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Resumo

Os virus respiratérios continuam a ocupar um papel relevante na morbilidade e
mortalidade infantil, tendo na Ultima década sido alargado o espectro de virus
potencialmente causadores das infecBes respiratorias. O diagnéstico destas infecBes
pode ser efetuado por varias metodologias, sendo as técnicas de biologia molecular
consideradas as mais sensiveis para este fim.

No ambito do Projeto Ambiente e Saude em Creches e Infantarios (ENVIRH)
foi efetuada uma comparacdo da prevaléncia dos principais virus respiratorios em
criancas em idade pré-escolar, com critérios de infecdo respiratdria, recorrendo a
técnicas de biologia molecular, em duas populac@es: criangcas que se encontravam na
escola/domicilio e criangas que recorreram a uma urgéncia hospitalar.

O estudo decorreu em dois periodos, de Fevereiro a Maio de 2011 e de Outubro
de 2011 a Abril de 2012. Foram efetuadas duas colheitas de zaragatoas, uma nasal e
outra orofaringea. A metodologia utilizada para a identificacdo viral nas amostras foi a
PCR e RT-PCR multiplex em tempo real. Os virus pesquisados foram: Influenza A e B,
Parainfluenza 1-4, Metapneumovirus humano, Virus Sincicial respiratorio (VSR),
Rinovirus, Enterovirus, Coronavirus e Bocavirus.

Foram realizadas 100 colheitas em criancas com idades compreendidas entre o0s
5 meses e 0s 5 anos. Foram obtidas 64 amostras dos infantarios/domicilios, das quais 47
foram positivas. Da urgéncia Hospitalar obtiveram-se 36 amostras, em que 32 foram
positivas. O virus da gripe A (H3) foi o mais frequentemente detetado nas duas
populacdes, mas apenas durante o surto de 2012. O VSR e os adenovirus foram mais
frequentes nas criangas que recorreram ao hospital, ao contrario dos enterovirus e dos
coronavirus, que nao foram detetados nesta populacdo. Os bocavirus nunca foram
detetados isoladamente.

Este estudo reforca a importancia de se utilizarem técnicas de biologia molecular
para o diagnostico etioldgico das infecdes respiratorias, devido a elevada sensibilidade
das mesmas, o que se reflete na elevada percentagem de amostras positivas. O facto de
se utilizarem técnicas “multiplex”, que permitem a pesquisa simultanea de varios virus,
facilita a detecdo de um maior espectro destes agentes. A elevada prevaléncia de
Influenza A H3N2 deveu-se ao facto de grande parte do estudo ter coincidido com um
periodo de surto por este virus. O sistema de alerta montado durante o projeto ENVIRH
pareceu promissor para uma eventual utilizacao futura em periodos de atividade gripal.



Abstract

In the last decade, as respiratory viruses keep representing a relevant factor in
child morbidity and mortality, the spectrum of viruses that may potentially cause
respiratory infections has been widened. Within the several methodologies that may be
applied in the diagnosis of these types of infections, the ones that use molecular biology
are considered to be the most sensitive.

The Environment and Health in Daycares and Nurseries Project (ENVIRH)
arranged for a study, by means of molecular biology techniques, on the main respiratory
viruses' influence in pre-school aged children with respiratory infection symptoms. This
study compared children in two different populations: children at school or at home and
children that were taken to a hospital emergency service.

The study was conducted in two different time periods, one from February to
May 2011 and the other from October 2011 to April 2012. During this time, two swab
collections were held, one nasal and one oropharyngeal. PCR and RT-PCR multiplex in
real time techniques were used for viral identification of the samples, searching for the
viruses Influenza A and B, Parainfluenza 1-4, human Metapneumovirus, Respiratory
Sincytial Virus (RSV), Rhinovirus, Enterovirus, Coronavirus and Bocavirus.

One hundred (100) collections were held in children between the ages of 5
months and 5 years, sixty-four (64) at home/school and thirty-six (36) at the hospital's
emergency service. From a total of seventy-nine (79) positive samples, forty-seven (47)
were obtained at home/school and thirty-two (32) at the hospital. The virus detected the
most in both populations was the Influenza A (H3), but only during the outbreak of
2012. Unlike the enteroviruses and coronaviruses, that were not detected within this
population, the RSV and the adenoviruses were most common within the children at the
hospital. Bocaviruses were never detected isolated from other viruses.

The high percentage of positive samples reinforces the significance of using
molecular biology techniques for the etiological diagnosis of respiratory infections. The
use of multiplex techniques, that make the simultaneous search for multiple viruses
possible, enhances the detection of a larger spectrum of such agents. Most of the study
coincided with an outbreak of the Influenza A H3N2 virus, thus explaining the high
number of its cases identified. The alert system set up during the ENVIRH project
looked promising enough for eventual periods of flu activity in the future.

Vi



Abreviaturas

DNA - Deoxyribonucleic acid

HIV - Human immunodeficiency virus
PCR — Polimerase chain reaction
RNA - Ribonucleic acid

RT-PCR — Reverse transcription- Polimerase chain reaction
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1 -Introducao



Etiologia das infe¢Oes respiratérias virais em criangas em idade pré-escolar

O trabalho desenvolvido no ambito desta dissertacdo foi inserido no projeto
“Ambiente e Salde em creches e infantarios - ENVIRH”, (projeto financiado pela
Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia — PTDC/SAU-ESA/100275/2008), e que teve
como instituicbes intervenientes: a Faculdade de Ciéncias Medicas da Universidade
Nova de Lisboa (FCM-UNL), o Centro Hospitalar de Lisboa Central (CHLC, EPE), a
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (FCT-UNL), o Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge (INSARJ) e o Laboratério Nacional de Engenharia Civil (LNEC). A
coordenacdo do Projeto esteve a cargo da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Nova de Lisboa (Investigador principal: Professor Doutor Nuno
Neuparth), mas dado que o Departamento de Microbiologia (Diretora do Departamento:
Professora Doutora Teresa Marques) desta instituicdo também tinha um papel crucial
neste projeto, assim como na organizacdo da quarta edicdo do Mestrado em
Microbiologia Médica da Universidade Nova de Lisboa, foram desta forma criadas as

condicdes para a minha participacdo neste projeto.

Atendendo a falta de estudos sobre a relacdo entre a qualidade do ar interior e a
salde de criancas em infantarios, este projeto focou-se num conjunto de problemas
clinicos comuns no contexto das criancas que frequentam estas instituicdes. E do senso
comum que as criangas adoecem frequentemente quando comecam a frequentar os
infantarios e isto é particularmente verdade para alguns grupos de risco, como 0s
latentes e as criancas em idade pré-escolar com sibilancia. Foram definidos como
objetivos especificos, para a tarefa em que participei, a relacdo entre a frequéncia das
infecBes respiratorias virais e a qualidade do ar ambiente dentro das salas de aula dos
infantarios participantes (ar esse que foi avaliado pela equipa de Engenheiros do
LNEC), assim como também determinar a etiologia viral das infecfes respiratorias em
criancas em idade pré-escolar. Durante o estudo e devido a questdes técnicas, o0 primeiro
objetivo foi abandonado, pelo que a nossa tarefa ficou centralizada na determinacéo da

etiologia viral das infecOes respiratorias.

Numa primeira fase, foi realizada uma sele¢do dos infantarios, com base na
qualidade do ar dos mesmos, sendo nesta fase preliminar aplicados questionarios sobre
salde respiratdria e pedidos 0s consentimentos necessarios para a realizagdo do estudo

(efetuada por outros elementos da equipa do projeto).
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Etiologia das infe¢Oes respiratérias virais em criangas em idade pré-escolar

Seguidamente, e j& com intervengdo da equipa da microbiologia, foram criados
critérios para a sinalizacdo de casos de doenca. Estes critérios baseavam-se na presenca
de infecdo respiratoria, tendo a criangca que apresentar pelo menos duas das seguintes
manifestacdes clinicas: tosse, febre, sibilancia e/ou congestdo nasal. Assim sendo,
quando uma crianga participante apresentava os critérios acima referidos, era sinalizado
0 caso de doenca através de um numero verde criado para o efeito e, desta forma,
procedia-se a realizacdo da colheita de zaragatoas da naso e orofaringe (na escola ou
domicilio), sendo esta tarefa da minha responsabilidade.

Na segunda fase deste projeto, com o intuito de obtermos uma maior
amostragem e de relacionarmos a etiologia viral com a gravidade das infecOes
respiratorias, alargou-se o estudo a uma Urgéncia Pediatrica, a fim de podermos obter
amostras de casos de infecdo respiratdria presumivelmente mais graves; assim, seria
possivel comparar 0s agentes etioldgicos nas duas situagBes, os casos de infe¢do que
recorreram a urgéncia ou os que permaneceram no domicilio. Para esta amostragem
hospitalar, foi escolhido o servico de urgéncia do Hospital da Luz. Para além de se
procurar relacionar os agentes identificados com a apresentacdo, gravidade e evolucao
do quadro clinico, procurou-se ainda determinar a importancia clinica das co-infe¢des

por estes agentes.
Assim, o trabalho desenvolvido teve como objetivos:

- O estudo da prevaléncia dos principais virus respiratorios responsaveis
por infecBes respiratorias em criancas em idade pré-escolar, que permaneceram

no domicilio/infantarios ou que recorreram a uma urgéncia hospitalar;

- Avaliacdo da eficacia do sistema de sinalizacdo das infecBes

respiratorias agudas.
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1.1. InfecOes respiratdorias em criancgas

As infeces do trato respiratorio causam muitas das doencas pediatricas mais
significativas tanto nas areas desenvolvidas como nas sub-desenvolvidas do Mundo,
sendo uma preocupacdo global a nivel de satde publica. A maioria das infe¢des do trato
respiratorio inferior em criancas € causada por virus. Cerca de 20% das mortes em
criangas com idades inferiores a cinco anos sao devidas a infecGes respiratorias agudas
baixas (bronquiolite, pneumonia e bronquite), sendo que 90% destas mortes sdo de
pneumonia, pelo que o reconhecimento precoce e o tratamento imediato desta doenca

sdo cruciais. (87, 99)

O ndmero de casos de infecdes respiratdrias agudas € estimado em 94 037 000
por ano (OMS, 2002), com 3,9 milhdes de mortes em todo o mundo. Assim, as infegdes
respiratdrias agudas estdo entre as principais causas de morte em criangas com menos

de cinco anos de idade. (142)

Enguanto a maioria das criancas saudaveis utiliza as suas defesas naturais na luta
contra a infecdo, as criancas cujos sistemas imunologicos estdo comprometidos estdo
em maior risco de desenvolver doencas respiratorias graves. Recém-nascidos com baixo
peso, criangas desnutridas e ndo amamentadas, criangas com doencas pré-existentes, tais
como HIV e sarampo, apresentam um risco aumentado de contrair pneumonia. Fatores
ambientais como a poluicdo do ar, permanéncia em espacos lotados e pais com habitos

tabagicos, aumentam o risco de uma crianga contrair pneumonia. (120, 142)

As infecOes respiratorias superiores sdo muito frequentes mas raramente sdo
graves, ao contrario das infecbes respiratorias inferiores que sdo responsaveis por
qguadros potencialmente mais graves como a pneumonia, as bronquiolites ou a

tuberculose, que sdo os principais contribuintes para a mortalidade acima referida. (85)

A grande variedade de virus respiratorios que tém sido detetados frequentemente
neste tipo de infe¢Bes, incluem o virus influenza A e B, parainfluenza (1, 2 e 3), virus
sincicial respiratério (VSR), rinovirus, enterovirus e adenovirus. Desde o ano de 2000, o
painel destes virus foi alargado com novas descobertas incluindo os virus da gripe
aviaria (H5N1, H7N9, H7N7 e H7N3), o metapneumovirus humano (HMPV), o virus
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responsavel pela sindrome respiratdria aguda grave (SARS), alguns novos coronavirus
(NL63 e HKUL1) e os Bocavirus. (20, 31, 61)

Vérios estudos mostraram que o tipo de virus e a respetiva carga viral pode
influenciar as caracteristicas clinicas das infecdes. A presenca de mais que um tipo de
virus na amostra respiratoria também pode afetar a sintomatologia da infecdo. No
entanto, muitos aspetos da relacdo entre o tipo de virus, o numero de virus detetados, a
sua quantidade nas secrecOes respiratorias e a gravidade da doenca em criancas

permanecem por esclarecer. (31)
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1.2. InfecOes respiratdrias virais

A infecdo que se processa através da via respiratéria inicia-se habitualmente por
intermédio de aerossois, secrecdes nasais ou através da saliva. As secre¢des nasais estdo
presentes em muitas das doencas respiratorias, ajudando na propagacdo do virus, as
mé&os e objetos contaminados por secrecfes nasais parecem ser bons meios de
propagacdo viral. A formacdo de aerossois geralmente € desencadeada pelo espirro, pela
tosse ou mesmo apenas pelo ato simples de falar. Estes quando inalados por individuos

suscetiveis podem originar a infecdo. (70)

As fossas nasais desempenham um papel de defesa no que diz respeito a entrada
de particulas estranhas, sendo que devido as suas caracteristicas e a sua camada de
muco conseguem reter grande parte das particulas. Muitos microrganismos conseguem,
apesar de tudo, ultrapassar essa barreira e causar infecdo. A nivel do pulmao, defesas
imunoldgicas como as imunoglobulinas de superficie do tipo IgA, segregadas
localmente, macrdfagos e células NK (natural killer), funcionam de alertas a entrada de

agentes infeciosos, evitando a instalagéo da infecéo. (13)

Os fatores relacionados com variagdes fisicas do ambiente, como a temperatura,
humidade, vento e poluigéo, parecem ter alguma influéncia na transmisséo das infe¢des
das vias respiratorias. A disseminac¢do do virus na comunidade, sobretudo no que diz
respeito a virus respiratérios, € mais elevada em aglomerados humanos, como creches,
escolas, quartéis, locais coletivos de trabalho pouco ventilados e transportes publicos.
Os virus que se eliminam nas vias aéreas mostram maior eficacia de disseminacdo na
comunidade do que outros que possuem outras vias de eliminagcdo. Como estes virus
sobrevivem por tempo limitado fora das células, é de supor que existam sempre na

populacdo pessoas infetadas, em condi¢des de transmitir virus respiratorios. (141)

Depois da entrada dos virus no organismo, estes desenvolvem todo o seu ciclo
de replicacdo, quer a nivel da porta de entrada, quer noutros locais onde posteriormente
se disseminam, embora 0s virus que causam infecdo das vias respiratdrias, raramente se
difundem pelo resto do organismo. A sua rapida replicacdo a nivel das vias aéreas
superiores tem como consequéncia que a maioria dos virus respiratorios apresenta um

periodo de incubacdo curto, geralmente de 2 a 5 dias. (111)
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As infecBes do trato respiratério dividem-se em infe¢Bes do trato respiratorio
superior e inferior, consoante a sua localizacao e os 6rgéos atingidos pela infeg&o.

1.2.1. Infecdo do trato respiratdrio superior

As Infe¢Bes comuns do trato respiratorio superior incluem:
v’ Constipacao;
v' Amigdalite;
v' Sinusite;

v’ Laringite.

v Constipagéo

A sindrome da constipagdo é um conjunto de manifestacdes clinicas causadas por
diferentes agentes microbianos. As constipagdes sdo de etiologia viral, como os
rinovirus, que sdo responsaveis por mais de 40% dos casos. Muitos outros virus tém
sido implicados, incluindo coronavirus, VSR, virus parainfluenza, adenovirus,

enterovirus e coxsackievirus A e B. (4, 84)

A constipacdo é caracterizada por varios graus de congestdo nasal, dores de

garganta, conjuntivite e tosse. (144)

v' Amigdalite

A amigdalite ¢ uma inflamacdo circunscrita das amigdalas, uma doenca
normalmente provocada por uma infecéo viral ou bacteriana. Ao inicio, o sintoma mais
evidente costuma ser febre, que frequentemente ultrapassa os 39°C, acompanhada por
mal-estar geral, sensacdo de prostracdo, sudacao e dores de cabegca. Um outro sintoma
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caracteristico, por vezes o primeiro a surgir, € a dor de garganta, que se intensifica ao

mover a cabeca e ao engolir. (111)

Agentes virais, como 0s rinovirus, coronavirus, adenovirus, influenza e
parainfluenza, frequentemente causam faringoamigdalite associada a outras

manifestacdes do aparelho respiratorio. (4, 109)

v" Sinusite

A sinusite é uma inflamacdo da mucosa de um ou mais dos seios peri nasais, sendo
que o diagndstico de sinusite em criangas passa habitualmente pela distingdo entre uma
simples infecdo do trato respiratorio superior e uma situacéo alérgica. (111)

v/ Laringite

A laringite é descrita como uma inflamacdo da laringe, resultando num quadro em
que predomina a rouquidao, normalmente, associada a tosse e febre. Geralmente ocorre

em criancas mais velhas e em adultos e esta associada com a infecéo viral. (4, 111)

1.2.2. Infecéo do trato respiratorio inferior

As infecBes comuns do trato respiratdrio inferior, incluem:
v' Laringotraqueobronquite — Croup;
v’ Bronquiolite;

v" Pneumonia.
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v’ Laringotraqueobronquite - Croup

O croup ou laringotraqueobronquite é uma doenga respiratéria que normalmente €
desencadeada por uma infecdo viral aguda das vias aéreas superiores. No entanto, como
acaba por se estender ao aparelho respiratério inferior € designada por

laringotraqueobronquite. (115)

A infecdo leva a um edema na laringe, o que interfere com a respiracdo normal e é
caracterizada por diferentes graus variaveis de estridor inspiratério, tosse e rouquidao
resultante da obstrucdo da regido da laringe. Os sintomas clinicos podem aumentar e
existir um agravamento da clinica que pode incluir insuficiéncia respiratéria com

hipoxia, resultante da diminuicdo da troca de ar, e finalmente a morte. (1, 111, 115)

A etiologia das sindromes de croup ¢ diversa e a consideracdo da possibilidade de

causa ndo infeciosa no diagnostico diferencial é de grande importancia. (76)

A maioria dos casos de croup é causada pelos virus parainfluenza humano tipos 1, 2
e 3, sendo estes 0s principais agentes causadores desta doenca, destacando-se o tipo 3
que é responsavel por aproximadamente 11% das hospitalizacbes pediatricas
respiratorias. No entanto, outros virus causam croup, como os adenovirus, Influenza A e
B, rinovirus, VSR e enterovirus. (52, 119)

A maioria das criangas com croup nao necessita de hospitalizacdo. O tratamento é

principalmente de suporte e destinado a manter as vias aéreas e hidratagéo. (115)

v Bronquiolite

A bronquiolite é um infecdo das vias aéreas que afeta latentes e criancas jovens e
comeca geralmente com uma simples infe¢cdo do trato respiratorio, com corrimento
nasal, tosse, febre baixa, irritabilidade e perda de apetite. Rapidamente a crianca piora e
apresenta um quadro repentino de dispneia, com retracdo dos espacos intercostais,
cianose e prostracdo. Aumentando a obstrucdo, esta leva a uma hipoxemia progressiva,

que, se ndo aliviada, pode ser seguida por exaustdo e morte.(4, 111)
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Na maioria dos casos, incluindo também aqueles que precisam de hospitalizagdo, a
recuperacao total da doenca pode ocorrer em cerca de 1-2 semanas. (4)

O principal agente de bronquiolite é 0 VSR, representando cerca de 50 a 90% de
todos o0s internamentos por bronquiolites, estando associado a uma substancial
morbilidade, e em menor grau de mortalidade. A seguir ao VSR, outros agentes como
os virus parainfluenza (1, 2 e 3), 0s virus da gripe, 0s metapneumovirus e os adenovirus

sdo também agentes comuns de bronquiolites. (121)

v Pneumonia

A pneumonia, com um peso global de 5 000 mortes de criancas todos os dias, é
responsavel por cerca de 21 % de todas as mortes em criangas com menos de 5 anos,
estimando-se que em cada 1000 criangas nascidas vivas, 12-20 morrem de pneumonia
antes de completarem os cinco anos, o que faz com que a pneumonia seja a principal

causa de morte em criangas em todo o mundo. (120)

A pneumonia é uma das principais complicacbes das infecdes respiratorias
agudas, sendo esta uma forma de infecdo respiratoria aguda que afeta os pulmdes.
Quando um individuo apresenta um quadro de pneumonia, os alvéolos sdo preenchidos

com pus e liquido, o que leva a dispneia e consequente hipoxemia. (4)

Os sintomas de pneumonia viral e bacteriana sdo semelhantes, sendo 0s mais
comuns a dificuldades em respirar (dispneia), tosse, febre, calafrios, perda de apetite ou
a sibilancia (mais comum nas infe¢des virais). As manifestagdes clinicas dependem do
agente microbiano, idade e estado imunoldgico da crianca. A patologia pulmonar ou
anormalidades estruturais podem complicar a apresentacdo clinica e a gestdo da
infecdo.(111)

Os agentes etiolégicos de pneumonia em criancas sdao variados, destacando-se
virus respiratérios como o VSR, virus parainfluenza tipo 1 e 3, Influenza A e B e
adenovirus. Além dos virus anteriormente citados, muitas sdo as bactérias que também

estdo associadas a este tipo de infegdes. (71, 117)
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1.3. Principais Virus Respiratorios

1.3.1. Adenoviridae

Os adenovirus humanos foram isolados pela primeira vez em 1953, de amigdalas
e adenoides de criangas, 0 que, juntamente com a observacdo da sua afinidade para o
tecido linfatico, levou a designacdo de seu nome. (141) Os adenovirus sao responsaveis
por uma grande variedade de doencas em criangas, estando mais comumente associados
a doenca respiratoria e do trato gastrointestinal (gastroenterites), mas manifestacdes
cardiacas, neuroldgicas, cutaneas, urinarias e linfaticas podem também ocorrer

frequentemente. (94)

Caracteristicas gerais

Os adenovirus sdo virus sem involucro, constituidos por uma cépside proteica,
fibras, ndcleo e proteinas associadas. A céapside proteica apresenta uma simetria
icosaédrica de aproximadamente 70 a 100 nm de didametro, sendo composta por 252
subunidades, ou capsémeros, de dois tipos distintos: hexdes (240) e pentdes (12). O
genoma viral ndo é segmentado, sendo constituido por uma Unica molécula de DNA
linear de cadeia dupla que codifica para proteinas estruturais e ndo-estruturais. Os
determinantes antigénicos podem ser encontrados na capside, nos hexdes e nas fibras.
(4,82, 111)

A familia Adenoviridae inclui quatro géneros: Aviadenovirus, Atadenovirus,
Siadenovirus, Mastadenovirus, sendo este Gltimo o responsavel pela infecdo nos
humanos. A classificacdo é baseada em propriedades biolégicas que conduzem a um
sistema baseado em diferencas genomicas. H& pelo menos 52 serotipos
imunologicamente distintos que podem causar infecdes em humanos. Os adenovirus sao
invulgarmente estaveis a agentes quimicos e fisicos e as condi¢Bes adversas de pH,
permitindo desta forma uma sobrevivéncia prolongada fora do corpo. (2, 82, 94)
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Todos os adenovirus apresentam um antigénio comum, dito de grupo, que é
utilizado para o diagnéstico de infecBes por estes virus, independentemente do
serotipo.(141)

Epidemiologia

Embora as caracteristicas epidemiolégicas dos adenovirus variem consoante o
tipo, todos sdo transmitidos por contacto direto, transmissdo fecal-oral e,
ocasionalmente, atraves da A&gua. Alguns serotipos podem estabelecer infegdes
persistentes nas amigdalas, adendides e nos intestinos dos hospedeiros infetados. (94)
Existe associacdo entre alguns serotipos e determinados quadros clinicos que serdo

descritos no ponto seguinte.

Manifestacdes Clinicas

A entrada dos adenovirus nos hospedeiros é através da boca, nasofaringe ou pela
conjuntiva ocular. O periodo de incubacao tipico para uma gastroenterite é de 3-10 dias.
Enquanto para uma infe¢do do trato respiratorio o tempo de incubacdo € entre 2 a 14
dias. Os surtos sdo mais comuns no final do inverno, primavera e inicio do verao,

embora as infecdes por adenovirus possam ocorrer durante todo o ano. (4, 82)

Dos 52 serotipos, menos de metade produzem doenca em seres humanos. Na
populacdo pediatrica, manifestacdes respiratorias da infecdo por adenovirus incluem
faringite febril aguda (serotipos 1 a 3 e 5 a 7), febre faringoconjuctival (serotipos 3, 7 e
14), pneumonia (serotipos 1 a 4 e 7) e sindrome semelhante a tosse convulsa (serotipo
5). (110)

Alguns serotipos como 0 1, 2, 5 e 6 mostraram-se endémicos em algumas partes
do mundo onde tém sido estudados, e a infecdo é geralmente adquirida durante a
infancia. Outros serotipos causam infe¢do esporadica e surtos ocasionais, como por
exemplo a queratoconjuntivite epidémica, que esta associada aos serotipos 8,19 e 37.
Epidemias de doenca febril com conjuntivite estdo associadas a alguns serotipos de

adenovirus transmitidos pela &gua, muitas vezes centrado em torno de piscinas e
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pequenos lagos. A doenga respiratoria aguda é mais frequentemente associada aos
serotipos 4 e 7, e mais recentemente ao serotipo 14, nos Estados Unidos. (4, 110)

Os adenovirus entéricos 40 e 41 causam gastroenterite, geralmente em criangas.
Para alguns serotipos de adenovirus, 0 espectro clinico da doenca associada a infecéo
varia consoante a porta de entrada, assim, como exemplo, a infecdo com o adenovirus 7
adquirida pela inalacdo é associada com doenca do trato respiratorio inferior grave,
enguanto a transmissao oral do virus normalmente ndo causa doenca ou causa apenas

numa forma leve. (94)

Os adenovirus causam mais comumente doenca respiratéria, no entanto,
consoante o serotipo presente, pode também causar outras doengas, tais como
gastroenterite, conjuntivite, cistite, entre outras. Os sintomas de infecdo respiratoria
causada por estes virus vdo desde da comum constipacdo a pneumonia, laringite e
bronquite. Latentes e individuos imunocomprometidos sdo mais suscetiveis a

complicacdes graves da infecdo por adenovirus. (4)

As infecOes por adenovirus representam 5 a 10% de todas as doengas
respiratérias em criangas. A infecdo tipica adenoviral produz tosse, congestdo nasal e
croup e € muitas vezes acompanhada de sintomas sistémicos como febre e cefaleias,
calafrios, mal-estar e mialgias. O adenovirus Ssdo 0S agentes causais em

aproximadamente 10% dos casos de pneumonia pediatrica. (94, 110)

Muitas vezes as infecBes por adenovirus do aparelho respiratério sdo bastante
dificeis de distinguir das provocadas por outros virus respiratérios ou até mesmo de

infecOes bacterianas. (4)

Tratamento e Prevencao

A maioria das infegdes sdo leves e ndo necessitam de terapéutica. Ndo existe
também uma terapéutica especifica para virus, a doenca grave por adenovirus pode ser

tratada apenas tendo em conta os sintomas e complicacdes da infecdo. (110)

Pagina | 13



Etiologia das infe¢Oes respiratérias virais em criangas em idade pré-escolar

Foram desenvolvidas vacinas para 0s serotipos 4 e 7, mas sé estdo disponiveis
para a prevencdo de doenga aguda respiratoria entre recrutas militares, embora a
producdo de vacinas tenha sido interrompida em 1999. Um bom controlo de infecdo,
incluindo o evitar o contacto direto, é eficaz para interromper surtos nosocomiais, tais
como queratoconjuntivite epidémica. A manutencdo do tratamento de piscinas e a

higiene das maos é recomendada em ambientes de grupo de cuidados infantis. (94)

1.3.2. Orthomyxoviridae — Virus Influenza

A gripe é uma infecdo respiratoria aguda causada por virus da familia
Orthomyxoviridae. Foi o primeiro virus respiratorio humano a ser isolado e

caracterizado. (110)
Caracteristicas gerais

Classificados taxonomicamente como orthomyxovirus, os virus influenza séo
virus de RNA de cadeia simples, com genoma segmentado, com trés tipos principais, A,
B e C, tendo o influenza A mudltiplos subtipos. Os virus influenza A e B sdo muito
importantes em patologia humana, sendo que o tipo C raramente causa doenca. (12,
110)

A estrutura do virus influenza é irregular, apresentando particulas de 80 a 120
nm de didmetro.(110). Para todos os tipos de Influenza A e B, as principais
caracteristicas da superficie residem nas suas glicoproteinas, a hemaglutinina (HA) e a
neuraminidase (NA), enquanto o influenza C tem na sua constituigdo apenas a HA. (34,
110) As proteinas de todos os virides sdo especificados pelo genoma segmentado viral,
mas a bicamada lipidica e os constituintes de hidratos de carbono de glicoproteinas e

glicolipidos no envelope viral sdo derivadas da célula hospedeira. (12, 151)

A variacdo antigénica dos virus influenza ocorre atraves de dois processos: drift
e shift antigénicos. A variacdo especifica da HA e da NA € a base para o drift e shift
antigénico dos virus prevalentes. O drift implica uma pequena alteragdo em qualquer

antigénio, devido a mutagdo, sem mudanca do subtipo e ocorre nos virus Influenza A e
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B. O shift implica uma alteracdo importante num ou em ambos os antigénios, com a
mudanca do subtipo. O genoma segmentado permite esta mudanca antigénica, dado que
uma estirpe do virus influenza A pode adquirir genes HA e NA a partir de virus da gripe
de subtipos diferentes. Este rearranjo do genoma pode levar a codificagdo de HA e NA
completamente novas para o qual a populagdo humana ndo tem imunidade preexistente.
(66, 93, 110)

Os virus influenza tém uma nomenclatura padrdo que inclui o tipo de virus, as
espécies a partir do qual foi isolado (se ndo-humano), o local em que foi isolado, o
namero do isolamento, 0 ano do isolamento e, para os virus influenza A, o subtipo de
HA e NA. Assim, A/Panama/2007/1999 (H3N2) foi o isolado 2007 de gripe humana, no
pais do Panaméa no ano de 1999, e tem o subtipo 3 de HA e o subtipo 2 de NA. (110)

Existem muitos subtipos geneticamente distintos de Influenza A, 16 subtipos de
HA (H1 a H16) e 9 de NA (N1 a N9). Os 16 subtipos dos virus influenza A foram
recuperados a partir de aves aquéticas, que servem como reservatorio natural do virus e
um forte potencial para novos genes de gripe pandémica. No entanto, como causadores
de epidemias humanas apenas tém sido encontrados em circulacéo trés subtipos de HA
(H1, H2, H3) e dois de NA (N1 e N2). (55)

Epidemiologia

A gripe é a causa mais importante de doenca respiratoria aguda que leva 0s
pacientes a procurarem o atendimento médico (41, 42, 90) Para além disso, varios
estudos tém mostrado que os virus influenza sdo os principais responsaveis pela
hospitalizacdo de criancas em idade pré-escolar e pessoas idosas com infecdo
respiratoria aguda.(57, 97, 106)

O aumento da populacdo e o aumento da densidade populacional contribuem
para a propagacdo deste virus a nivel mundial. (40) O rapido movimento de pessoas por
todo o Mundo permite que novas variantes ou subtipos se espalhem facilmente num

curto espaco de tempo. (129)

Independentemente da idade, a gripe pode ser fatal com maior frequéncia em
pessoas com doenga cardiaca pré-existente, doencas cronicas pulmonares, diabetes
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mellitus, doenca renal cronica, doenca neuromusculares, neoplasias e em pessoas com
mais de 65 anos. (37)

Os virus influenza A também podem infetar aves, suinos, cavalos, cédes e
mamiferos marinhos, sendo a transmissédo interespecies relatada ao longo dos anos. Os
virus influenza B infetam apenas os seres humanos e os virus influenza C parecem so
infetar humanos e porcos, causando geralmente casos esporadicos de doenca do trato

respiratorio superior. (12, 110)

O virus também pode ser transmitido da méde para o feto através da placenta,

embora isso ocorra muito raramente. (9)

A gripe é altamente contagiosa (92), sendo facilmente transmitida através do
contacto direto com aerossdis/goticulas (tosse ou espirro), ou por mdos contaminadas
com secrecOes respiratorias de individuos infetados. A transmissdo pode efetuar-se
desde um dia antes do aparecimento dos sintomas até 7 dias depois. A doenca pode
afetar todas as faixas etarias mas as taxas de infecdo sdo mais elevadas nas criancas,
sendo estas uma fonte potencial de infecdo em grupos etérios mais velhos. (152) A
gripe, em primeiro lugar, espalha-se entre as criangas na escola, 0 que permite a
introducdo do virus na familia e comunidade e assim € feita a propagacao na populagéo
adulta. (21, 42, 110)

Todos os anos, aproximadamente 20% da populacdo mundial é infetada pela gripe,
resultando numa significativa morbilidade e mortalidade em todo o mundo. InfecGes
gripais ocorrem em epidemias em cada inverno, geralmente entre o final de dezembro e

inicio de marco. (130)

Embora as taxas de mortalidade mais elevadas ocorrem em adultos mais velhos,
latentes e criancas jovens suportam uma carga de morbilidade significativa de gripe, que
ocasionalmente ultrapassa 0 VSR como causa de internamentos hospitalares em
pediatria. (44)
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v" Gripe sazonal

A carga global média da epidemia anual da gripe pode ser da ordem
de 1 bilido de casos por ano, levando a 300.000-500.000 mortes em todo o mundo. S6
nos EUA, o nimero de casos de influenza é atualmente estimada em 25-50 milhGes de
casos por ano (aproximadamente 20% da populacdo), levando a 150 000-200 000
hospitaliza¢es e 30.000-40.000 mortes. (44)

As epidemias e surtos de gripe ocorrem em diferentes padrbes sazonais, dependendo
da regido do mundo: em zonas de clima temperado, as epidemias sazonais geralmente
comecam no final do outono e apresentam 0 seu pico maximo no meio do inverno,
infetando cerca de 5-15% da populacdo. Nas zonas tropicais, 0s padrdes sazonais Sao
menos pronunciados e o virus pode ser isolado durante todo o ano. (146)

A ocorréncia repetitiva de epidemias de gripe anuais € mantida através do processo
continuo de variacao antigénica, o ja referido drift, que conduz a constante emergéncia
de novas variantes dos virus contra 0s quais existe pouca ou nenhuma imunidade pré-
existente na populagéo. Por esta razdo, as principais epidemias sazonais de influenza
continuam a ocorrer a cada ano e as novas estirpes de virus a serem incluidos na vacina
do ano devem ser escolhidas para corresponder as variantes emergentes como ja

referido anteriormente. (39)

v' Gripe Pandémica

Em intervalos imprevisiveis, devido a natureza segmentada do genoma do virus
influenza, as estirpes de influenza A que circulam também podem adquirir novos genes
do virus influenza aviario ou de outro animal. Este processo ocorre mais frequentemente
nos porcos, uma vez que 0S porcos tém o conjunto completo de recetores para as
estirpes do virus da gripe nas aves e nos humanos. A co-infecdo em suinos pode assim
resultar no aparecimento de um virus com uma glicoproteina diferente, shift, como
descrito anteriormente. Se o virus recombinante se espalhar de uma forma eficiente na
populacdo humana, uma pandemia pode ocorrer, como aconteceu em 1918, 1957, 1968
e 2009. (38, 78)
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O surgimento recente de alta patogenicidade da gripe aviaria HSN1 em diversos
paises da Asia, de onde se espalhou para Africa e Europa, com transmissdo aos seres
humanos e com uma taxa de 60% de letalidade, reacendeu 0 medo de uma possivel
pandemia desta nova gripe, com alta mortalidade. (46) A ameaca de-uma pandemia de
gripe com origem aviaria foi aumentada desde o surgimento em 1997, em Hong Kong,
do virus da gripe aviaria H5N1, especialmente desde o reaparecimento de casos
humanos em 2003-2004. A variante H5N1 é altamente patogénica para as aves e
passaros e pode infetar letalmente felinos e seres humanos. (39) O virus ndo adquiriu até
momento a capacidade de se espalhar de pessoa a pessoa e o surto foi controlado através
do abate macico das aves de capoeira. O virus H5N1 reapareceu em 2003-2004 na
China, Japdo, e em seguida, Tailandia, Indonésia, Vietname, Camboja e Malasia,
levando ao abate em massa das aves de capoeira. Mais de 60% dos pacientes em que foi

diagnosticado o virus faleceram. (19, 79)

Em abril de 2009, um novo virus influenza A (H1N1) surgiu entre 0s seres
humanos na Califérnia e no México, espalhando-se rapidamente por todo o mundo
através da transmissdo inter-humana, dando origem a primeira pandemia de gripe do
século XXI. (19, 118)

O virus encontrado ndo estd antigenicamente relacionado com o virus da gripe
humana sazonal, mas sim geneticamente relacionado com virus conhecidos que
circulam nos porcos. Em virtude da sua provavel origem suina, é muitas vezes
referido como "virus da gripe de origem suina” A/HINI1, ou virus influenza A (HINTI)
de 2009. (122, 128)

O nome “triplo rearranjo” refere-se ao facto do virus HLN1 apresentar genes de
virus da gripe de origem humana, de origem suina classica e de origem aviaria. Mais de
207 paises e comunidades relataram casos confirmados de A/HIN1 em humanos em
2009. A maioria dos paises do hemisfério sul relataram mais casos de HIN1 em 2009
do que qualquer um dos subtipos sazonais. Nas areas temperadas do hemisfério norte, a
propagacdo da pandemia foi mais gradual, espalhando-se inicialmente nos EUA,

Espanha, Gra-Bretanha, Japdo e Alemanha antes de atingir outros paises..(36, 123)
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O numero real de casos de influenza A HIN1 em todo o mundo permanece
desconhecido, uma vez que a maioria dos casos é diagnosticado clinicamente e ndo é
confirmado laboratorialmente, mas estima-se que foi da ordem de varios milhdes de
casos. (22)

Uma caracteristica da pandemia de HLN1 foi que as criancgas e o0s jovens adultos
foram os mais afetados. Um dos primeiros estudos americanos mostrou que embora a
idade dos pacientes com HIN1 tenha variado entre 3 meses e 81 anos, 60% dos

pacientes tinham menos de 18 anos de idade. (22, 59)

Manifestacdes clinicas

O periodo de incubacéo varia entre 24-72 horas. A doenca é caracterizada pelo
rapido inicio dos sintomas, em contraste com as tipicas infecGes do trato respiratorio
superior, que muitas vezes tem uma apresentacdo mais insidiosa. A sintomatologia
inicial costuma incluir a febre alta e calafrios, associados a cefaleias, mal-estar e
prostracdo. Conforme a doenga progride, os sintomas respiratdérios como a tosse,
odinofagia e congestdo nasal ficam mais proeminentes. Conjuntivite, vomitos e dor
abdominal podem estar presentes. Mialgias significativas sdo muitas vezes parte da
sindrome clinica. Miosite e manifestacGes do sistema nervoso central (SNC) podem

também ocorrer. (4, 59)

Os sintomas ou sinais mais frequentemente encontrados em criangas com
influenza A, sdo: anorexia, dor abdominal, vémitos, nduseas, adenopatias cervicais e
temperaturas superiores a 38,9°C. A doenca causada pelos virus influenza B é menos
severa em adultos. Estes Gltimos, podem causar uma epidemia em que as criancgas terdo
uma gripe comum, com febre, mas muitos adultos na populacdo terdo a doenca apenas

com comprometimento do trato respiratorio superior sem febre significativa. (73)

Virémia e complicacdes extra-respiratdrias parecem ser mais comum no H5N1
em relacédo aos outros influenzas sazonais. Complica¢Ges pulmonares, como bronquite e
pneumonia podem ocorrer particularmente em criangas imunocomprometidas e outras

populacdes de alto risco, como em pacientes com fibrose quistica, anemia falciforme,
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diabetes e insuficiéncia renal cronica. A otite aguda é uma frequente complicacdo e é
encontrada em 30% dos pacientes com confirmagéo laboratorial de doenga. (46, 59, 73)

Tratamento e Prevencgédo

Uma vez que os virus influenza A estdo em constante mudanca, 0s virus a serem
incluidos na vacina sdo atualizados anualmente, de modo a coincidir com as estirpes em

circulacdo.(12)

1.3.3.Paramyxoviridae

A familia Paramyxoviridae agrupa uma série de agentes heterogéneos, ndo so
pelas suas propriedades biolégicas e seu poder patogénico, assim como pela sua

distribuicdo animal.(110)

Dentro desta familia estdo inseridos os principais agentes de infecdo respiratéria
nas criancas em todo o mundo. Nesta familia estdo incluidos, também, dois virus
causadores de doencas altamente contagiosas predominantes nas criang¢as: 0 sarampo € a

parotidite (papeira). (52)
A familia Paramyxoviridae € distribuida por duas subfamilias:
- Subfamilia Paramyxovirinae
e Género Avulavirus- sem virus patogénicos para 0 homem;
e Género Henipavirus — virus Hendra e virus Nipah;

e Género Respirovirus - virus parainfluenza humano (1 e 3) (HPIV-
1 e HPIV-3;

e Género Rubulavirus - virus parainfluenza humano (2 e 4) (HPIV-
2 e HPIV-4) e virus da parotidite;

e Género Morbillivirus - virus do sarampo.
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- Subfamilia Pneumovirinae
e Género Pneumovirus - virus sincicial respiratorio humano (VSR);

e Género Metapneumovirus - metapneumovirus humano (MPV).

)

A familia Paramyxoviridae engloba virus com involucro e com genoma de RNA

negativo. (6)

Dentro desta familia sdo agentes respiratérios o VSR, os virus parainfluenza e
metapneumovirus. O virus do sarampo e o virus da parotidite epidémica séo virus de
transmisséao respiratdria mas ndo sao considerados virus respiratorios, no sentido clinico
do termo, uma vez que as suas manifestacfes clinicas sdo habitualmente fora do
aparelho respiratorio. Os virus Nipah e Hendra também ndo sdo virus respiratorios,

sendo causadores de encefalite, pelo que ndo sera feita a sua descri¢do.(110, 141)

1.3.3.1. Virus parainfluenza humano (HPIV)

Os HPIVs apresentam uma forma esférica, com uma nucleocépside helicoidal
revestida por um invélucro lipidico com espiculas glicoproteicas, dispostas de uma
forma regular, tendo no entanto dimensdes maiores que 0s Orthomyxovirus (150-250
nm). S&o virus frageis e rapidamente inativados pelo éter e por temperaturas superiores
a 37°C. (110, 141)

Caracteristicas gerais

Os HPIVs pertencem a familia Paramyxoviridae, dividem-se em 4 serotipos (1 a
4) e dois subtipos (4a e 4b). (95)

Sdo antigenicamente distintos dos virus gripais, mas apresentam entre si fraces
antigénicas comuns. A resposta serologica primaria as infecbes pelos virus

parainfluenza é estritamente especifica do tipo. (4)
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Epidemiologia

Os HPIVs sdo transmitidos pessoa a pessoa pelo contacto direto com secrecdes
infetadas através de goticulas respiratorias, superficies ou objetos contaminados. Estes
virus podem permanecer infeciosos em goticulas no ar por mais de uma hora. O periodo

de incubagdo geralmente varia entre 2 a 7 dias. (10)

Os HPIV1, HPIV2 e HPIV3, sdo a segunda causa mais importante de infe¢do do
trato respiratorio inferior viral em criangas jovens. O HPIV-3 causa bronquiolite e

pneumonia principalmente em criangas com menos de 12 meses de idade. (52, 54)

Os HPIVs infetam a maioria dos individuos durante a infancia. As infecfes
graves por estes virus ocorrem entre as criancas. Diferentes estudos seroldgicos
mostraram que 90 a 100% das criangas com cinco anos de idade apresentam anticorpos
para HPIV-3, e cerca de 75% tem anticorpos para HPIV-1/2. Os diferentes serotipos de

HPIV diferem em suas caracteristicas clinicas e sazonais. (54, 110)

Os HPIVs podem causar infecdes repetidas com os diferentes serotipos ao longo
da vida e podem causar infecbes graves do trato respiratdrio inferior com infecdo de
repeticdo (por exemplo, pneumonia e bronquite), particularmente entre idosos e

pacientes com sistemas imunologicos comprometidos. (52)

Manifestagdes Clinicas

Os HPIVs sdo causadores comuns de doenga do trato respiratorio em latentes e
criancas jovens. Os 4 serotipos apresentam caracteristicas diferentes tanto a nivel
clinico como epidemioldgico. A caracteristica clinica mais marcante do HPIV-1 e
HPIV-2 é o croup, ja descrito anteriormente no ponto 1.3.2., embora o HPIV-1 seja
mais frequente relativamente ao HPIV-2. (80, 110)

Por sua vez, o HPIV-3 é mais frequentemente associado a casos de bronquiolite
e pneumonia, principalmente nos primeiros 6-12 meses de vida, enquanto o HPIV-4 ¢
detetado com pouca frequéncia e € menos frequente como causador de doenca grave.
(26, 54, 95)
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Prevencéo e Tratamento

Atualmente ainda ndo esta disponivel nenhuma vacina para proteger das
infecdes causadas por qualquer serotipo de HPIVs. Alguns anticorpos maternos
adquiridos passivamente podem desempenhar um papel de protecdo contra os tipos 1 e
2 de HPIVs nos primeiros meses de vida. Deve ser prestada especial atencdo no
controlo de infecdes de forma a diminuir ou prevenir a propagacdo da infecdo nos

servicos de saude.(26, 95)

1.3.3.2.Virus sincicial respiratério (VSR)

O VSR € uma das causas principais de infecdes respiratorias do trato respiratério

inferior entre criancas de todo o Mundo. (3)

O VSR ¢ a causa mais comum de bronquiolite e pneumonia em criangas com
menos de um ano de idade nos Estados Unidos. Estima-se que em cada ano, 75 000 a
125 000 criancas nesta faixa etaria sejam hospitalizadas devido a infecdo por VSR (96),
resultando em 20 a 25% de casos de pneumonia e até 70% dos casos de bronquiolite.
(49)

Caracteristicas gerais

O VSR é um membro do género Pneumovirus e da familia Paramyxoviridae. A
organizacdo molecular do genoma do VSR e as caracteristicas gerais estruturais do
virus seguem o padrdo paramixovirus. O virus processa um envelope lipidico com duas
glicoproteinas virais: uma glicoproteina (G) e uma glicoproteina de fusdo (F), que
mediam o anexo viral e 0s processos de fusdo celular, respetivamente. Ao contrario de
outros paramixovirus, a proteina de fusdo do VSR carece da hemaglutinina ou
propriedades da neuraminidase. O VSR provoca a formacdo de sincicios em células

infetadas, e as glicoproteinas virais medeiam a entrada da fusdo em pH neutro. (131)

O seu genoma € constituido por 15 222 nucleotideos, por uma molécula de RNA

que codifica para 11 proteinas virais. (6, 126)
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Epidemiologia

O VSR pode causar infecBes respiratorias superiores e inferiores (como
bronquiolite e pneumonia). Nas criangas com menos de um ano de idade, 0 VSR € a
causa mais importante de bronquiolite. Quando as criancas sdo expostas a VSR pela
primeira vez, 25 a 40% delas apresentam sinais ou sintomas de bronquiolite ou
pneumonia, e 0,5 a 2 % requerem hospitalizacdo (na maioria sdo criangas com menos de
6 meses de idade). Latentes e criangas infetados pelo VSR normalmente apresentam
sintomas dentro de 4 a 6 dias apds o contacto, a maioria vai recuperar em 1-2 semanas.

Individuos infetados normalmente s&o contagiosos durante 3 a 8 dias. (7)

Os surtos de VSR ocorrem com um padrdo distinto sazonal. A estagdo do VSR
comeca no final do outono e continua até meados da primavera, com um pico no
inverno, entre janeiro e marco. 50 % das criancas nos primeiros anos de vida serdo
infetados com VSR no primeiro Inverno, e com 3 anos de idade, quase 100% das
criancas serdo infetadas pelo menos uma vez. Alguns casos apresentam manifestagoes
mais graves e muitas vezes requer mesmo hospitalizacdo. O tempo e a gravidade da

circulacdo de VSR numa determinada comunidade pode variar de ano para ano. (96)

O VSR ¢ transmitido pela inoculagéo direta de goticulas respiratdrias e, portanto,
requer contacto proximo com aerossois e goticulas respiratorias de individuos infetados.
As criancas infetadas podem contaminar superficies do ambiente e a pele com particulas
de aerossais, estas podem sobreviver horas nestes locais. O virus pode sobreviver em
objetos, tais como bancadas de 4 a 7 horas, e 0 tempo em ambientes humidos pode
exceder as 24 horas. Havendo também um grande risco de disseminagdo nosocomial,
uma vez que o virus pode-se espalhar rapidamente no ambiente hospital, apesar dos

procedimentos habituais de controlo de infecéo. (89)
Manifestacdes Clinicas

O VSR replica-se inicialmente no epitélio da nasofaringe e depois propaga-se
para o trato respiratorio inferior. A infecdo primaria por VSR apresenta-se bastante
severa, ndo estando claro se este fato se deve aos mecanismos imunopatoldgicos,
imaturidade imunoldgica ou ao simples facto de que as vias aéreas das criancas sdo
pequenas e vulneraveis. (7)
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A imunologia e a imunopatogenia das infegdes por VSR sdo complexas e nédo
totalmente conhecidas, embora esteja claro que os componentes humorais e celulares do
sistema imunoldgico contribuam tanto para a patogénese como para a protecdo. A
infecdo primaria por VSR néo confere imunidade permanente. Infe¢Bes secundarias séo
geralmente mais leves, devido a protecdo contra a doenca grave apos a infecao primaria.
O limitado grau de protecdo oferecido pelos anticorpos maternos é ressaltado pelo facto
de que o pico de incidéncia da doenga grave por VSR é observada em latentes com
idades entre 2 a 5 meses, altura em que ainda circulam anticorpos maternos no

organismo do bebe. (4, 102)

Desta forma, O VSR pode incluir uma grande variedade de sintomas, tais como

a rinite, otite média, pneumonia e bronquiolite, ja descritos anteriormente. (7, 43, 96)

Prevencéao

A lavagem frequente das méos e a limpeza de superficies com desinfetante pode
ajudar a controlar a propagacdo do VSR. Deve evitar-se o contacto direto de individuos
infetados com criancas de alto risco. O palivizumab estd disponivel para ajudar a
prevenir o desenvolvimento da doenga grave por infecdo de VSR e é indicado em bebes
prematuros e recém-nascidos, especialmente com displasia broncopulmonar. (4, 26, 96,
102)
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1.3.3.3. Metapneumovirus humano (MPVh)

O MPVh é um virus que foi descrito pela primeira vez em 2001 e que causa um
largo espetro de doencas que véo desde a infecdo assintomatica a casos de bronquiolite
grave. (133)

Tal como os outros virus respiratorios, 0 MPVh pode causar infecdes baixas e
altas do trato respiratorio habitualmente em bebes e criancas, mas também pode infetar

idosos e doentes imunodeprimidos. (143)

A seguir ao VSR, é o segundo causador de bronquiolite na primeira infancia.
(11) Criangas com menos de 5 anos sdo mais suscetiveis a infecbes por MPVh (134), e
aquelas com menos de 2 anos de idade tem maior probabilidade de ser hospitalizadas

com sintomas graves, incluindo bronquiolite, pneumonia e bronquite. (64)

Caracteristicas gerais

O género metapneumovirus humano pertence a subfamilia Pneumovirinae e a

familia Paramyxoviridae. (64)

O virido do MPVh, tal como todos os paramyxovirus, contem uma
nucleocapside de cadeia Unica de RNA, embora este virido ndo contenha hemaglutinina
ou neuraminidase, o0 que o distingue como membro da subfamilia Pneumovirinae, tal

como o VSR.

Estdo descritos dois gendtipos major no MPVh, designados de A e B, e cada um
divide-se em dois subtipos (Al e A2; Bl e B2). (105)

O genoma do MPVh tem aproximadamente 13,4 kb de comprimento. (133)

A fisiopatologia da infecdo MPVh esta intimamente relacionada com o outro
pneumovirus humano, VSR, ou seja, tem igualmente um tropismo para o epitélio
respiratorio. (101, 125)
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Epidemiologia

O MPVh é causador de infegdes respiratorias em criancas durante todo o ano.
Em climas temperados, as infecdes por MPVh tem o seu pico maximo no final do

inverno e primavera. (25)

A infecdo por MPVh em criancas, tal como a infecdo por VSR, é mais frequente
em criangas com menos de 2 anos de idade, particularmente com menos de 12 meses.
(134)

Na pediatria, 0 MPVh é geralmente o0 agente mais comum de infecdo respiratéria
ap6s 0 VSR. (72) (100) E descrita uma alta taxa de co-infecdo com o VSR, visto 0s
ciclos de epidemias de ambos se sobreporem. No entanto, ndo € claro se a gravidade dos
sintomas é mais elevada com uma Unica infegdo de MPVh ou com a co-infecgdo com

VSR ou outro virus respiratdrio. (35)

O meio de transmissdo do MPVh ndo é conhecido. Embora, o virus esteja
presente na nasofaringe em concentracGes elevadas, é razoavel concluir que a sua
propagacdo é semelhante a de outros virus respiratorios, inclui a transmissdo por

contacto direto, de superficies contaminadas. (32)

Nas criangas, 0 MPVh esta presente em secre¢fes nasais por um periodo medio

de 5 dias, uma duragdo mais curta que as infecdes por VSR. (101, 140)

A infecdo por MPVh é muito comum. As estimativas sugerem que este virus é o
agente causador de bronquiolite infantil em 5-15% dos casos. Criangas infetadas com
este virus respiratorios, sdo frequentemente co-infetados com outros virus respiratorios
comuns. (101, 125)

O MPVh também pode ser causador de infecdo nosocomial. (69)

A circulacdo de gendtipos de MPVh varia anualmente e o genoétipo
predominante muda a cada 1-3 anos, embora a co-circulacdo de Vvarios genotipos seja

comum. (77)
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Estudos sero-epidemioldgicos sugerem que a infecdo com MPVh ocorre durante
0s primeiros 2 anos de vida e quase todos os individuos foram expostos a MPVh ate aos
5 anos de idade. (133)

Anticorpos contra MPVh em criangas ou adultos podem sugerir um namero
diferente de infecOes de repeticdo ou uma resposta diferente com o aumento da idade.

(81) A reinfecdo com MPVh parece ser devida a imunidade incompleta. (27)
Manifestacdes clinicas

O paciente pode ser assintomatico, ou os sintomas podem variar de doenca leve
do trato respiratério até bronguiolite grave ou mesmo pneumonia, sendo estes casos
mais graves em criancas com menos de 1 ano de idade, idosos e pessoas com o sistema

imunitério comprometido. (101, 125)

Prevencéao

O tratamento baseia-se em medidas tomadas em criancas hospitalizadas por

infecdo respiratdria grave, podendo em casos mais graves ser necessaria a ventilacéao.

Boas praticas de controlo de infecdo podem evitar a propagacédo de infecdes por MPVh.

Né&o existem ainda vacinas a serem comercializadas. (133)
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1.3.4. Coronaviridae

A familia Coronaviridae é constituida por dois géneros - Coronavirus e
Torovirus. Os coronavirus sao virus ubiquitarios que infetam uma diversidade de
mamiferos e aves. Nos humanos, podem causar infecdo ligeira do trato respiratorio
superior, sendo responsaveis por mais de 15 a 30% das vulgares “constipacdes”. Os
torovirus sdo virus responsaveis por doenca entérica em certos animais, mas no homem
persistem ainda duvidas quanto a identidade viral das particulas pleomorficas,

semelhantes a torovirus, que tem sido detetadas em fezes diarreicas. (110)

1.3.4.1. Coronavirus

Caracteristicas gerais

Estes virus devem 0 seu nome ao aspeto em coroa, quando observados em
microscopia eletronica. Os coronavirus sdo constituidos por um involucro e por uma
nucleocapside, sdo esféricos e pleomorficos, apresentam-se em forma de rim ou em
forma de bastonete. Sdo virus dotados de grande polimorfismo, devido a presenca do
seu involucro lipidico, apresentam, uma forma esférica e um diametro de cerca de 120-
160 nm. (110, 141)

O genoma é ndo segmentado e contém uma unica e longa molécula de RNA de
cadeia simples, com polaridade positiva. O genoma completo é constituido por 25000-
33000 nucleotideos e codifica proteinas estruturais (5 proteinas) e proteinas nao-
estruturais. (110)

O seu modo particular de replicacdo origina uma elevada frequéncia de

recombinacdes e mutacdes, responsaveis pela variabilidade antigenica destes virus. (4)

Os coronavirus sdo comumente associados a infecdo respiratéria em criangas e

adultos.

Os primeiros coronavirus humanos, dos quais HCoV-229E e HCoV-0OC43 sdo

os representantes, foram identificados em 1960. Recentemente foram descobertos os
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virus HCoV-HKU1 e HCoV-NL63, que sdo agentes importantes infecdo respiratéria
aguda em criangas. (135) Outro coronavirus recentemente identificado € o da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS), SARSCoV, que surgiu no sul da China no final de
2002 e espalhou-se na primavera de 2003 para cerca de 30 paises da Asia, Europa e
América do Norte. Deste surto resultaram 8096 casos em todo o mundo e 774 pacientes

morreram, uma taxa de mortalidade de 9,6%. (116)

Os coronavirus sdo classificados em trés grupos distintos, com HCoV-229E e
HCoV-NL63 incluidos no grupo 1, o HCoV-0OC43 e HCoV-HKU1 no grupo 2 e
SARSCoV representa o Grupo 3. (47)

O HCoV-NL63 foi detetado a primeira vez em 2004 em criangas com
bronquiolite na Holanda (137), enquanto que o HCoV-HKUL1 foi detetado em 2005 num

adulto com doenca pulmonar cronica em Hong Kong. (147)

Varios estudos mostram que os coronavirus NL63 e HKU1 foram detetados em
1 a 10% de pacientes com infecdo aguda do trato respiratério. A detecdo destes dois

virus simultaneamente é comumente reportado. (136)

Epidemiologia

A taxa de infecdo por coronavirus mostra-se relativamente uniforme em todos os
grupos etarios, embora a doenca aguda do trato respiratério superior tenha, geralmente,
uma incidéncia méxima em criancas dos 4-10 anos. No adulto, a infecdo por
coronavirus encontra-se frequentemente associada a sintomatologia ligeira das vias

respiratorias superiores. (148)

A aquisicdo de anticorpos parece ter lugar desde o primeiro ano de vida. Aos 3
anos de idade, 50% das criancas apresentam anticorpos contra 0S coronavirus

respiratorios, elevando-se esta taxa para 70% na populacéo adulta. (110)

As infecdes por coronavirus ocorrem, normalmente, em forma de epidemia, no
fim do inverno e principio da primavera. Durante as epidemias todos 0s grupos etarios

de ambos os sexos podem ser infetados. Tal contrasta com 0 que se passa com outros
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virus respiratorios (por exemplo, virus sincicial respiratdrio), em que se verifica um

decréscimo marcado de incidéncia da doenca com o aumento da idade. (14, 110)

A infegdo respiratoria nosocomial por coronavirus parece ser frequente em

unidades neonatais de cuidados intensivos.(108)

A infecdo respiratoria por coronavirus induz uma imunidade especifica de
serotipo. No entanto, a reinfecdo pelo mesmo serotipo parece ocorrer frequentemente,

sugerindo que os anticorpos homologos séo apenas protetores por algum tempo. (62)

ManifestacOes clinicas

Os coronavirus humanos causam, frequentemente, infe¢bes discretas do trato
respiratorio superior. A infecdo raramente se estende as vias respiratorias inferiores,
mas no decurso de epidemias, podem ser detetados casos de bronquiolites e
pneumopatias. A infe¢do assintomética é comum, ocorrendo apenas sinais clinicos em
cerca de 50% dos individuos infetados. (108)

A importancia clinica dos coronavirus podera vir a aumentar, dado que alguns
estudos sero-epidemioldgicos tém sugerido a sua implicacdo na etiologia de doencas
mais graves, tais como pneumonias, pericardites, meningites e radiculites. Por outro
lado, os coronavirus também tém sido associados a certas infegbes gastrointestinais
graves, como diarreias e enterocolites necrosantes, sobretudo em recém-nascidos e

criangas com menos de 1 ano de idade. (4)

A semelhanga com os outros coronavirus, também o HCoV-NL63 foi provado
ser um agente patogénico respiratorio, mas deve ser realcado o seu papel como causador
de croup. (30)

As infe¢Oes causadas pelos coronavirus HKU1 e NL63, geralmente ndo sdo
graves, em pessoas saudaveis. Tal como os coronavirus 229E e OC 43, sdo
predominantemente comuns como causa de constipacGes, podendo originar sintomas

mais graves em criancas, idosos e imunodeprimidos. (138)
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1.3.5. Picornoviridae

Os Picornavirus sdo membros da familia Picornaviridae, constituida por um

numeroso conjunto de pequenos virus, ubiquitarios, que circulam na Natureza.

De acordo com caracteristicas, os membros da familia Picornaviridae estéo
atualmente repartidos por doze géneros: Enterovirus, Rhinovirus, Hepatovirus,
Parechovirus, Aphtovirus, Cardiovirus, Poliovirus, Erbovirus, Kobuvirus, Teschovirus

e Coxsackie. (2)

Caracteristicas gerais

Os virus da familia Picornaviridae sdo agentes de pequenas dimensdes, com 20-
30 nm, icosaédricos, com genoma de RNA e com uma cépside desprovida de invélucro
(virus nus). Possuem uma capside icosaedrica, com 60 subunidades, e 12 vértices

pentaméricos, composto cada um deles de 5 unidades de proteinas protomericas. (110)

Constituem uma familia numerosa, a qual pertencem cerca de 250 membros ou
serotipos. Dividem-se por diversos géneros, dos quais 0s mais importantes sdo 0s
enterovirus e rinovirus, os primeiros pela gravidade de algumas das infecbes que
provocam e 0s segundos por serem um dos mais frequentes agentes de infecdo

respiratria em criancas. (88)

Estes agentes apresentam uma grande polivaléncia, embora possam manifestar
no hospedeiro sindromas idénticas. Inversamente, quadros clinicos diversos podem ser
da responsabilidade de um mesmo virus, tornando dificil, desta forma, saber o agente

causal de uma dada infecéo. (127)

1.3.5.1. Rinovirus

Foi em 1954 que foi descoberto o rinovirus humano (tipo Al), mas s6 em 1963,
é que lhe foi atribuido este nome devido a associacdo com o tipo de doenga que

causava, rinorreia. (110, 132)
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Os rinovirus penetram no organismo por via respiratdria, tornando-se
responsaveis por infegcdes respiratorias altas, como a vulgar constipacdo, sendo o mais

importante agente causal. (4)

Caracteristicas gerais

Embora apresentando caracteristicas gerais dos Picornaviridae, os rinovirus
podem ser distinguidos dos enterovirus pela inativagdo em baixo pH, ou seja a
labilidade aos &cidos, o que impede a sobrevivéncia do rinovirus no estbmago ou

intestino, desta forma ndo infetam o hospedeiro por via digestiva. (4, 110)

Epidemiologia

As infecbes causadas por rinovirus ocorrem durante todo o ano e tem uma alta

incidéncia na primavera e no outono, com variacao da area e do ano. (145, 149)

Vérios tipos de rinovirus circulam na comunidade durante todo o ano, mas 0s
picos de alta prevaléncia ocorrem usualmente em setembro-novembro e abril-maio.
(145) Durante o outono mais de 90% das constipacdes sdo causadas pelos rinovirus. (5,
84) Nas pessoas adultas, o rinovirus € um dos agentes mais frequentes de infe¢do do
trato respiratorio, sendo assim também uma agente de infecdo respiratdria em
criancas.(23, 74)

Cada individuo sofre, anualmente, 2 a 4 infecBes por rinovirus diferentes,

podendo vir mais tarde a sofrer reinfecdo por um mesmo serotipo. (4)

A resposta a infecdo por rinovirus € principalmente de imunidade humoral e a
maioria dos individuos infetados produzem anticorpos neutralizantes para o serotipo
infetante. Ao longo da vida de um individuo a reducdo destas reinfecOes &,
provavelmente, devida a uma expansdo do repertdrio de anticorpos neutralizantes
adquiridos. (110)
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O periodo de incubagéo é curto, cerca de 2 dias, com intervalo de 1 a 6 dias. A
doenca normalmente dura uma semana a 10 dias, podendo o virus permanecer no

organismo de 2 a 3 semanas apos a resolucdo dos sintomas. (104)

Manifestacdes clinicas

Os rinovirus humanos tém sido reconhecidos como 0s agentes responsaveis pela
comum constipagcdo, mas também tem sido detetados na nasofaringe de individuos

assintomaticos. (33)

Os rinovirus humanos parecem ser capazes de se replicar também nas vias
respiratorias inferiores e causar bronquiolite e pneumonia, geralmente com
internamento hospitalar. (150)

As manifestacdes clinicas da infecdo por rinovirus em individuos
imunodeprimidos variam desde do estado assintomatico a doencas mais graves como a

pneumonia, passando pela vulgar constipacao. (104)

1.3.5.2. Enterovirus

Caracteristicas gerais

Os Enterovirus habitam transitoriamente o intestino do homem, depois de terem
penetrado no seu organismo por via oral. Embora designados de entéricos, por
utilizarem o intestino como local de passagem, raramente dao sintomatologia
gastrointestinal. O seu primeiro local de multiplicacéo € o tecido linfoide da orofaringe,
incluindo o das amigdalas e, posteriormente, o do intestino. A virémia ndo é requisito
obrigatdrio, no entanto, num doente sem anticorpos, podera conduzir a quadros clinicos
de gravidade, caso o sistema nervoso venha a ser afetado (paralisias,
meningoencefalites, etc.). A eliminacdo do virus é feita pelas fezes. (4, 110)
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Os enterovirus apresentam uma grande estabilidade em meio acido (pH 3,0-5,0)
durante 1 a 3 horas, enquanto que 0s rinovirus sdo labeis aos acidos, tal como foi dito
anteriormente. Resistem bem a temperatura ambiente, durante semanas, caso estejam
envolvidos em matéria organica, especialmente contendo proteinas, como € o caso das

fezes. Sobrevivem durante meses a 4°C e durante anos a -20°C ou -70°C. (110)

Os enterovirus incluem os Poliovirus, os Coxsackievirus e os Echovirus. Todos
estes virus partilham as caracteristicas gerais dos outros picornavirus, mas também

outras importantes propriedades, como:
e Provocam infecédo por via fecal-oral;
¢ Replicam-se ao nivel da orofaringe e do trato intestinal;

e Na maioria dos casos, provocam infe¢des assintomaticas, levando a formacdo de
anticorpos neutralizantes, protetores contra infe¢cGes futuras produzidas pelo

mesmao virus;
e Apresentam a capacidade de produzir virémia;
e Podem, ocasionalmente causar infecéo e lesdo do sistema nervoso central,
e Circulam maioritariamente durante os meses do verdo e do outono;

e Sdo mais frequentemente isolados em criancas do que em adultos. (4, 110, 141)

Epidemiologia

A transmissdo dos enterovirus é de pessoa a pessoa por via fecal-oral e via oral-
oral (transmissdo respiratoria). As piscinas sdéo um bom meio de transmissdo dos

enterovirus durante o verdo. (110)
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Manifestacdes clinicas

Os Enterovirus podem ser responsaveis por infeces em vérios 6rgdos e
sistemas, com gravidade variavel, mas no que se refere ao aparelho respiratorio estdo

sobretudo associados a infe¢des ligeiras do sistema respiratorio superior em criancas.

Na maioria destes casos, a febre é geralmente acompanhada de faringite. Nos
casos mais graves, este virus pode ser responsavel por casos de bronquite e estar

associado a sibilancia. (58, 110)

1.3.6. Parvoviridae

1.3.6.1.Bocavirus humano

O bocavirus humano (HBoV) foi descrito pela primeira vez em 2005. Desde
entdo, este virus tem sido associado a um numero significativo de infegdes respiratorias
em criangas por todo 0o Mundo. E o segundo virus da familia Parvoviridae descrito

como patogénico para os seres humanos. (1)

Caracteristicas Gerais

Os bocavirus humanos sdo membros da familia Parvoviridae, sendo virus
pequenos, sem involucro, com uma cadeia Unica de DNA. Foram identificadas quatro
variantes de Bocavirus humanos (HBoV 1-4) até a data com base na anélise filogenética

do genoma viral. (1, 110)

O HBoV1 é predominante no trato respiratorio e causa doenga no mesmo (68),
enquanto o HBoV2 e HBoV3 tém sido detetados em amostras respiratorias e em
amostras de fezes, ao passo que o0 HBoV4 tem sido apenas detetado em amostras de
fezes. (65)
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Embora as infecOes por HBoV ocorram tanto em criangas como em adultos, as

criangas com menos de 2 anos estdo em maior risco de infecdo. (60)

Epidemiologia

O método de transmissdo do bocavirus humano ainda ndo esta conhecido.
Embora, o virus esteja presente em altas concentracdes na nasofaringe, € razoavel

concluir que a sua propagacao seja semelhante aos de outros virus respiratérios.

A transmissdo pode envolver transmissdo por goticulas e/ou através de aerossois,

e através de maos ou superficies contaminadas. (4)

Manifestacdes clinicas

O bocavirus humano foi encontrado em amostras de criangas com doenca do
trato respiratdrio superior e/ou inferior. Os sinais e sintomas da doenca sdo idénticos aos
que ocorrem em infecBes por outros virus, assim, a clinica pode incluir tosse,

expetoracéo, febre, rinorreia, dispneia e diarreia. (48)
Uma caracteristica Unica das infe¢Ges respiratorias pelo bocavirus humano é a

alta frequéncia de infecdes mistas, levando a interrogacdo se o bocavirus sera um agente

passageiro e ndo a causa da doenca respiratoria. (110, 113)
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1.4. Diagnostico dos virus respiratorios

Como ¢ do conhecimento geral e tal como tem sido descrito ao longo deste
trabalho, grande parte das infe¢des respiratorias do trato respiratorio sdo causadas por

virus respiratorios.

O diagndstico, a detecdo e a vigilancia de agentes respiratorios, em especial 0s
agentes virais emergentes, tem sido motivo de interesse na Gltima década. Os avancos
nas tecnicas de biologia molecular tém permitido a identificacdo de alguns agentes que
anteriormente ndo eram detetados, contribuindo desta forma para a compreensao da
etiologia das infecBes respiratérias virais. Durante a Ultima década, outros virus
respiratorios ou novas estirpes de virus respiratdrios ja conhecidos foram identificados,
tais como o metapneumovirus humano, 0s coronavirus associados ao SARS e aos
quadros respiratdrios recentemente descritos no Médio Oriente (ECDC), os coronavirus
humanos NL63 e HKU1, os bocavirus humanos, o rinovirus C, o virus da gripe A HIN1
de 2009, bem como o0s potenciais agentes patogenicos respiratorios, incluindo os

poliomavirus WU e K1 e os parechovirus. (101, 113)

Um diagnostico laboratorial rapido e especifico do agente causador de infecdo
respiratdria pode diminuir o uso de antibioticos, de testes laboratoriais adicionais e, por

fim esta associado a periodos mais curtos de hospitalizaco. (107)

O diagnostico é baseado na detegcdo do virus ou em componentes virais como
antigénios ou em sequéncias de acido nucleico especificas em secre¢des respiratorias.
Os testes baseados em antigénios estdo amplamente disponiveis, sdo de facil execucéo e
os resultados estdo disponiveis num curto espaco de tempo, mas a sua sensibilidade e
especificidade sdo varidveis consoante 0 método e geralmente inferiores ao método de

referéncia. (8, 15)

Entre os métodos disponiveis, o isolamento em cultura de células foi
considerado o gold standard para a identificagdo viral. No entanto este tem sido
gradualmente substituido por técnicas mais sensiveis, como a amplificacdo de acidos

nucleicos — técnicas de biologia molecular, e que fornecem resultados mais rapidos.
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Dentro destas Gltimas, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é a mais utilizada,
sendo a PCR em tempo real uma variante da metodologia, mais recente e que permite a
quantificacdo de acidos nucleicos virais numa amostra clinica, entre outras vantagens. A
principal desvantagem destas metodologias sdo o elevado custo das mesmas. (113) (15,
107)

O ideal seria implementar metodologias para um diagndstico mais sensivel,
rapido e de baixos custos, permitindo identificar a etiologia de todos os agentes

causadores de infecdo respiratdria viral.

O tipo e qualidade da amostra clinica para detecdo de virus respiratorios
influenciam consideravelmente a sensibilidade e especificidade de toda a detecéo viral.
Diversos estudos tém demonstrado que o aspirado nasofaringeo é relativamente mais
sensivel que a colheita de secrecfes nasofaringeas com zaragatoa. No entanto, a colheita
com zaragatoa € um método mais facil para o paciente, requer menos equipamento

especializado e assim é facil de realizar em qualquer lugar. (51, 75)
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1.4.1. Cultura para isolamento de virus

O isolamento de virus em cultura de tecidos tem sido considerado como, dito
anteriormente, o gold standard para confirmacdo da infecéo viral desde os primordios
da ciéncia viroldgica. No entanto, alem de ser uma técnica que necessita de experiéncia
por parte do operador para uma eficiente recuperacédo viral, requer na maioria dos virus
uma média de 3 a 6 dias para se conseguir verificar o efeito citopatico. A cultura Shell
vial, que combina a centrifugacdo com uma revelagao precoce por imunofluorescéncia
ou por imunoperoxidase com anticorpos especificos, aumenta a sensibilidade da técnica
de cultura celular e encurta o tempo de resposta para a identificacdo do virus para 1 a 2
dias. (18, 63, 103, 124)

1.4.2. Detecéo Antigénica

Os testes de detecdo de antigénios incluem a imunofluorescéncia direta (IFD),
ensaios imunoenzimaticos (EIA) e ensaios imunocromatograficos. Os ensaios de IFD
utilizam um marcador com fluoresceina e a vantagem é que o padrdo de
imunofluorescéncia das células infetadas podem ser diretamente examinadas por
microscopia que fornece uma confirmacdo adicional de especificidade. Nos EIA, se o
antigénio do virus a pesquisar estiver presente, é capturado por anticorpos especificos e
é detetado por um anticorpo ligado a enzima. (98, 114)

Os testes comerciais de detecdo de antigénios sdo féaceis de realizar e os
resultados estdo disponiveis num curto periodo de tempo, em minutos. Por estas raz@es,
estes sdo amplamente utilizados na prética clinica. No entanto, no que diz respeito aos
principais virus respiratérios causadores de infecdo respiratdria em criangas, nem todos
tém testes comerciais disponiveis. Apesar dos inumeros esforcos realizados para
melhorar a sensibilidade e especificidade destes testes de detecdo de antigénios, estes
métodos sdo menos especificos e sensiveis que os testes de amplificacdo de acidos
nucleicos e de cultura celular, apresentando sensibilidades entre 72 a 94% e

especificidades de 95 a 100% em amostras respiratorias pediatricas. (45, 53, 112)
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1.4.3. Testes de acidos nucleicos

Os testes que se baseiam na detecdo dos acidos nucleicos revolucionaram o
diagndstico em virologia e sdo os métodos mais sensiveis na identificagdo de virus

respiratorios, independentemente da populacgdo a ser estudada. (29)

As criangas com infegdo primaria excretam geralmente os virus respiratorios por
um longo periodo de tempo, ao contrario das reinfecGes em que a excrecdo é menos
intensa e duradoura, devido a presenca de anticorpos especificos que influenciam o grau
de replicacéo viral. (50, 86, 107)

Nos ultimos dez anos, numerosas técnicas de PCR foram montadas e diversos
protocolos foram publicados, assim como foram lancados no mercado numerosos testes
comerciais para detecdo de virus respiratérios. (56, 67, 83)

As novas técnicas de PCR, como por exemplo a PCR em tempo real, utilizam
sondas fluorescentes como as Tagman, beacons moleculares e as sondas scorpion que
permitem a realizacdo simultanea da amplificacdo e detecdo e resultam num aumento
consideravel de velocidade da PCR em tempo real com um tempo de resposta em
poucas horas. Foram desenvolvidos protocolos de PCR em formato multiplex que
permitem a amplificacdo simultdnea de varios virus respiratorios, desta forma séo
capazes de identificar uma variedade de diferentes virus respiratorios numa mesma
amostra respiratoria. A utilizacdo da PCR multiplex com elevada sensibilidade resultou
num aumento significativo dos casos de infecdo respiratéria, em que se detetaram

infecGes mistas com 2 ou mais virus respiratorios. (16, 17)

Uma vantagem muito importante da PCR em tempo real é que permite a
quantificacdo dos acidos nucleicos virais presentes numa amostra.(28) O valor da
determinacdo de cargas virais no que diz respeito ao diagnostico das infecdes do trato
respiratério ainda é incerto, porque as amostras respiratorias sdo de dificil
homogeneizacédo, especialmente se tivemos em conta a quantidade de virus ou células
infetadas dentro de cada amostra e das diluicdes ndo padronizadas. No entanto, e

citando um exemplo no que diz respeito as cargas virais do VSR, quando estas se
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apresentam elevadas parecem corresponder com um curso clinico mais grave da doenga
e com uma maior probabilidade de recorréncia de sibilancia. (24, 91)

Em pacientes nos quais varios virus sdo detetados por PCR em tempo real
quantitativo, este método pode ajudar a discriminar qual o virus que estara a ser o

responsavel pelo quadro clinico. (107)
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2 - Material e Métodos
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2.1. Populacao estudada

No estudo desenvolvido foram utilizadas amostras de secrecdes da naso e
orofaringe em dois grupos de criangas, com idades compreendidas entre 0s 5 meses e 0s
5 anos: um que englobava as criangcas que frequentavam os infantarios do distrito de
Lisboa que participaram neste estudo, e 0 outro que incluia as criangas que se

deslocaram & Urgéncia Pediatrica do Hospital da Luz.

Foi criado um sistema de alerta para sinalizagdo dos casos de doenca. Antes do
inicio do funcionamento deste sistema d alerta foram realizadas a¢des de formagdo nos
infantarios, a fim de ser incentivados e esclarecidos os encarregados de educacdo e a
comunidade escolar para a sua correta utilizacdo. Para se proceder as colheitas nas
criancas dos infantarios os pais e educadores de infancia tinham ao seu dispor uma linha
verde (integrada no projeto “ENVIRH: Ambiente ¢ Saude de criangas de infantarios™)
totalmente gratuita que estes deviam utilizar para sinalizar os casos de doenca. A
resposta a estas chamadas, assim como a realizacdo das colheitas foram da minha
responsabilidade. Era considerado caso doenca quando uma crianca que apresentava
pelo menos duas das seguintes manifestacfes clinicas: febre, tosse, congestdo nasal e
sibilancia. Quando apds a chamada se verificava que se tratava de um caso de doenca,
deslocava-me ao local onde se encontrava a crianga e procedia a colheita. No caso das
amostras das criangas da urgéncia do Hospital da Luz, quando os pediatras de servigo
verificavam que as criangas tinham critérios de infecdo respiratéria, comunicavam a
equipa de enfermagem e esta realizava a colheita, sendo a mesma entregue no

laboratorio desse mesmo Hospital, local onde desempenho fungdes.
2.1.1.Procedimento para colheita e armazenamento das amostras

Em cada colheita fazia-se a recolha das secrecdes da naso e da orofaringe,
recorrendo a duas zaragatoas que eram colocadas de imediato no meio de transporte de

virus.

O procedimento de extracdo do &cido nucleico era efetuado até 72 horas apos a

colheita, sendo as amostras refrigeradas a 4°C até a extracao.
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2.2. Técnicas de Extracao de acido nucleico

Para extrair o DNA/RNA das amostras clinicas foi utilizado o kit “Ezl1 virus

Mini kit v2.0” (Quiagen), tendo seguido o protocolo do mesmo.

O “EZ1 Virus mini kit v2.0” foi utilizado na purificagdo simultdnea de
DNA/RNA viral das secrecbes respiratorias, utilizando o sistema de extracdo
automatico: BioRobot EZ1. Esta técnica consiste na utilizacdo de uma tecnologia de
purificacdo de silica associada as particulas magnéticas. Por sua vez, a presenca de sais
caotropicos promovem a ligacdo do DNA/RNA a silica na superficie das particulas
magnéticas. As particulas sdo isoladas dos lisados por um magneto, e 0 DNA/RNA é
posteriormente eluido num tampdo de eluicdo. Durante o processo de purificacdo é
utilizado o “RNA carrier” que tem duas fungdes: aumenta a afinidade dos acidos
nucleicos virais para a silica, que reveste a superficie das particulas magnéticas,
especialmente se a amostra contém uma quantidade muito pequena de &cidos nucleicos;
e reduz a possibilidade de degradacdo do RNA viral, se eventualmente as RNases néo
forem totalmente desnaturadas pelos sais caotrépicos e pelo reagente lise. O Processo de

purificacdo é composto por 4 fases: lise, ligacéo, lavagem e eluicéo.
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Amostra

Lise com proteinase K e tampao
de lise

Particulas magnéticas e tampéo
de ligagdo adicionado ao lisado

1

Separagao magnética

Acidos nucleicos: ligagao as
particulas magnéticas revestidas
de silica

Lavagem com tampao de
lavagem 1, depois com tampéao
de lavagem 2 e depois com etanol

|
v Separagdo magnética

Eluigado com tampéo AVE.

{

{
—=d == =

%._

Acido nucleico viral purificado

Figura 1 — Esquema ilustrativo da técnica de extragdo do &cido nucleico

Caso ndo fosse possivel realizar de imediato as técnicas de amplificacéo,

congelavam-se as amostras apds o procedimento de extracao.
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Controlo interno

No processo de extracdo o controlo interno utilizado foi o MS2, sendo este
adicionado em cada amostra juntamente com o “RNA carrier”. O MS2 € um
bacteri6fago, que pode ser utilizado como controlo para ensaios com virus de RNA e
DNA.
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2. 3. Técnica de PCR em tempo real

Apos efetuado o procedimento de extracdo do DNA/ RNA, a amplificacdo foi

efetuada por técnicas de PCR multiplex em tempo real.

A PCR é um processo ciclico em que sdo repetidos os seguintes passos durante
um ndmero determinado de vezes: a cadeia dupla de DNA ¢é desnaturada por
aquecimento (95°C) para separacdo das cadeias, obtendo-se duas cadeias simples;
seguidamente da-se a ligacdo aos primers que foram introduzidos na reacdo as zonas
homologas em cadeia (emparelhamento, aproximadamente 60°C); por fim, a DNA

polimerase catalisa a producdo de novas cadeias complementares (extensdo, 72°C).(139)

m, AT, Mma . a M AT, A
\ —_— \ b \
i Wi v W W T
ADN alvo desnaturacgéo emparelhamento
novo 95°C dos primers l
ciclo 60°C
0 AN . T, AR AT,
W "W b ‘u4'L'-L9'u WA T
extensé&o ligacdo do enzima

72°C
Figura 2 — Técnica de PCR

Este método utiliza uma enzima, a Taq polimerase, que € extraida do
microrganismo Thermus aquaticus com um peso molecular de aproximadamente
94KDa. Esta enzima é termoestavel e tem a capacidade de copiar in vitro uma
determinada regido da molécula de DNA, sendo esta regido que é condicionada pelo uso
de pequenas sequencias iniciadoras (primers) que hibridam com locais individualizados

das cadeias de DNA delimitando assim o fragmento a amplificar.

A enzima utilizada neste trabalho foi a “SuperScript '™ Platinum ® One-Step
Quantitative RT-PCR system”, enzima que combina a “SuperScript '™ Il Reverse
Transcriptase (RT)” e a “Platinum ® Tag DNA Polymerase” numa tinica enzima; assim,

esta enzima permite combinar no mesmo passo a transcrigéo reversa e a amplificagéo.
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Além da enzima, s80 necessarios reagentes como 0s primers e as sondas
especificas, agua livre de RNASES e uma solucdo tampédo “2 X reaction mix”. Esta
Gltima, consiste num sistema tampdo com MgSQO,, nucleodtidos livres (ANTPs) e
estabilizadores para criar condi¢des 6timas para a enzima. Em algumas das reacdes foi

ainda necessario adicionar uma quantidade extra de MgSQ,.

As sondas utilizadas nestas técnicas sdo sondas Tagman. Estas sondas
apresentam numa extremidade o fluoréforo e na outra um quencher (molécula que
aceita energia do fluor6foro na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor). Os
produtos da reacdo sdo detetados pela fluorescéncia produzida apos a atividade da
exonuclease de 5'para 3 da taq polimerase. Durante a PCR em tempo real as sondas
Tagman hibridizam com a sequéncia da cadeia simples de DNA complementar alvo
para a amplificacdo. Neste processo a sonda Tagman é degradada devido a atividade
exonuclease 5'para 3° da Taqg polimerase, separando o quencher da molécula
fluorescente durante a extensdo. A separacdo do fluordforo do quencher resulta num
aumento da intensidade da fluorescéncia. Assim, durante o processo de amplificacdo a
emissdo de luz é aumentada de forma exponencial. Este aumento de fluorescéncia
ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificacdo da sequéncia alvo €

estabelecida.

Denature

Anneal

o R
Extend

Figura 3 — Atividade da Taq polimerase
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A metodologia utilizada permite a pesquisa de varios virus respiratdrios
simultaneamente e € designada de PCR multiplex em tempo real. Para a execu¢do destas
técnicas foram desenhados quatro painéis, que foram descritos e otimizados pela equipa
do Prof. Martin Curran (Cambridge), que gentilmente autorizou a sua utilizagcdo para
este estudo. Estas técnicas de PCR foram efetuadas sob orientacdo da Dra. Madalena

Almeida Santos (Hospital Curry Cabral, Lisboa).

Entende-se por painel cada uma das técnicas de PCR multiplex em tempo real,

assim descrevo de seguida os virus pesquisados simultaneamente em cada painel:

e Painel 1: “Quadriplex” para Influenza A e subtipo H1, Influenza B e
MS2 (controlo interno);

e Painel 2: “Triplex” para virus sincicial respiratorio, virus Parainfluenza
(1 e 3) e Adenovirus;

e Painel 3: “Quadriplex” para Enterovirus, Rinovirus, virus Parainfluenza
(2 e 4) e Metapneumovirus;

e Painel 4: Duplex para Coronavirus Grupo 1 (HCoV-229E, HCoV-NL63)
e Grupo 2 (HCoV-0OC 43, HCoV-HKUL1).

Cada painel inclui os primers e sondas especificas para cada virus, enzima, agua,
solucdo tampdo e MgSO4 adicional (quando necessario). Em cada painel fez-se a
respetiva mistura de reagente (mastermix) de acordo com a quantidade de amostras que
se pretendia estudar, e de seguida pipetaram-se 20ul de cada uma das mastermix e Sul
de cada amostra, com o cuidado de seguir a ordem dos paineis. Cada painel apresenta as
sequencias dos primers e sondas, e nestas Gltimas o respetivo Fluorocromo (ROX, Cy5,
Joe, FAM).
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Painel 1 - Quadriplex: Influenza A e subtipo H1N1, Influenza B e MS2

Agua de grau molecular

2 x RT buffer 125

Primers / Probes (P1) 5.32

(Ver sequencia primers e probes em anexo 1)

Enzima SuperScript 11l RT-PCR 0.8

Total 20.0

Tabela 1 — Painel 1 da Técnica de PCR em tempo real

Painel 2 — Triplex: VSR, Parainfluenza(l e 3) e Adenovirus

Agua de grau molecular 1.38
2 X RT buffer 12.5
MgSO, (50mM) 1.5

Primers / Probes (P2) 3.82

(Ver sequéncia primers e probes em anexo 2)

Enzima SuperScript 11l RT-PCR 0.8

Total 20.0

Tabela 2 — Painel 2 da Técnica de PCR em tempo real
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Painel 3 —Quadriplex: Enterovirus, Rinovirus, metapneumovirus e

parainfluenza (2 e 4)

Agua de grau molecular 1.6
2 X RT buffer 125
MgSO, (50mM) 1.0
Primers / Probes (P3) 4.1

(Ver sequéncia primers e probes em anexo3)

Enzima SuperScript 11l RT-PCR 0.8

Total 20.0

Tabela 3 — Painel 3 da Técnica de PCR em tempo real

Painel 4 — Duplex: Coronavirus GP1 e GP2

Agua de grau molecular 2.1
2 X RT buffer 125
MgSO, (50mM) 1.5
Primers / Probes (P4)” 31

(Ver sequéncia primers e probes em anexo 4)

Enzima SuperScript 11l RT-PCR 0.8

Total 20.0

Tabela 4 — Painel 4 da Técnica de PCR em tempo real
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A PCR em tempo real foi realizada no RotorGene™ 6000 (Corbett Research),
sendo este um termociclador e detetor simultaneamente, permitindo assim a
amplificacdo e detecdo de DNA no mesmo processo. Este tem até seis canais que

abrangem comprimentos de onda desde os UV aos infravermelhos.

Channel Excite/Detect (nm) Example fluorophores detected

Blue 365/460 BiosearchBlue™ Marina Blue®, Bothell Blue®, Alexa Fluor® 350
Green 470/510 FAM".SYBR®Green 1, Fluorescein, EvaGreen™, Alexa Fluor® 488
Yellow 530/555 JOE" VIC", HEX™, TET™, Yakima Yellow®, Cal Flour® Gold 540
Orange 585/610 R0OX", Cy3.5% Texas Red® Alexa Fluor®568, CAL Fluor™ Red 610

Red 625/660 Cy5%, Quasar670™, LightCycler Red 640%, Alexa Fluor™ 633

Crimson 680/712 LP Quasar705™, LightCycler Red 705%, Alexa Fluor®680

HRM 460/510 SYTO®9, LC Green®, LC Green™?us*, EvaGreen™

Figura 4 — Espetro de comprimento de onda desde dos UV aos infravermelhos

A detecdo de DNA cumpriu 0 seguinte programa:

Incubacéo 50 (°C) 30 min x1
Desnaturagao 95 (°C) 2 min x 1
Amplificacdo 95 (°C) 15 seg x 45
“(Canais: FAM e | 60(°C) 60 seg

ROX)

Tabela 5 —Programa utilizado no RotorGene

A detecdo é realizada nos canais Joe, Rox, FAM e Cy5 em cada ciclo. A
interpretacdo dos resultados é efetuada através da analise das curvas obtidas e do valor
do ct (Cycle Threshold) nos diferentes canais, como mostra a figura seguinte. A tabela 6
serve de complemento na interpretacdo dos graficos obtidos nos respetivos canais,

assim sabemos em cada canal e painel qual o virus respiratorio correspondente.
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Figura 5 — Gréfico das curvas obtidas nos diferentes canais de detecéo

Gripe A H1 Gripe A Gripe B
VSR Parainfluenza Adenovirus
1-3
Enterovirus Rinovirus Metapneumovirus Parainfluenza
2-4
Cor GP1 Cor GP2 SARS

Tabela 6 — Interpretacdo dos 4 painéis ha mesma corrida

Controlo Interno

Juntamente com as amostras foi sempre processado o respetivo controlo
negativo e positivo. O controlo negativo utilizado foi a agua, sendo que este controlo
permite verificar se existiam quaisquer contaminag¢fes que pudessem interferir com a
reacao.
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O MS?2 utilizado como controlo interno da extracao € posteriormente detetado no
painel 1; a detecdo do MS2 no processo de amplificagdo permite, assim, validar o

processamento de extracgao.

Os controlos positivos para todos os painéis foram realizados a partir de
combinacdo de plasmideos recombinantes e a partir de amostras positivas conhecidas,

diluidas para se detetarem entre 20 a 25 ciclos.
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3- Resultados
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3- Resultados

Participaram neste estudo 100 criangas, 64 dos diferentes infantarios da regido de

Lisboa e 36 que recorreram a urgéncia Pediatrica do hospital da Luz.

3.1. Prevaléncia da infecéo viral

Das 100 amostras estudadas, a frequéncia de amostras positivas foi de 79%, o que

corresponde a 79 amostras positivas e 21 negativas.

Frequéncia Positivos/Negativos

B Frequéncia amostras
Positivas

Frequéncia amostras
negativas

Gréfico 1 — Frequéncias das amostras positivas e negativas na populacéo estudada.

Das amostras positivas, 61% apresentavam apenas um agente viral e 18% dois ou mais

agentes virais (ver grafico seguinte).
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Frequéncia Negativos/1Virus/2+Virus

Frequéncia amostras
21% negativas

m Frequéncia amostras
positivas com 1 agente
viral

m Frequéncia amostras
positivas com 2 ou mais
agentes virais

Gréfico 2 — Das 79 amostras positivas, 61 sdo positivas apenas para um agen

positivas para dois ou mais virus.

te e 18 sdo
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3.2. Frequéncia por agente viral

3.2.1. Resultados globais

O agente viral mais frequente nas duas populag6es estudadas foi o virus da Gripe
A, seguido, por ordem decrescente de frequéncia, dos metapneumovirus, rinovirus,
adenovirus, enterovirus, bocavirus, parainfluenza (1,3), VSR, coronavirus grupo 1
(NL63, 229E), coronavirus grupo 2 (OC43, HKU1), gripe B e parainfluenza (2,4).

Apresentam-se no grafico seguinte os resultados globais do estudo.

Frequéncia Total Agente Viral (n=100)
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Gréfico 3 — Frequéncia total dos diferentes agentes virais no nimero total de amostras (100).

No grafico seguinte, estd representada a comparacdo dos resultados totais das duas
populacdes. E de referir que os resultados dos infantarios sdo correspondentes a dois
periodos diferentes (2011 e 2012) e os resultados do hospital referem-se apenas ao ano
de 2012.
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Frequéncia Infantarios/Hospital
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1 Frequéncia Infantarios

B Frequéncia Hospital

Gréfico 4 — Comparagdo das frequéncias dos diferentes virus respiratorios nas duas populacées estudadas

(creches e hospital)

3.2.2. Resultados obtidos no ano 2011

Os resultados deste ano referem-se exclusivamente as amostras dos infantarios, uma vez

que nesse ano apenas essas foram incluidas no estudo. Num total de 28 amostras,

observou-se uma taxa de amostras positivas de 64%, que corresponde a um ndmero

absoluto de 18 amostras positivas.

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Frequéncia Negativos/ Positivos
Infantarios 2011

Infantarios

 Frequéncia amostras
negativas

M Frequéncia amostras
positivas

Gréfico 5 — Frequéncia de amostras negativas e positivas do ano de 2011.
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Nas amostras positivas 0s virus que tiveram maior destaque foram o0s
enterovirus, seguidos dos parainfluenza (1,3), dos adenovirus, dos rinovirus, dos
metapneumovirus, dos coronavirus grupo 2, do VSR, do bocavirus e dos parainfluenza
(2,4). Nédo foram encontradas amostras positivas para a gripe A, para a gripe B e para

0s coronavirus grupo 1, como se pode verificar na tabela e grafico seguinte.

Ano 2011

Virus Respiratérios | Inverno | Primavera Total
Gripe A 0 0 0
Gripe B 0 0 0
Parainfluenza 1/3 2 2 4
Parainfluenza 2/4 1 0 1
VSR 1 0 1
Adenovirus 2 2 4
Enterovirus 8 1 9
Rinovirus 0 2 2
Metapneumovirus 1 2 3
Coronavirus Gpl 0 0 0
Coronavirus Gp2 2 0 2
Bocavirus 1 0 1

Tabela 7 — NUmero de amostras positivas por cada virus pesquisado. De referir que o nimero
total de amostras pode ser menor que o nimero total de virus respiratorios, uma vez, que em

cada amostra pode ser encontrado mais que um virus respiratorio.
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Frequéncia Total 2011 (Infantarios)
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Gréfico 6 — Frequéncia dos diferentes virus respiratérios na populagdo estudada no ano 2011.

No grafico seguinte, podemos ver a comparacdo dos diferentes virus
respiratorios nos dois periodos, primavera e inverno no ano 2011. Das 10 amostras

negativas deste ano, 7 foram no inverno e 3 na primavera.

Frequéncia Inverno/Primavera 2011

(Infantarios)
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Graéfico 7 — Frequéncia dos diferentes virus respiratérios nos dois periodos do ano 2011, inverno e

primavera.
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Na analise do gréfico verificamos que a maior diferenca é a nivel dos enterovirus. No

entanto, dada a baixa amostragem, esta diferenca ndo € estatisticamente significativa.

3.2.3. Resultados obtidos no ano 2012

Os resultados deste ano referem-se as amostras dos infantarios e da urgéncia
Pediatrica do Hospital da Luz. Nos infantarios foram incluidas no estudo 35 amostras e
da urgéncia Pediatrica do Hospital da Luz foram incluidas 36 amostras. Das 35
amostras dos infantarios, 7 foram negativas e 28 positivas. Das 36 amostras do hospital,

4 foram negativas e 32 positivas.

Frequéncia de amostras
negativas/positivas
Infantarios e Hospitais 2012

100%

80%

Frequencia amostras
Infantarios

60%

40%

B Frequéncia amostras hospital

20%

0% ]

Negativos Positivos

Gréfico 8 — Frequéncia de amostras positivas e negativas nas duas populagdes no ano 2012.

Na tabela e no grafico seguinte, pode-se verificar a comparacdo dos diferentes

virus nas duas populacgdes estudadas.
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Ano 2012
Virus
. : : : Total
Respiratérios | Infantarios | Hospital
Gripe A 11 11 22
Gripe B 3 0 3
Parainfluenza 1/3 1 1 2
Parainfluenza 2/4 1 0 1
VSR 0 4 4
Adenovirus 0 8 8
Enterovirus 2 0 2
Rinovirus 6 5 11
Metapneumovirus 5 7 12
Coronavirus Gpl 3 0 3
Coronavirus Gp2 0 0 0
Bocavirus 3 3 6

Tabela 8 - NUmero de amostras positivas por cada virus pesquisado nas duas populactes estudadas no
ano de 2012. Tal como foi dito anteriormente, é de referir que 0 nimero total de amostras pode ser menor
que o namero total de virus respiratorios, uma vez, que em cada amostra pode ser encontrado mais que

um virus respiratorio.

Frequéncia Infantarios/Hospital (2012)

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Frequéncia Infantarios

[ M Frequéncia Hospital

Gréfico 9 — Distribuicdo das frequencias dos diferentes virus respiratorios nas duas populacdes.
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Neste ano, o virus predominante foi o da gripe A em ambas as populacdes. De referir
que os adenovirus e 0 VSR apenas foram encontrados em amostras de criangas que se
deslocaram a urgéncia Pediatrica. Por outro lado, o virus da gripe B, 0s enterovirus e 0
virus parainfluenza 2 e 4 apenas foram encontrados na populacdo das creches. No
entanto, apenas com os adenovirus foi encontrada uma diferenca estatisticamente

significativa (p= 0,007, teste exato de Fisher) entre as duas populagoes.
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3.3. Relagdo com gravidade do quadro

Das 67 colheitas realizadas nos infantarios/domicilios, obteve-se a informacéo
da evolucdo do quadro clinico em 44 das criangas intervenientes no estudo. Além da
evolucdo do quadro clinico, obteve-se também a informacdo se a crianca recorreu ou
ndo a urgéncia, o0 que aconteceu com 8 criancas. Dessas 8, 4 tiveram amostras positivas
para Gripe A (H3), 1 para Gripe B, 1 para Rinovirus e 2 foram negativas para 0s virus
respiratdrios pesquisados.

Infantarios/ Domicilios

18%

Foia Urgéncia

MNao foi & urgéncia
U

Gréfico 10 — Frequéncia das criangas das creches que se deslocaram a urgéncia com as que ndo se

deslocaram

Das 36 colheitas realizadas na urgéncia pediatrica do Hospital da Luz, 6
necessitaram de internamento. Dessas 6, 2 tiveram amostras positivas para adenovirus,
1 para metapneumovirus, 1 para Rinovirus, 1 para Gripe A (H3) e uma foi negativa para

0s virus respiratdrios pesquisados.
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Hospital

© Internamento

= Ambulatorio

Gréfico 11 — Frequéncia das criancas que se deslocaram ao Hospital da Luz e ficaram internadas com as

que tiveram alta imediata
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3.4. Comparacao do quadro clinico dos diferentes agentes virais

POSITIVOS COM 1 VIRUS

F+ | T+
CN | CN

F+T+
CN

F+CN
+S

T+CN
+S

F+T+[F+T+
S S+CN

Gripe A

10

Gripe B

Adenovirus

Parainfluenza (1 e 3)

RSV

Enterovirus

Parainfluenza (2 e 4)

Rinovirus

Metapneumovirus

Coronavirus Gpl

Coronavirus Gp2

POSITIVOS COM 2 VIRUS

Adenovirus + Rinovirus

VSR + Enterovirus

Enterovirus + Coronavirus Gp2

Metapneumovirus + Coronavirus Gp2

Adenovirus + Parainfluenza (1 e 3)

Coronavirus Gpl + Bocavirus

Coronavirus Gpl + Gripe B

Rinovirus + Bocavirus

Gripe A + Adenovirus

Adenovirus + Metapneumovirus

Adenovirus + VSR

Metapneumovirus + Bocavirus

POSITIVOS COM 3 VIRUS

Parainfluenza (1 e 3) + Enterovirus +

Bocavirus

Adenovirus + Rinovirus + Metapneumovirus

Gripe A + Rinovirus + Bocavirus

Parainfluenza (1 e 3) + Enterovirus +

Metapneumovirus

1

F —Febre T-Tosse C- Congestdo nasal S- Sibiléncia

Tabela 9 — Descricdo pormenorizada dos diferentes virus ou conjuntos de virus com os sintomas

presentes

Pagina | 68




Etiologia das infe¢Oes respiratérias virais em criangas em idade pré-escolar

O conjunto de sintomas mais frequentes é a “febre + tosse + congestdo nasal”.
Sendo o sintoma menos frequente a sibilancia. Relativamente a sibilancia fez-se a
comparagdo com 0s outros virus respiratorios, tendo-se verificado que apenas 0s
metapneumovirus e 0s VSR tinham uma associacdo estatisticamente significativa com a

sibilancia (respetivamente p = 0, 005 e p = 0,04, Teste exato de Fisher).

3.5. Vacinacao

Obteve-se informacédo do estado vacinal de 44 das 67 criancas dos infantarios.
Destas, apenas trés foram vacinadas para a gripe sazonal. Nestes trés casos, dois

detetou-se um rinovirus e noutro um metapneumovirus.
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3.6. Distribuicdo dos agentes virais pelas diferentes creches e respetivas

salas

Nas duas tabelas seguintes s@o descritos 0s agentes virais detetados nos

diferentes infantarios e a sua distribui¢éo por salas, respetivamente no ano 2011 e 2012.

Obra das Criancas da Freguesia da Lapa

Adenovirus + Enterovirus = 1

Bercario Parainfluenza (1,3) =1
Enterovirus + Bocavirus = 1
Parainfluenza (1,3) = 1;
Metapneumovirus + Coronavirus Gp2 = 1
Sala -1 Ano i
Adenovirus = 1
Negativo = 1
Enterovirus = 1
Sala - 3 Anos _
Negativos = 2
Sala 4-5 Anos Enterovirus =1
Infantario Nossa Senhora da Purificagdo — Alvalade
Parainfluenza (2,4) = 1
Sala BP _
Negativo =1
Enterovirus =2
Sala BC1 i _
Enterovirus + Coronavirus Gp2 = 1
Sala BC2 Negativos = 2
Sala 3 VSR + Enterovirus = 1

Associagdo Ester Janz

Sala Pintainho

Negativo =1

Centro Paroquial de Assisténcia da Freguesia de Santa Maria de Belém

Metapneumovirus = 1

Sala 4 Rinovirus = 1
Negativo = 1
Assisténcia Paroquial de Santos-0-Velho
Bebés Adenovirus + Parainfluenza (1,3) = 1

Menino Jesus

Adenovirus + Rinovirus + Metapneumovirus = 1

Parainfluenza (1,3) =1

Santa Teresinha

Negativo = 1

Sala - 2 anos

Enterovirus = 1

Rinovirus =1

Negativo = 1
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Associacgdo de Protecdo a Infancia da Ajuda

. Rinovirus = 1

Bercéario _

Gripe AH3=1
Sala Azul Gripe AH3=1

Centro Paroquial de Assisténcia da Freguesia de Santa Maria de Belém

Metapneumovirus = 1
Sala 4 -

Negativo = 1

Rinovirus = 1
Sala7 _

Negativo = 1

Assisténcia Paroquial de Santos-o0-Velho
Menino Jesus Enterovirus = 1
Sociedade de Instrugdo e Beneficiéncia a Voz do Operario
Creche Coronavirus Gpl + Bocavirus = 1
Pré-escolar Negativo = 1
Associagdo de Desenvolvimento Comunitario da Freguesia das Mercés

Sala da Séo Parainfluenza (1,3) + Enterovirus + Metapneumovirus = 1

Gripe AH3=1
Sala da Orlanda _

Rinovirus =1

Rinovirus =1
Sala Patricia GripeAH3=1

Metapneumovirus = 1

Associagdo Ester Janz

Sala Pintainho Gripe AH3=1
Sala Pavéo Gripe AH3=1
Sala Golfinho Gripe AH3=1
Gripe AH3=1
Sala Girafa _
Negativo = 1

) Coronavirus Gpl=1
Sala Papagaio

Metapneumovirus = 1

Gripe AH3 =1

Sala Mocho _ _
Rinovirus + Bocavirus = 1
Metapneumovirus = 1

Sala Joaninha Rinovirus + Bocavirus = 1
Negativo = 1

Sala sapinho Gripe AH3=1

Salal Negativo = 1
GripeB=2

Sala3

Gripe B + Coronavirus Gpl =1

Tabela 10 e 11 — Distribuicdo dos diferentes agentes virais distribuidos pelas creches e respetivas salas

do ano de 2011 e 2012, respetivamente.
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3.7. Distribuicéo dos diferentes agentes virais com a idade das

criancgas
Idades
Agentes virais
<lamno |[lano [2anos |3anos |4anos |5anos |6anos |7 anos
Gripe A 4 6 4 1
Gripe B
PVI (1,3) 2 2 1
PVI (2,4) 1
Adenovirus 8 1 1 2
Enterovirus 2 4 2 2
Rinovirus 5 1 3 1
Coronavirus Gp1l 1
Coronavirus Gp2 2
Metapneumovirus 7 3 3
VSR 4 1
Bocavirus 3 2 1
Negativos 3 6 3 2

Tabela 12 — Distribuigdo dos diferentes agentes virais com a idade

Neste estudo, os virus mais frequentes em criancas com menos de um ano foram o

encontrado foi a da gripe B.

adenovirus e 0 metapneumovirus. Em criangas com um e dois anos de idade o virus mais
frequente foi o virus da gripe A (H3). Em criancas com trés anos de idade a distribuicdo dos
agentes virais € homogénea ndo havendo prevaléncia de nenhum virus, assim foram
encontrados em igual nimero os seguintes virus: adenovirus e enterovirus. Em criangas com
quatro anos de idade o virus mais prevalente foi o virus da gripe A (H3). Nas criangas com
cinco e seis anos o virus da gripe A (H3) e os rinovirus foram os virus encontrados. Por

ultimo, nas colheitas realizadas nas trés criancas com sete anos de idade, o Unico virus
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4 - Discussao dos

resultados
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Tal como foi referido na introducdo, os objetivos deste trabalho relacionavam-se
com o estudo da etiologia viral das infecBGes respiratorias em criancas com idade pré-
escolar e com a avaliacdo de um sistema de sinalizacdo de casos de infecdo respiratoria.
Relativamente ao sistema de alerta, este permitiu o rapido diagnostico virologico em
criangas com infecdo respiratéria que ndo recorreram a uma urgéncia hospitalar e
permaneceram nos infantarios e/ou nos domicilios. De referir, no entanto, que a adesao
dos pais foi abaixo do esperado no primeiro ano, mesmo tendo em conta que néo
comportava qualquer custo para estes, uma vez que o nimero verde era gratuito e a
colheita era realizada por mim no local onde se encontrava a crian¢a, sem nenhum

transtorno para os pais.

Assim, ndo havendo uma boa adesdo por parte dos encarregados de educacéo,
procurou-se melhorar a mesma, realizando uma campanha de sensibilizacdo no outono
de 2011, através da realizacdo de sessdes formativas, abertas para os profissionais dos
infantarios e para os encarregados de educagdo, onde se abordava a temética da
importancia das infecBes respiratorias nas criancas e do interesse do presente estudo, e
também através da distribuicdo de folhetos informativos a todos os encarregados de
educacdo dos infantarios participantes. No entanto, a situagdo ndo se alterou
significativamente no inverno de 2011-2012, exceto no periodo de atividade gripal,
altura em que a adesd@o ao estudo teve um incremento substancial. Claramente a gripe
teve um impacto diferente nos encarregados de educacdo, relativamente as outras
infecdes respiratorias causadas pelos outros agentes, pelo que este sistema de vigilancia
parece promissor em surtos de gripe. No entanto, antes de se concluir sobre a real
utilidade deste mecanismo de vigilancia, este devera ser testado em novo estudo
especificamente direcionado para este objetivo, utilizando como comparagdo 0s
sistemas tradicionais de vigilancia da gripe. De referir ainda que o surto descrito ja foi
detetado no final do nosso estudo e assim ndo foi possivel continuar as colheitas. Em
suma, embora 0 nimero de colheitas ndo tenha sido aquele que ambicionavamos, a boa
adesdo por parte dos pais ao estudo durante o surto de gripe A em 2012 enriqueceu

significativamente 0s nossos resultados.
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Embora existam muitos trabalhos publicados com estudos de criangas com
infecBes respiratdrias, a maioria dos trabalhos sdo referentes a criangas que recorreram a
servicos de urgéncia hospitalares. Este trabalho permitiu fazer o estudo da etiologia das
infecOes respiratorias virais em que se mantiveram no domicilio e/ou infantarios.
Devido aos factos referidos anteriormente e com o intuito de enriquecer os resultados e
permitir assim a comparacdo entre duas populagdes, o nosso estudo foi igualmente

alargado a uma urgéncia hospitalar, a Urgéncia Pediatrica do Hospital da Luz.

Assim, foram estudados dois grupos de criancas com infecdo respiratoria alta
e/ou baixa: as que permaneceram nos infantarios e/ou domicilio, e as que se deslocaram
a urgéncia do Hospital da Luz. No primeiro periodo que decorreu, fevereiro a maio de
2011, tivemos colheitas tanto no inverno como na primavera, enquanto que no segundo
periodo, outubro de 2011 a abril de 2012 tivemos apenas colheitas na época de inverno,
outubro de 2011 a abril de 2012, ndo podendo assim ser feita a comparacao entre as
duas estacOes do ano (inverno e primavera) em 2012.

Relativamente aos dados obtidos, é relevante citar, mais uma vez, o baixo
numero de amostras obtidas. Desta forma, ndo se conseguiram as diferencas
estatisticamente significativas relativamente aos diferentes agentes virais encontrados,

com excecéo dos adenovirus.

No total foram estudadas 100 amostras de criancas com infecdo respiratoria,
com uma frequéncia de amostras positivas de 79%. Das amostras positivas 61%
apresentava apenas um agente viral e 21% dois ou mais agentes virais. O facto de uma
crianga apresentar mais de um agente viral, esta de acordo com o descrito na literatura,
nas quais as infegdes virais mistas séo relativamente comuns, quando utilizadas técnicas
de biologia molecular, dado a elevada sensibilidade das mesmas. Uma eventual
desvantagem desta elevada sensibilidade poderd ser a detecdo de agentes virais
responsaveis por infecGes respiratorias anteriores, que podem ainda permanecer nas
secrecOes respiratorias e ndo serem responsaveis pela infecao respiratéria do momento.
Aparentemente, as infe¢cbes mistas ndo se traduziram num aumento de gravidade, se
consideramos como critérios destas a ida a uma urgéncia (no caso das criancas que
permaneceram nos infantarios/domicilios) ou o internamento (no caso das criangas que
recorreram a urgéncia do hospital da luz).
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Numa visdo global, o agente viral mais frequente nos dois periodos do estudo
nas duas populagdes estudadas foi o virus da gripe A subtipo H3, sendo este subtipo o
responsavel pelos casos de gripe sazonal no ano de 2012 em Portugal. No entanto,
apesar de ser o virus mais frequente no que diz respeito ao numero de vezes que foi
encontrado nas amostras estudadas, este apenas foi encontrado no ano de 2012.
Comparando a proveniéncia das amostras, verificamos que o virus da gripe B, 0s virus
parainfluenza (2,4), os enterovirus e 0s coronavirus grupo 1 e 2 apenas foram

encontrados nas amostras colhidas nos infantarios/domicilios.

No que diz respeito a analise pormenorizada dos dados obtidos em 2011,
exclusivamente dos infantarios, como ja foi referido, foram obtidas 28 amostras em
64% foram positivas. O agente viral que merece maior destaque sdo 0s enterovirus,
tendo sido encontrados em nove amostras. No que diz respeito as diferencas entre 0s
agentes virais encontrados no inverno e na primavera, apenas de referir que os

enterovirus foram detetados em oito amostras no inverno e em apenas uma no Ver&o.

No ambito da discusséo dos resultados relativamente ao ano de 2012, obtiveram-
se 35 amostras das criancas que permaneceram nos infantarios/domicilios e 36 amostras
de criangas que se deslocaram a urgéncia do hospital da Luz. Em ambas as populacGes
tivemos uma frequéncia elevada de amostras positivas, 80 e 89% respetivamente nos
infantérios e na urgéncia, embora esta diferenca ndo seja estatisticamente significativa.
Estes dados estdo de acordo com o descrito na literatura no que diz respeito as infegdes
respiratdrias em idade pré-escolar serem na sua maioria de origem viral. Tal como foi
citado anteriormente obtivemos um numero significativo de amostras positivas para a
gripe A subtipo H3, dados estes que estdo de acordo com os obtidos pelo sistema

nacional de vigilancia de gripe.

O ndmero de casos encontrados de gripe A foram semelhantes nas duas
populagdes estudadas. Estes dados corroboram o conceito comum de que a gravidade do
quadro clinico causado pela gripe sazonal pode apresentar uma variabilidade
significativa, desde situacOes ligeiras e tratadas em casa, sem necessidade de deslocacéo
ao hospital, a situacdes mais graves que obrigam muitas vezes a necessidade de procura
dos servigos de saude e até mesmo o internamento. Estas situacdes mais graves podem

ser complicagdes diretas da infecdo viral ou infegdes secundarias bacterianas.
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O VSR e os adenovirus foram detetados com mais frequéncia em criancas que se
deslocaram a urgéncia do hospital da luz. No entanto, somente 0s adenovirus
apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa (teste exato de Fisher), entre
as duas populagdes, 0 que sugere que estes virus poderdo estar mais associados a

quadros mais graves, o que so podera ser confirmado com uma amostragem maior.

Relativamente aos sintomas e sinais avaliados, os mais frequentemente
encontrados foram a febre, a tosse e a congestdo nasal, sendo o menos frequente a

sibilancia.

A febre esteve presente em todos os casos de gripe A e B, estando este facto de
acordo com o descrito na literatura, em que os quadros de gripe apresentam

normalmente febre, muitas vezes alta.

A tosse juntamente com a congestdo nasal foram os sintomas mais frequentes
nas infecBes por enterovirus e rinovirus, estando este facto de acordo com o esperado,
uma vez que os quadros clinicos descritos nestes agentes virais sdo habitualmente

quadros ligeiros, descritos como as vulgares constipagoes.

A sibilancia ndo foi encontrada em nenhum dos 25 casos de gripe (22 gripe A e
3 gripe B). Também aqui os nossos dados estdo de acordo com a literatura, uma vez que
embora a sibilancia possa ser uma consequéncia da infecdo gripal, ndo é uma situagao
habitual. Comparando a frequéncia da sibilancia na gripe (A e B) com os outros virus
respiratorios identificados, verificou-se uma diferenca significativa com o VSR e o
metapneumovirus, estes Ultimos associados a sibilancia, o que esta igualmente de

acordo com o descrito.

Das 67 colheitas efetuadas nas criancas dos infantarios obtivemos a informacéo
do estado vacinal de 44 dessas criangas, tendo-se constatado que apenas trés tinham
sido vacinadas para a gripe sazonal, e em nenhuma dessas foi detetada infecdo por virus

influenza.

Com os dados obtidos das colheitas dos infantarios no ano 2011 tentou-se
relacionar os agentes virais com as diferentes creches e respetivas salas (tabela 10). No

entanto, devido ao baixo numero de amostras e a sua distribuicdo por diferentes
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infantarios e salas, ndao foi possivel obter qualquer associacdo estatisticamente
significativa. A mesma associagéo foi tentada com as colheitas obtidas em 2012; neste
ano, verificou-se um surto de gripe A subtipo H3 a nivel nacional, e em trés dos
infantarios em que foram realizadas colheitas neste periodo foram encontrados casos de
gripe. Na “Associac@o Ester Janz” foi encontrado um nimero elevado de casos de gripe,
mas deve ser referido que isso pode ser explicado por ter sido o infantario onde foram
realizadas mais colheitas neste periodo de surto de gripe, pelo que a amostragem foi
maior e, consequentemente, a probabilidade de encontramos casos de gripe foi superior.
Ainda de salientar que a distribuicdo por salas foi homogénea, havendo casos de gripe

identificados em 10 salas deste infantario.

No que diz respeito aos casos de gripe B, os trés casos encontrados foram em
trés criancas com sete anos de idade que frequentavam a mesma sala. Tal como foi
descrito ao longo do trabalho, a idade alvo das criangas a incluir no estudo seriam
criangas com idade pré-escolar, ou seja, até aos cinco anos de idade. No entanto, ao nos
ser referido que estas trés criancas eram da mesma sala e apresentavam sintomas de
gripe, achamos pertinente fazer as colheitas, tendo sido estes 0s Unicos casos positivos
para gripe B detetados em todo o estudo, que aparentemente constituiram um pequeno
foco dentro de uma Unica sala, sem propagacao para as outras salas com criangas mais
pequenas. De salientar que, em todo o estudo, apenas seis colheitas foram efetuadas em
criancas acima dos cinco anos. Os motivos para estas exce¢des foram 0s acima
referidos, para as criangas com gripe B, e as trés criancas com seis anos porque se

encontravam ainda em salas pré-escolares.

A distribuicdo dos agentes virais pelas diferentes idades (tabela 12) estd de
acordo com o esperado, ou seja, todos os virus pesquisados neste trabalho podem ser
causadores de infecdo respiratéria em criancas em idade pré-escolar, havendo pelo
menos dois casos positivos em cada um dos virus pesquisados. Nota-se uma tendéncia
para um maior numero de infe¢bes nas idades mais baixas, particularmente nos dois

primeiros anos.
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5 - Conclusoes
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Este trabalho permitiu-nos retirar algumas conclusdes que se poderdo resumir da

seguinte forma:

Neste estudo foi ensaiado um sistema de alerta para a equipa de investigagdo que
permitiu o rapido diagnostico virologico em criangas com infecdo respiratoria que nao
recorreram a urgéncia hospitalar, tendo a adesdo dos pais sido abaixo do esperado,
exceto no periodo de atividade gripal, o que contribui decisivamente para a elevada
prevaléncia de gripe A (H3) neste estudo. Este sistema de alerta parece promissor para

uma eventual utilizacdo futura em periodos de atividade gripal.

A inclusdo no estudo da urgéncia pediatrica do Hospital da Luz permitiu a
comparacdo entre as duas populacdes e enriqueceu os resultados deste trabalho. No
entanto, o baixo nimero de amostras obtidas nas duas populacdes dificultou a

interpretacdo dos resultados e as referidas conclusdes.

Este estudo reforca ainda a importancia de se utilizarem técnicas de biologia
molecular para o diagnostico etioldgico das infecBes respiratorias, devido a elevada
sensibilidade das mesmas, o que se reflete na elevada percentagem de amostras
positivas, algumas delas com mais que um agente. O facto de se utilizarem técnicas
multiplex, que permitem a pesquisa simultanea de varios virus, facilitou a detecdo de um

maior espetro destes agentes.

Verificou-se que a percentagem de amostras positivas foi mais elevada nas
criangas que recorreram a urgéncia, embora essa diferenca nao seja estatisticamente
significativa. A circulagdo de algum virus que possa causar sintomatologia respiratdria
ligeira e que ndo seja detetado pela metodologia utilizada, é uma possibilidade para
explicar a percentagem de negativos (superior a 30% no primeiro ano) nas criangas que
ndo recorreram a urgéncia. No entanto, a hipotese dos quadros clinicos terem uma

origem ndo viral (bacteriana? Nao infeciosa?) ndo pode ser descartada.

A presenca de uma infe¢do mista por 2 ou 3 agentes aparentemente ndo agravou

0 quadro clinico.
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Aspetos mais relevantes da detecao viral especifica:

Gripe: o subtipo da gripe A detetado foi sempre o H3 e apenas em 2012. Os

virus da gripe nunca estiveram associados a sibilancia;

- Os adenovirus e 0 VSR foram mais frequentes nas criangas que recorreram a
urgéncia, embora a diferenca seja estatisticamente significativa apenas para 0s

adenovirus;

- Pelo contrério, os enterovirus ndo foram detetados a nivel hospitalar, apenas nos

infantarios, tendo inclusivamente sido os virus mais detetados em 2011;

- Os bocavirus nunca foram detetados isoladamente, 0 que esta de acordo com as
interrogacdes que outros autores levantam sobre o papel patogénico deste virus.

Em suma, as técnicas de biologia molecular sdo essenciais para se alargar o
espetro de detecdo dos agentes virais responsaveis pelas infeces respiratorias em
pediatria. A detecdo dos virus da gripe em criangas em idade pré-escolar pode ser

um contributo importante na vigilancia epidemioldgica desta infeg&o.
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ANEXO |
Painel 1 -H1 (N1) 2009, Influenza A, Influenza B e Controlo Interno MS2
Reagentes para 1 reacéo Volume (ul) N° Amostras+2
2 X RT buffer (Invitrogen) 12,5
H1 Sw For (20pmol/ul) 05
5’- TCA ACA GAC ACT GTA GAC ACAGTACT -3’
H1 Sw Rev (20pmol/ul) 05
5’-GTT TCC CGT TATGCT TGT CTT CTAG -3’
H1 Sw Probe (10 pmol/ul) 0,3
5’- FAM- ACA GAG TGT GTY ACT GT- MGBNFQ -3’
AM-F (20pmol/ul) 0,5
5’-GAG TCT TCT AAC MGA GGT CGA AAC GTA-3’
AM-R (20pmol/ul) 1,0
5’-GGG CAC GGT GAG CGT RAA-3’
AM Probe (10pmol/ul) 0,4
5” VIC-TCC TGT CAC CTC TGA C-MGBNFQ-3’
BNP-F (20pmol/ul) 0,16
5’- GCAGCT CTG ATG TCC ATC AAG CT-3’
BNP-R (20pmol/ul) 0,16
5’-CAG CTT GCT TGC TTARAG CAATAG GTC T-3°
BNP Probe (3,3pmol/ul) 0,2
g:-CyS-CCA GAT CTG GTC ATT GGR GCC CAR AAC TG-BHQ3 -
MS2 F1 (20 pmol/ul) 0,1
5’-TGG CAC TAC CCC TCT CCG TAT TCACG- 3’
MS2 R1 (20 pmol/ul) 0,1
5’- GTA CGG GCG ACC CCACGATGAC-3’
MS2 Tag (10 pmol/ul) 0,2
5’ Rox- CAC ATC GAT AGA TCA AGG TGC CTA CAA GC-
BHQ2 3’
Superscript 11 Platinum One-step qRT-PCR Enzyme (Invitrogen) 0,8
RNase Free Water 2,58
Total Volume 20,0
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ANEXO 11
Painel 2- VSR, Virus Parainfluenza (PIV 1 e 3) e Adenovirus
Reagentes para 1 reacdo Volume (ul) N° amostras +2
2x RT Buffer 125
Mg So4 (50mM) 15
RSV For (20 pmol/ul) 0.5

5’-GGG WGG WGA AGC WGG ATT CTACC-3

RSV Rev (20 pmol/pul) 0.5

5-ACC TCT RTACTC TCC CAT TAT GCC TAG- 3’

RSV Probe (10 pmol/ul) 0.2

5’- FAM- TAG GCA ATG CWG C- MGB -3

NP1 For (20 pmol/ul) 0.5

5-GCYCCTTTYATATGTATACTCAGAGACCCA-3’

NP1 Rev (20 pmol/ul) 0.5

5-TGTTCTTCCAGTTACATAYTGTTGCATAGC-3’

NP3 For (20 pmol/ul) 0.5

5-GCTCCTTTYATCTGTATCCTCAGAGATCC-3

NP3 Rev (20 pmol/ul) 0.5

5-TGATCTTCCCGTCACATACTGTTGCATG-3’

NP13 Probe (10 pmol/pul) 0.2

5’Joe-TGGAGYTAYGCAATGGG-MGB-3’

Ad For (20 pmol/ul) 0.16

5°-GCC CCA RTG GKC NTA CAT GCA CAT C-3°

Ad Rev (20 pmol/ul) 0.16
5- GCC ACX GTG GGR TTY CTR AAC TT-3’

/X=Inosin

Ad Probe (10 pmol/ul) 0.1

5-CY5- TGC ACC AGA CCC GGR CTC AGR TAC
TCC GA-BHQ3-3’

RT Enzyme 0.8
Rnase Free Water 1.38
Total Volume 20.0
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ANEXO 111

Painel 3- Enterovirus, Rinovirus, Metapneumovirus e Parainfluenza (2 e 4)

Reagentes para 1 reagdo Volume (ul) N° amostras +2
2x RT Buffer 12.5
Mg So4 (50mM) 1.0
Ent / Rhino For (20 pmol/pul) 0.5
5-CGG CCCCTGAATGYG GCT AA-3
Ent / Rhino Rev (20 pmol/ul) 0.5
5’- GAA ACA CGG ACA CCC AAAGTA- 3’
Rhino Probe (10 pmol/pul) 0.3
5°’- JOE-TCY GGG AYG GGA CCR ACT A- MGB -3’
Entero Probe (10 pmol/ul) 0.3
5> FAM -TCT GYR GCG GAA CCG ACT - MGB-3’
hMPV For (20 pmol/ul) 0.5
5’- CAT CAG GTAAYATCC CAC AAAAYCAG-3
hMPV Rev (20 pmol/ul) 0.5
5°-GTG AAT ATT AAR GCA CCT ACA CAT AAT AARA-3
hMPYV Probe (10 pmol/ul) 0.3
5> CY5-CCY TCA GCA CCAGAC ACACC-BHQ3-3
NP2 for (20 pmol/pul) 0.25
5-AAGTGYATGACTGCTCCTGATCARCC-3’
NP2 rev (20 pmol/pl) 0.25
5-TTGCCAATRTCTCCCACCATRGCATA-3
NP4 for (20 pmol/pul) 0.25
5-AAATGYATGACAGCTTATGATCAACCCA-3’
NP4 rev (20 pmol/ul) 0.25

5-TTTGCAATRTCTCCCACCATRGCATA-3’
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NP2 probe (10 pmol/ul) 0.1
5’ROX-TCAGAATGCCATCCGCAAGTCAATGG-BHQ2-3

NP4 probe (10 pmol/ul) 0.1
5’ROX-CAGCTGATAARGTAGGTGCTTATACTAACAG-BHQ2-3

RT Enzyme 0.8
Rnase Free Water 1.6
Total Volume 20,0
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ANEXO IV

Painel 4 - Coronavirus Gpl e Gp2

Reagentes para 1 reagéo Volume (pl) N° amostras +2
2x RT Buffer 125
Mg So4 (50mM) 1.5
Cor For (20 pmol/ul) 0.5
ATG GGT TGG GAY TAT CCI AAR TGT GA
Cor R1 (20 pmol/ul) 0.5
GCA GTAGTT GCA TCA CCACTRCTAGT
Cor R2 (20 pmol/ul) 0.5
GCT GTA CTA GCR TCA CCA GAA GT
Cor R3 (20 pmol/ul) 0.5
GCT GTAGTT GCR(A) TCA CCA GAA GT
Cor R4 (20 pmol/ul) 0.5
AGC AGT TGT AGC ATCACC GGATGA T
GP1 Probe (10 pmol/ul) 0.2
5- FAM- TTR GGY TCT AAG CAT GTY A - MGB -3’
Gp2 Probe (10 pmol/ul) 0.2
5’VIC- CTT GCG AAT GAA TGY GC -MGB-3’
RT Enzyme 0.8
RNase Free Water 2.3
Total Volume 20.0
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2.3. Material e Métodos

Para a pesquisa do bocavirus utilizou-se a técnica de PCR multiplex em tempo
real descrita seguidamente:

Painel 5 — Bocavirus

Agua de grau molecular 6,2

Primers / Probes (P5)” 3.1

(Ver sequéncia primers e probes em

anexo 5)
Enzima SuperScript I1l RT-PCR 0.8
Total 20.0

Tabela 5 — Painel 5 da Técnica de PCR em tempo real



ANEXO V

Painel 5 - Bocavirus

Reagentes para 1 reacdo Volume (ul) N° amostras +2
Enzima SuperScript 1l RT-PCR 12,5
Boca For (20 pmol/pl) 0.5

5-CACKCC CAG GAARTGACGTAT-%

Boca Reverse (20 pmol/ul) 0.5

5-CCAGAGATGTTCACT CGCCGG A-3

Boca Probe (10 pmol/ul) 0.3
5- FAM - TCA GAC TGC ATC CGG TCT -

MGB-3

RNase Free Water 6,2

Total Volume 20.0




