone: Pessoa p/ Contato:
Idade: Sexo: Feminino ( ) Masculino ()
PROCEDENCIA

Ambulatério ( ) Emergéncia ()  Observacdo ( ) UTl ()
Prontuério: Leito: Bloco:

ASPECTOS SOCIO-ECONOMICOS

Renda Familiar:

Pai e M&e Empregados ( ) Pai e M&e Desempregados ( ) Pai ou M&e Empregados ( )
Escolaridade do Pai: Mae:
Quantas Pessoas Moram em Casa: N° de Cémodos:

Freqlienta Creche/Escola: Sim () N&o ( ) Quantas Horas por Dia:

HISTORICO DO PACIENTE

Parto Normal () Cesarea ( ) Foérceps () ATermo ( ) Prematuro ( )
N&o Mamou ( ) Mamou < 6 Meses ( ) Mamou > 6 meses ( ) Ainda Mama ( )
Vacinagéo: EmDia ( ) Atrasada ( )

12Vez que Cansa:  Sim ( ) Néo ( ) Idade que Cansou a 12 Vez:

Internacdo Anterior por Problema Respiratério: ~ Sim ( ) Né&o ( ) N° de Vezes

Gripa Frequentemente: Sim () Nédo ( )

N° de Vezes nos Ultimos Dois Meses: ()1-2x () 3-5x () >5x

HISTORICO FAMILIAR

Historia de Cansaco na Familiaz Mae ( ) Pai ( ) Irmdos ( ) Primos ( ) Tios ( ) Avoés ( )
Outro Familiar com Infeccdo:  Sim () Nédo ( ) Quem
Fumantesem Casa:  Sim ( ) Ndo ( ) Quem

EXAME FISICO E ASPECTOS CLINICOS

Peso: Temperatura: FR:
Queixa Principal:
Tempo de Inicio dos Sintomas:
Coriza () Obstrucdo Nasal ( ) Espirros ( ) Tosse Cheia ( ) Tosse Seca ( ) Dispnéia ( )
Febre () Conjuntivite ( ) Otite ( ) DordeGarganta ( ) DordeCabeca ( ) Gemente( )
Rouquidao ( ) Anorexia ( ) Vomitos ( ) Diarréia ( ) Cianose ( ) Convulstes ( )

Doengas Associadas: Sim () Néo ( ) Qual
Ausculta Pulmonar: Roncos ( ) Sibilos ( ) Estertores ( )  Tiragem Intercostal ( ) Tiragem
Supraesternal ( ) Batimentos de Asado Nariz ( ) Exantema ( )




EXAMES REALIZADOS

Raio-X de Térax: Sim () Néo ( )

Data Resultado — Achados Radiolégicos

Normal ( ) Condensacdo ( ) Infiltrado Intersticial ( ) Hiperinsuflacdo ( )
Outros

Normal ( ) Condensacdo ( ) Infiltrado Intersticial ( ) Hiperinsuflagdo ( )
Outros

Normal ( ) Condensacdo ( ) Infiltrado Intersticial ( ) Hiperinsuflagdo ( )

Outros
Hemograma
Data Ht Hb Leuc. | Segm. | Linfoc.| Linf. Atipicos | Basof. | Eosin. | Mondc. | Plag.
Gasometria
Data pH PCO; PO, Sat. O,

Hemocultura:  Sim ( ) Néo ( ) Negativa ( )  Positiva ()

Bactéria Isolada:

Antibiograma: Resistente
Sensivel

TRATAMENTO INSTITUIDO PELO MEDICO

Antitérmico ()  Aerosol ( ) Salbutamol () Corticoide () Sorine () Cateterde O, ( )
Oxi-Hood ( ) Ventilagdo Mecénica ( ) Adrenalina () Antibittico ()

Especificacio Inicio | Término [ N° Total de Dias

Antibidtico 1

Antibibtico 2

Antibidtico 3

Antibi6tico 4

Outros:

Data Admisséo: Data Alta: Dias Internacdo:
Diagnostico Provavel:
Diagnéstico Final:
Obito: Sim () Né&o ( )




