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RESUMO

Introducdo: as principais causas de internacdes de lactentes sdo as crises de
sibilancia causadas por virus sazonais. O impacto da infec¢do por dois ou mais
virus ndo estd bem esclarecida na literatura, especialmente a relacdo entre a
coinfeccdo e a gravidade clinica da doenca.

Métodos: no presente estudo, foram avaliadas a ocorréncia de infeccbes e
coinfecgBes por virus respiratorios em lactentes com sibilancia, bem como a
associacdo entre coinfeccdo e desfechos relacionados a gravidade da doenca.
Este foi um estudo transversal, com lactentes de até 12 meses de idade, com
crise de sibilancia, que estavam internados em uma unidade pediatrica. O estudo
foi realizado no periodo entre setembro de 2009 e setembro de 2011. Para
identificacdo dos virus respiratérios foi coletada secrecédo de nasofaringe e apos o
periodo de coleta as amostras foram analisadas através da técnica do
imunofluorescéncia e PCR em tempo real para virus respiratorios.

Resultados: No presente estudo foram selecionados 127 pacientes, sendo que
122 completaram todos os critérios de inclusdo. A média de idade foi de 2,9
meses, sendo 54,9% (67/122) dos pacientes do sexo masculino. Com relacédo as
variaveis  clinicas, observamos que 99,2% (121/122) necessitaram
oxigenioterapia, com tempo de duracdo médio de 5,3 dias de tratamento com O..
O tempo médio de internacao foi de 5,9 dias e o tempo de sibilancia durante a
internacdo hospitalar foi de 4,0 dias. A identificagdo dos virus por
imunofluorescéncia demonstrou 42 (34%) amostras negativas e positividade de
101 (71,7%). O VSR foi o virus mais frequente com 65 (51,2%) da amostra
positivas, seguido por influenza 15 (11,8%), parainfluenza 10 (7,9%) e adenovirus
3 (2,4%). Os pacientes infectados com um maior numero de virus tiveram um
maior tempo de internacéo e de uso de oxigenioterapia.

Conclusao: Neste estudo, a coinfec¢do com virus respiratorios nos lactentes com
sibilancia foi um fator de risco relacionado com a gravidade do quadro clinico dos
pacientes. Em adicdo, as taxas de coinfeccdo em lactentes internados na
emergéncia deste hospital sugerem que a aglomeracéo de pessoas n0O mesmo
ambiente, bem como a pequena distancia entre os leitos na emergéncia podem
ser fatores importantes para as elevadas taxas de coinfeccdo por virus
respiratorios.

Palavras chaves: bronquiolite, coinfec¢cdo, hospitalizagdo, virus sincicial
respiratorio.




ABSTRACT

Introduction: the main causes of hospitalization in infants are wheezing episodes
caused by seasonal viruses. The impact of infection by two or more viruses is not
well established in the literature, especially the relationship between coinfection
and clinical severity of the disease.

Methods: In the present study, we evaluated the occurrence of infections and
coinfections by respiratory viruses in infants with wheezing, as well as the
association between coinfection and outcomes related to disease severity. This
was a cross-sectional study with infants up to 12 months of age with acute
wheezing, who were admitted to a pediatric unit. The study was conducted
between September 2009 and September 2011. For identification of respiratory
viruses, nasopharyngeal secretions were collected and, the samples were
analyzed using the immunofluorescence and PCR for respiratory viruses.

Results: 35.3% (42/119) of patients were negative for virus; 48.7% (58/119) were
positive for one virus and 11.8% (14/119) for two viruses. The association of
coinfection and severity measured by different periods of hospitalization, use of
oxygen therapy and wheezing showed significant results. The higher were the
number of virus identified; the higher the markers of severity.

Conclusion: In this study, the coinfection with respiratory viruses in infants with
wheezing influenced the severity of the clinical condition. In addition, rates of
coinfection in infants admitted to the emergency hospital suggests that crowding of
people in the same environment as well as the short distance between beds in
emergency can be factors contributing to coinfection with respiratory viruses.

Keywords: bronchiolitis, coinfection, hospitalization, respiratory syncytial.
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1.1 APRESENTACAO

A bronquiolite viral aguda (BVA) e os episédios de sibilancia sdo as
maiores causas de morbidade e mortalidade que acomete criancas na primeira
infancia. Estudos sobre coinfeccao viral na (BVA), em criancas hospitalizadas
mostram que, 0s virus mais frequentes séo o virus sincicial respiratorio (VSR) e o
rinovirus humano (RVH), sendo que 1 em cada 3 apresentam multiplas infeccbes
por virus (1). BVA presenca de mais de um patdgeno parece influenciar na
historia natural das crises de sibilancia (2). No entanto a significancia do quadro
clinico associado a coinfecgdo viral em lactentes com infec¢éo respiratoria ainda

nao esté clara (3).

As multiplas infeccbes ocorrem com maior frequéncia e de forma mais
grave em criancas com doencgas cronicas (2). Todavia, um estudo importante
demonstrou que a prematuridade est4d associada a um risco aumentado de
coinfeccdo (4). Existem muitos outros fatores associados a gravidade da
bronquiolite. Um estudo recente sugere que O risco de infec¢cdo por RVH
associado a internacdo € maior nas criangas com displasia broncopulmonar e

também nas criancas que nao foram amamentadas (5).

Dessa forma, a identificacdo dos diferentes agentes causadores da
infeccdo, e das taxas de coinfeccdo, pode contribuir para medidas preventivas e

terapéuticas mais especificas.
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1.2 JUSTIFICATIVA

O impacto da infeccdo por dois ou mais virus ndo esta bem documentado
na literatura, principalmente tratando-se da relacdo entre a coinfeccdo e a
gravidade da doenca em criangas. Considerando que as infec¢Bes respiratorias
de vias aéreas inferiores no lactente apresentam elevada morbidade, torna-se
importante estudar a identificacdo e associacédo dos diferentes agentes virais com

a gravidade da doenca, para um melhor entendimento e tratamento.
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1.30BJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Verificar a associagéo entre a coinfeccao viral e a gravidade da doenca em

lactentes hospitalizados com crise de sibilancia.

1.3.2 Objetivo especifico

Identificar os principais agentes virais nhas amostras coletadas mediante

técnicas de imunofluorescéncia e PCR.
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Resumo

Objetivo: Apresentar uma revisdo da literatura sobre a coinfeccdo e a gravidade
da bronquiolite viral aguda.

Métodos: Os artigos incluidos na presente pesquisa foram publicados nas bases
de dados MEDLINE/Pubmed (NIH), e a busca utilizou os seguintes termos em
inglés: “bronchiolitis”; “coinfection”. Todas as buscas foram realizadas em janeiro
e dezembro 2012. Além disto, foram utilizados os seguintes filtros: estudos
clinicos em humanos, ou meta-andlises, ou guidelines, publicados em inglés e

portugués.

Resultados: Foram incluidos 21 artigos sobre coinfeccdo na BVA. Muitos
trabalhos relataram uma associacdo positiva entre a coinfeccdo viral e a
gravidade, no entanto varios estudos ndo observaram essa relacdo. A associacao
entre virus sincicial respiratorio (VSR) e rinovirus humano (RVH) tem se mostrado
bastante prevalente na literatura com taxas de 14% a 69% das coinfeccdes.
Entretanto, a relacdo dessa associacdo com a gravidade da bronquiolite viral
aguda (BVA) mostra dados bastante conflitantes. Alguns estudos demonstram
maior gravidade devido a associagdo viral, enquanto outros pesquisadores nao

observaram nenhum efeito adicional da coinfecgao.

Conclusbes: Nesse estudo foi possivel perceber que ha muitos agentes
causadores da BVA. A coinfeccao por diferentes agentes foi identificada também
em muitos estudos, bem como a relacdo da apresentacédo clinica associada com
0s agentes estudados. Todavia a evidéncia atual ndo suporta a hipétese que

existe uma associacao entre a coinfeccgéo viral e a gravidade da doenca.
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Introducéo

Os agentes etioldgicos mais importantes das infeccbes em bronquiolite
aguda sdo o virus sincicial respiratorio (VSR), adenovirus (ADV), virus influenza
tipo A e B, virus parainfluenza (PIV) tipos 1, 2 e 3, rinovirus humano (RVH);
metapneumovirus (MPVH), além da clamidia pneumoniae (CP) e micoplasma

pneumoniae (MP) (1).

As multiplas infecgcbes ocorrem com maior frequéncia e com maior
gravidade em criancas com doencas cronicas (2). Todavia, existem muitos outros
fatores associados a gravidade da bronquiolite. O risco de infeccdo por RVH
associado internagdo foi maior nas criangas com displasia broncopulmonar e

também nas criangas que ndo foram amamentadas (3).

Um estudo importante demonstrou que a prematuridade esta associada a
um risco aumentado de coinfeccdo (4). Dessa forma, é dificil estabelecer esta

associacao devido aos possiveis fatores de confusdo associados.

Estudo prévio com lactentes abaixo de 24 meses de idade demonstrou pelo
menos um virus em 65% dos casos de bronquiolite, e o VSR foi detectado em
76% de todos os casos positivos. Dois ou mais agentes foram identificados em
17% pacientes de todas as amostras positivas (5). Estudos recentes apresentam
dados inconsistentes em relagdo a associacao entre coinfec¢do e gravidade da
BVA. Esse estudo tem como objetivo revisar a literatura sobre a relagéo entre a

coinfeccao e gravidade da doenca.

Metodologia

O presente estudo caracterizou-se por uma busca sistematica envolvendo
estudos que descreveram os agentes de infeccdo de bronquiolite aguda em
criancas avaliando a associagao entre a coinfeccéo e a gravidade da doenca. Os
artigos incluidos na presente pesquisa foram publicados na base de dados
MEDLINE/Pubmed (NIH), e a busca utilizou os seguintes termos em inglés:
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“bronchiolitis”; “coinfection”. Todas as buscas foram realizadas em janeiro e
dezembro 2012. Além disto, foram utilizados os seguintes filtros: estudos clinicos

em humanos, ou meta-analises, ou guidelines, publicados em inglés e portugués.

Critérios de inclusdo: estudos realizados com criangas “do nascimento até
2 anos”, que identificaram os agentes virais na BVA, artigos que relacionavam co-

infeccdo, com a gravidade da doenca.

Critérios de exclusdo: estudos que avaliavam especificamente o tratamento

da bronquiolite aguda, sem descri¢cdo do agente.

Os artigos foram avaliados de maneira independente pelos autores.
Primeiramente foram selecionados 150 artigos, nas quais 0s autores avaliaram
através do resumo, extraindo estudos que ndo preencheram o0s critérios de

inclusdo e exclusao.

Resultados e discusséo

Estudo prévio com lactentes demonstrou pelo menos um virus em 65% dos
casos. Dois ou mais agentes foram identificados em 17% pacientes de todas as

amostras positivas (5).

A associagdo mais frequentemente descrita € VSR e RVH sendo a idade
média destes pacientes de 4 meses (intervalo interquartil: 2-8 meses). A mediana
do tempo de internacao foi de 2 dias (intervalo interquartil: 1-4 dias). Além disso,
1.075 criangas (58%) tinham apenas VSR, 167 (9%) tiveram apenas RVH, 287
(15%) tinham VSR mais RVH (6). A analise investigando a associagdo com
gravidade evidencia uma relagéo entre coinfeccdo e o risco de hospitalizagéao (3).
Entretanto, as mudltiplas infeccbes parecem ocorrer com maior frequéncia em
criangas com doencas cronicas, 0 que poderia ser considerado como um possivel

fator de confuséao (2).
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Em um estudo brasileiro, criancas infectadas por dois patdgenos
representaram 31% dos casos, e as coinfec¢des por trés patdogenos 8%. Ainda
nesse mesmo estudo houve frequentes combinacdes entre o VSR/bocavirus
(16%) e VSR/ADV (11%) (7).

Em comparacdo com criancas com VSR, aqueles com apenas RVH mais
qualquer patdogeno ndo/VSR eram menos propensos a ter tempo de internacao
prolongado, enquanto que as criancas com VSR mais infec¢cdes por RVH foram
mais propensos a ter uma internacdo de 3 ou mais dias, sendo esta diferenca

estatisticamente significativa (6)

Em relacdo ao MPVH associado a outros virus na bronquiolite, um estudo
demonstrou que 33% dos pacientes tinham uma infeccdo mista e houve uma
associacdo entre MPVH e RV representando 7% (8). Em relacdo a gravidade,
criancas menores de 3 meses de idade foram mais propensas a ter hipoxia grave
independente do virus que foram infectados. Tratando a gravidade associada aos
agentes de infeccdo, um estudo mostra que ndo houve um impacto significativo
no tempo de internacdo da crianca, bem como a oxigenioterapia e 0 uso de

broncodilatador (9).

Em relacdo a infeccdo por diferentes agentes, em um estudo de coorte
prospectivo, 0s autores procederam a uma analise de sensibilidade limitada ao
grupo de rinovirus sem coinfeccdo e avaliou os fatores da gravidade da
bronquiolite somente a este grupo. O estudo permitiu a percepcdo de que as
caracteristicas clinicas do lactente com rinovirus e coinfeccdo por VSR foram
semelhantes aos lactentes infectados somente pelo VSR (3).

Em um trabalho com 316 criancas, foram detectados agentes em 164
(52%). Um agente Unico foi identificado em 50 (16%); e dois ou mais agentes
foram identificados em 114 (36%). Ressaltamos que nesse mesmo estudo as

criangcas que apresentaram sinais de infeccao bacteriana foram excluidas (1).

Associagao entre rinovirus humano e virus sincicial respiratorio
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O VSR é a causa mais associada a BVA. Porém, o rinovirus humano
(RVH) é uma causa bem estabelecida de infec¢cdes de via aérea superior em
todas as idades. Esta associado ao resfriado comum, além de ter um papel na
exacerbacdo da asma e na bronquite cronica e aguda (10). Com a possibilidade
de melhor identificagcdo viral devido a reacdo da transcriptase reversa seguida da
reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), o RVH vem sendo, cada vez mais,
comprovado como um importante agente de infeccbes de via aérea inferior em
criancas (10, 11) e tem sido demonstrado nas vias aéreas de lactentes com

sibilancia em uma prevaléncia entre 9-30%.

A associacdo entre virus sincicial respiratério (VSR) e RVH tem se
mostrado bastante prevalente na literatura (12, 13). Entretanto, a relacdo dessa
associacdo com a gravidade da bronquiolite viral aguda (BVA) também mostra
dados bastante conflitantes. Ha estudos que demonstram maior gravidade devido
a associacao viral, (14), estudos que ndo notaram nenhum efeito adicional (13), e
0s que indicam, controversamente, menor gravidade nesse grupo (15). Assim, o
RVH tem sido associado tanto a um maior risco de doenca severa (16) e também

como causador de quadros mais leves em relagdo a outro virus (17).

Marguet et al demonstraram que lactentes entre 1 més e 1 ano de idade
com bronquiolite apresentavam menor chance de ter doenga severa e
hospitalizacdo maior que 5 dias na doenca por RVH comparada ao VSR e a
VSR/RV (17). O VSR foi associado a maior tempo de quando comparada com
VSR/RV, essa combinagcao viral teve uma tendéncia a ser clinicamente mais

moderada.

A associacdo do RVH com outros virus tem se mostrado bastante
prevalente, chegando a 47% em um estudo onde esse foi 0 agente mais
prevalente em infec¢des de via aérea inferior. Entretanto os coinfectados tiveram
apresentacao clinica semelhante aos infectados por apenas RVH. Richard et al
mostraram um risco quase 3 vezes maior para admissdao em unidades de
tratamento intensivo pediatrica (UTIP) dos coinfectados em relagdo aos néo
infectados. Porém, a populacdo do estudo inclui muitos prematuros e criancas

com doencas cronicas de base.
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Outro trabalho sugeriu que a presenca de rinovirus ou enterovirus
preexistente em infeccBes respiratdrias assintomaticas pode aumentar 0 risco
para bronquiolite por VSR em lactentes, mas mais estudos clinicos que incluam

pacientes assintomaticos e sintomaticos precisariam ser realizados (13).

Cheuk et al encontrou maior tempo de duracdo da febre em criancas
(entre 1 més e 18 anos) infectadas por RVH e outro virus, além de mais casos de
convulsao febril, mas a severidade geral do quadro e o tempo de hospitalizacéo
nao apresentaram diferenca significativa no grupo com coinfeccdo. O RVH foi o
virus mais detectado (35%) seguido do VSR (29%). Aqueles com doenca
cardiopulmonar cronica foram mais suscetiveis a desenvolver bronquiolite
associado ao RVH (18).

Controversamente, um recente estudo com significativa presenca de
coinfeccdo RSV/RV demonstrou infec¢des por dois ou mais virus relacionadas,
com maior prevaléncia, a quadros leves (sem hipoxia ou dificuldade de
alimentacdo) e moderados do que a doenca severa (15). Criangcas com
monoinfeccdo por VSR eram mais novas e sofreram de quadro mais severo do
que criancas com infeccao multipla associada ao VSR. Nas criancas com menos
de 3 meses a gravidade da doenca ndo estava associada ao numero de agentes
detectados, enquanto que, peculiarmente, nas maiores de 3 meses houve menos
infeccbes multiplas no grupo mais severo do que no leve. Os autores sugerem

inclusive um potencial efeito protetor do RV quando associado ao VSR (19).

Aberle et al demostraram que criancas com VSR e RVH apresentaram
hip6xia e maior tempo hospitalizadas (60% e média de 7,4 dias, respectivamente)
guando comparados ao grupo do RVH (36% e média de 5,9 dias). Mas nenhuma
diferenca foi observada quando o grupo da infeccdo VSR/RV foi comparado a
infeccdo por VSR. A presenca de VSR independente da coinfecgdo demonstrou
maior prevaléncia de severidade e menor resposta com interferon-y de células

mononucleares periféricas (20).

A coinfeccdo pode representar infec¢cbes simultaneas, sequenciais ou
portadores assintomaticos de agentes infecciosos. Se um virus facilita, tem efeito
sinérgico ou antagoniza a acdo de outros ainda nao existe evidéncias na

literatura. Com o aumento da sensibilidade de deteccdo por RT-PCR mais
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diagnosticos etiologicos puderam ser feitos e a importancia do RVH na
bronquiolite vem sendo mais bem comprovada. Entretanto entre 12-41% das
criancas sdo portadoras assintomaticas do RVH (21), sugerindo que um PCR
positivo pode néo indicar relacdo causal. Além disso, mesmo apos 5-6 semanas
do inicio dos sintomas da infeccdo respiratéria, 0 RVH pode ser detectado no
muco nasal devido & sensibilidade alta do PCR (20). Isso dificulta atribuir os
achados clinicos a coinfeccao, pois podem refletir as consequéncias clinicas do
outro agente. Para isso, mais estudos sdo necessarios onde possam ser
avaliadas as apresentacfes clinicas de infec¢cbes respiratérias e, especialmente,
entre a comum associacao de RV e VSR.

Nesse estudo foi possivel perceber que ha muitos agentes causadores da
BVA e foi possivel associar os diferentes fatores de risco nos diversos estudos
que foram incluidos nessa revisdo. A coinfeccdo por diferentes agentes foi
percebida também em muitos estudos, bem como a relacdo de apresentacao
clinica e associacdes com 0s agentes estudados. A maior parte dos estudos foi
realizada em hospitais, alguns com criancas ja hospitalizadas e outros em sala de
pronto atendimento. Acreditamos que serdo relevantes mais estudos com
criancas em atendimento pré-hospitalar, a fim de contribuir para prevencdo da
BVA.
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Tabela 1. coinfeccdo associada a gravidade de acordo com estudos prévios.

Populacéo

Lactentes <1 a, BVA
em unidade de
permanéncia curta (n
=92) ou UTIP (88)

Criancas <18 anos em
UTIP com infeccéo
respiratoria

Diagnostico clinico de
BVA, <18 meses

Lactentes hospitalizado
com BVA

Criancas entre 1mes e
18 anos (2,34 ) com
infeccdo aguda

Criangas <2 anos com
sintomas clinicos de
BVA

Criancga hospitalizada

por doenca respiratoria.

Criangas < 2 anos com
doenca respiratoria
febril

Criancas <2anos com
infeccao respiratoria
aguda

Criancas <lano

hospitalizadas por BVA.

<2 anos com inicio de
sintomas de B

Co-infecgao

24,4% (44/180)

23,2% estavam
coinfectados por
RV + outro
agente (10/43)

13,59%(16/118)

21,4% (18/84)

33,1% das
amostras
positivas para
RV (50/151)

41% (58/142)

20% (153/772)

25,8% (52/201)

11,4% (86/749)

23,4% (49/209)

44% (34/77)

Coinfectados
RSV/RV

29,5% (13/44)

0% (0/10)

69%(10/16)

33% (6/18)

12% (6/50)

41% (24/58)

36% (55/153)

RV ou enterovirus +
VSR: 42,3% (22/52)

8,1% (7/86)

61,2% (30/49)

46,9% dos VSR foi
associado a
coinfec¢éo e 80,7%RV
dos RV.

Efeito da coinfecc¢é&o na
gravidade

8 dos 13 com RSV+RV
necessitaram de UTIP

Risco maior de UTIP nos
coinfectados. 1

Apresentacao clinica
semelhante ao infectados
apenas com RV. 2

O escore de severidade ndo

teve diferenca significativa (A
infeccd@o por RV aumentou a
gravidade em 5 vezes). 3

N&o houve efeito na
severidade da doenga nem
no tempo de hospitalizacéo. 4

A severidade da doenca no
geral foi similar para aqueles
com ou sem coinfecgdo. 5

A co-detecc¢édo ndo foi
associada a aumento de
gravidade. Nas criancas >3
meses mais de um virus foi
associado a sintomas leves. 6

Diminuicdo da resposta de
INF-y e maior severidade
associadas ao VSR, mas nao
a coinfecgdo. 7

N&o houve diferenga entre os
grupos em relagéo ao tempo
de hospitalizagéo, chance
para admissdo em UTIP ou
necessidade de oxigénio
suplementar. 8

Febre, uso de antibiético e
tempo de hospitalizagéo foi
maior no grupo coinfectados
comparado as infec¢bes s
por VSR. 9

VSR/RV mostrou ser mais
moderada que a por VSR. O
VSR mostrou mais grave e o
RV mais leve. 10

N&o/associacao entre
coinfec¢éo com admisséo
hospitalar ou em UTIP. 11

Legenda dos autores referenciados na tabela: 1=Richard et al. 2=Louie et al. 3=Papadopoulos et al. 4=Andréoletti
et al. 5=Cheuk et al. 6=Brand et al. 7=Aberle et al. 8=Suryadevara et al. 9=Calvo et al. 10=Marguet et al.

11=Nascimento et al.
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INTRODUCAO

Tosse e sibilancia sdo sintomas respiratérios muito comuns em criangas e
podem ser a expressdo clinica de uma grande variedade de problemas
localizados nas vias respiratérias. Independentemente da causa, a sibilancia é
motivo de procura por atendimento médico em servicos de urgéncia, sobretudo
por lactentes durante o primeiro ano de vida (1). As principais causas de sibilancia
em lactentes sdo as infec¢Bes virais e a asma atOpica. Entre as principais

infecgdes virais causadoras de sibilancia, se destaca a bronquiolite viral aguda.

Um artigo recente documentou que 44% das criancas menores de um ano
atendidas em unidades de emergéncia tinham sintomas respiratorios (2). Outros
trabalhos demonstraram taxas elevadas de hospitalizacdo para criangas menores
de um ano com sintomas respiratorios, além de verificarem taxas de
hospitalizacdo até trés vezes maiores que as de criancas que nao apresentavam
sibilancia (3). Estas manifestacbes determinam custos elevados ao sistema de

saude, bem como o sofrimento para o lactente e seus familiares.

Um estudo prévio demonstrou que a média de idade para o inicio dos
episodios de sibilancia foi de 5,1 meses. E em relacdo a sua gravidade, mais de
40% das criancas que procuraram servicos de urgéncia, consultaram em funcao
do quadro de sibilancia, e deste, 17% tiveram pelo menos uma hospitalizagao por
essa causa no primeiro ano de vida (4).

As principais causas de internacfes de lactentes sdo as crises de sibilancia
causada por virus sazonais, sendo 0 mais comum o virus sincicial respiratério
(VSR). Outros agentes associados a esta sindrome clinica (lactente sibilante)
foram: adenovirus (ADV), rinovirus (RVH), parainfluenza (VP) tipos 1, 2 e 3,

influenza (VI) e metapneumovirus humano (MPVH).

Em relacdo a coinfeccdo no lactente sibilante, estudo prévio mostrou que
infecgcbes por VSR ocorreram como infec¢des simples em 121 criangas (68,8%) e
coinfec¢cdes ocorreram em 55 criancas (31,2%). Os virus mais frequentes
associados com VSR foram ADV (43,6%) e MPVH (29,1%) (5).
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Considerando que as infec¢bes respiratérias de vias aéreas inferiores no
lactente apresentam elevada morbidade, a avaliacdo da prevaléncia de virus
respiratorios € importante para o melhor entendimento das caracteristicas
epidemioldgicas destas infeccbes em paises em desenvolvimento. Com a
utilizac&o rotineira das técnicas de investigacao etiolégica tornou-se freqiente a

identificacdo de mais de um agente viral numa mesma amostra.

O impacto da infeccao por dois ou mais virus nao esta bem esclarecida na
literatura, especialmente a relacdo entre a coinfeccdo e a gravidade clinica da
doenca (6). No presente estudo, foram avaliadas a ocorréncia de infec¢des e
coinfecgBes por virus respiratorios em lactentes com sibilancia, bem como a

associacao entre coinfeccéo e desfechos relacionados a gravidade da doenca.

MATERIAL E METODOS

Este foi um estudo transversal, com lactentes de até 12 meses de idade,
com crise de sibilancia, que estavam internados pelo Sistema Unico de Sautde
nas unidades pediatricas do Hospital Sdo Lucas da PUCRS — Emergéncia,
Unidade de Cuidados Especiais Pediatrica (UCEP), Unidade de Terapia Intensiva
Pediatrica (UTIP) e Internacdo — e que haviam iniciado com sintomas de vias
aéreas inferiores até 72 horas antes da inclusdo. O estudo foi realizado no

periodo entre setembro de 2009 e setembro de 2011.

Protocolo

Este estudo foi realizado em associacdo a um ensaio clinico randomizado
para avaliar a eficacia da azitromicina no tratamento da bronquiolite aguda (7).
Foram observados os seguintes critérios de exclusédo: histérico de doencas
pulmonares relacionadas a prematuridade (como displasia broncopulmonar);
cardiopatias; pneumopatias crénicas (em especial fibrose cistica); pacientes com

suspeita clinica de coqueluche ou que haviam feito uso de antibiético macrolideo
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previamente; pacientes de dificil seguimento (filhos de mées usuarias de drogas
ou com histérico de doengas psiquiatricas); e pacientes cujos responsaveis

recusaram-se a participar da pesquisa.

Os pacientes que se adequaram aos critérios de incluséo foram arrolados
para o estudo e submetidos a coleta de dados e do lavado nasofaringeo para
pesquisa de virus respiratorios por pesquisadores devidamente treinados.

Foi realizado exame fisico dirigido para avaliacdo do quadro clinico de cada
paciente (incluindo padréo respiratdrio, tiragem) e discutido com a equipe médica

da emergéncia o grau de gravidade.

Aspirado Nasofaringeo / Coleta de secrecao

Para realizacdo da coleta de secrec¢éo foi utilizado o seguinte material: 1
par de luvas de procedimento; 3 mL Soro fisiolégico 0,9%; sonda para aspiracao
traqueal n°06; mascara com elastico; seringa de 5 mL; 1 tubo tipo Falcon de 15
mL com tampa e 03 tubos de 1,5 mL eppendorf®. Para identificacdo dos virus
respiratérios foi coletada secrecdo de nasofaringe obtida através de aparato a
vacuo, composto de coletor de muco acoplado a sonda de aspiracao nasal. Este
procedimento era executado rotineiramente na coleta de secrecdo de nasofaringe
de lactentes, sendo um método conhecido e seguro. BVA para o VSR,
adenovirus, parainfluenza, e influenza foram realizados testes de
Imunofluorescéncia Direta (IFD) para deteccdo de antigenos na secrecdo de
nasofaringe no laboratério que tem como objetivo a pesquisa de antigenos em
células ou tecidos através de um anticorpo especifico marcado com fluorocromo
(conjugado). Foi utilizado o kit Respiratory Virus Panel da Biotrin® (Dublin, Ireland)
para a pesquisa de anticorpos monoclonais grupo-especifico e tipo-especifico
para deteccédo direta e confirmacao de cultura. Parte deste material foi congelada
em freezer a uma temperatura de - 80°C e armazenadas no Instituto de
Pesquisas Biomédicas (IPB) para pesquisas com PCR incluindo pesquisa para

outros virus respiratorios.
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Extracdo do RNA

A extracdo do RNA total das amostras foi realizado pelo método de
TRIzol™ (Life Techologies), de acordo com as instrucées do fabricante, retirando
as amostras do freezer -80°C e anotando na planilha, em seguida limpado a
bancada com RNAse zap e as pipetas e mantidas por 7 min a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 200ul de cloroférmio nas amostras,
homogeneizando por 15 segundos e mantidas em repouso de 2 a 3 min em
temperatura ambiente e entdo centrifugadas a 12.000 x g durante 15 min a 4°. O
sobrenadante foi transferido para tubos novos e adicionado 500pl de &lcool
isopropilico, agitado por inversdo gentilmente a temperatura ambiente durante 10
min e centrifugadas a 12 000rpm por 10 min a 4°c. O sobrenadante foi descartado
e adicionado 1ml de alcool etilico 70%. Em seguida centrifugado a 12 000rpm por
5 min & 4°, removendo o sobrenadante e deixado secar o pellet por 20 min,
acrescentando 10ul de Nuclease-Free Water. E quantificado o RNA no qubit e se

nao estiver maior que 14ug/ml continuar e fazer a sintese de cDNA.

Identificacdo dos virus respiratorios por PCR em tempo real

O cDNA foi sintetizado utilizando o kit Superscript Il (Invitrogen). Em
seguida o cDNA foi quantificado utilizando o Qubit com o kit DNA HS. A qualidade
do cDNA de cada paciente foi testada realizando amplificacdo do gene end6geno
da b-actina por PCR em tempo real utilizando equipamento StepOne (Applied
Biosystem), TagMan Master Mix (Applied Biosystem) e iniciadores especificos
(Applied Biosystem). Amostras que nao amplificaram para b-actina foram
excluidas do estudo. Foram realizadas as reacfes de PCR em tempo real para
Metapneumovirus RSV e Rhino virus utilizando 4ng de cDNA de cada paciente.
Na Tabela esta descrita as condigbes das reacbes de PCR e os iniciadores e
sondas utilizados. Foram considerados positivos pacientes que amplificaram em

triplicata com um CT médio inferior a 40 (tabela S1).




Artigo Original 33

Etica

O estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (registro 09/04678). Um
termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado pelos responsaveis pelos
pacientes, manifestando pleno acordo com sua realizacdo. A identidade dos

participantes foi mantida em sigilo.

Desfechos avaliados

Foram considerados como desfechos primarios associados a gravidade da
BVA: tempo de sibilancia, tempo de internacdo hospitalar e tempo de uso de

oxigenioterapia.

Analise estatistica

Para a analise estatistica foram consideradas as seguintes variaveis:
prevaléncia de infeccdes por virus respiratérios, tempo de sibilancia, tempo de
internacdo hospitalar e tempo de uso de oxigenioterapia, bem como as variaveis
demograficas coletadas através do questionario. Para descricdo dos dados foram
utilizadas médias e desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil conforme a
simetria das variaveis. As variaveis categoricas foram descritas mediante
frequéncia absoluta e relativa, para comparacdo das médias das variaveis
continuas entre dois grupos foi utilizado teste t de Student para amostras
independentes; e teste de kruskal-wallis para comparar as diferencas (variancias)
entre trés grupos independentes. O nivel de significancia foi de p < 0,05. A analise

dos dados foi realizada com o programa SPSS versao 17.0.
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RESULTADOS

No presente estudo foram selecionados 127 pacientes, sendo que 122
completaram todos os critérios de inclusdo. A média de idade foi de 2,9 meses,
sendo 54,9% (67/122) dos pacientes do sexo masculino (tabela 1). Com relacdo
as variadveis clinicas, observamos que 97,5% (119/122) das criancas
apresentavam tiragem (retracdes costais, subcostais e intercostais); e que 99,2%
(121/122) necessitaram oxigenioterapia, com tempo de duracdo médio de 5,3 dias
de tratamento com O,. O tempo médio de internacéo foi de 5,9 dias e o tempo de
sibilancia durante a internacdo hospitalar foi de 4,0 dias. Verificamos que 5,7%
dos pacientes foram encaminhados para a unidade de cuidados especiais e dois
lactentes foram submetidos a ventilagdo mecanica (tabela 2). Os dados referentes
a historia pregressa dos lactentes demonstrou que 18 (14,2%) j& tinham
apresentado sibilancia e 19 (15%) apresentaram internacao prévia. Observamos
que 29,9% (19) das maes destes pacientes tinham histéria de rinite alérgica e 30

(23,6%) diagndstico de asma (tabela 3).

Foram coletadas amostras de secre¢cdo nasal para pesquisa de virus em
122 pacientes, e 3 pacientes tiveram amostras insuficientes ou inadequadas para
andlise. A identificacdo dos virus por imunofluorescéncia demonstrou 42 (34%)
amostras negativas e positividade de 101 (71,7%). O VSR foi o virus mais
frequente com 65 (51,2%) da amostra positivas, seguido por influenza 15 (11,8%),
parainfluenza 10 (7,9%) e adenovirus 3 (2,4%). O PCR foi utilizado no segundo
ano do estudo, sendo testado em 56 amostras. Este método identificou o
metapneumovirus positivo para 3 amostras (5,4%), rinovirus 5 (8,9%) e VSR 22

(39,3%). Os resultados da virologia sdo apresentados na tabela 4.

Quando analisamos a coinfeccao, 35,3% (42/119) apresentaram resultados
negativos; 48,7% (58/119) foram positivos para 1 virus e 11,8% (14/119) para dois
virus. Os pacientes infectados com um maior niamero de virus tiveram um maior

tempo de internacao e de uso de oxigenioterapia. (tabela 5).
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DISCUSSAO

A presenca de mais de um patégeno parece influenciar na historia natural
da bronquiolite (8). Entretanto o quadro clinico associado a coinfec¢éo viral em
lactentes com infeccdo respiratéria, ainda nao esta claro (9). A pratica clinica
pressupde que a presenca de mais um agente viral gera incertezas em relacao ao
prognéstico das infecgdes (5). O presente estudo foi realizado com lactentes até
um ano de idade com crise de sibilancia. As caracteristicas clinicas contribuiram
para o elevado indice de deteccdo de virus respiratdrios na secrecdo de

nasofaringe desses pacientes.

A média do tempo de internacdo encontrada entre coinfectados e
monoinfectados foi de 7,0 e 5,8 dias, respectivamente. Quanto a analise dos
outros desfechos envolvidos em relacdo a gravidade, a mediana do tempo de
tempo de internacdo e uso de oxigenioterapia foi superior nos pacientes com um

maior numero de agentes identificados na amostra (tabela 5).

Nesta pesquisa foram investigados agentes respiratorios tais como:
influenza, parainfluenza, adenovirus e VSR através da técnica IFD que conferiu
positividade de 71,7% do total das amostras coletadas; e através do PCR para
deteccdo dos seguintes virus: VSR, rinovirus e metapneumovirus. A taxa de
positividade para o PCR foi de 53% da amostra analisada. Este ultimo resultado
contraria a maior parte dos dados de literatura, e pode ser explicado pelas
dificuldades para aplicacdo de uma nova técnica de diagnostico, em comparacao

com a IFD, que ja é aplicada na instituicdo ha cerca de 10 anos.

Os resultados da IFD estao de acordo com a literatura, que refere uma taxa
de identificacdo viral de 45 a 70%, com esta técnica (10). Este estudo contribui
para confirmar os resultados em nossos achados que identificaram infeccao por
VSR em 51,2% das amostras estudadas. Nossos resultados mostraram que o
VSR esteve presente tanto em lactentes com infecgdo por um Unico agente viral,

como também foi freqliente nos casos de coinfecgéo.

A deteccédo de agentes virais multiplos em secrec¢do de nasofaringe ainda é
um assunto mundialmente estudado e relevante. Geralmente, consideramos um
quadro de coinfeccdo, quando os agentes virais envolvidos sao conhecidamente

patogénicos (11-13). A literatura nos mostra que a ocorréncia de co-infecgbes por
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7

virus respiratorios é variavel (15 a 30%) (11-13). Os resultados deste estudo
mostram que 11,5% apresentaram coinfecgdo viral, confirmando dados dos

estudos citados anteriormente.

O significado clinico da codeteccéo entre dois ou mais agentes virais ainda
€ motivo de estudos na literatura cientifica, principalmente no que diz respeito as
formas mais graves da doenca. Por outro lado, um estudo realizado em uma
populacao brasileira (14) encontrou um indice de 40% de co-infeccfes, porém
nao encontrou relacdo entre a gravidade da doenca e infeccdo por mais de um

agente viral.

Atualmente, os efeitos da coinfec¢cdo sobre o organismo das criancas ainda
sdo pouco conhecidos. Muitos sdo os fatores estudados como 0s possiveis
determinantes da gravidade das infeccOes respiratérias virais, bem como a
variacdo da resposta imunoldgica frente a presenca de um Unico ou mais agentes
virais (15, 16).

Alguns estudos ja haviam descrito uma relacdo positiva entre co-infc¢ao e
gravidade. Grensill (17) estudou durante um ano, criancas com BVA por VSR, em
ventilagdo mecanica (VM) e constatou que 70% destas apresentaram co-infec¢cao
especialmente com metapneumovirus humano (MPVH), sugerindo que a
associacdo entre VSR e MPVH possa ser um determinante na gravidade da
doenca. Semple (18) também sugeriram que coinfeccdo entre MPVH e VSR foi
indicativo de gravidade da doenca, aumentando a necessidade de internacdo em
UTIl e uso de ventilacdo mecéanica. Nos estudos de Richard também foram
encontradas relagbes entre co-infecgcdo e gravidade da doenca, visto que a
necessidade de internagcdo em UTI foi maior nas criancas coinfectadas do que
nas que tiveram infecgdo por um unico agente viral. Outro estudo de Paranhos-
Baccala (19) avaliou a associacdo do VSR ao MPVH e/ou ao rinovirus (RVH)

também determinou maior severidade na doencga.

Por outro lado, Canducci (11) relata maior gravidade de infec¢gBes Unicas
por VSR quando comparadas as infec¢cdes por VSR e MPV-h em criangas
hospitalizadas. As infec¢cdes Unicas por VSR foram associadas a maior tempo de
hospitalizagéo e hipoxia (11, 20).
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Em trabalho publicado recentemente, nosso grupo néo observou diferenca
significativa com relacdo a gravidade da doenca entre criancas coinfectadas, em
comparacdo as monoinfectadas (Sparremberg et al. Scientia Medica 2010).
Porém, este estudo mostrou resultados preliminares com numero limitado de

pacientes incluidos.

O presente estudo tem algumas limitagdes como amostras insuficientes
para analise por PCR e a coleta de secre¢do nasofaringea que € dependente de
muitos fatores para o sucesso da coleta. Podemos citar a presenca dos pais e
fatores emocionais como choro do lactente, que podem gerar ansiedade no
momento do procedimento. Além disso, alguns pacientes apresentaram pouca
secrecdo nasofaringea no momento da coleta. Todos esses fatores fazem parte
da dindmica hospitalar em que a crianca estd inserida. Desta forma, os
pesquisadores devem se adaptar e ter flexibilidade para a efetividade das acbes a

serem realizadas.

A deteccdo simultanea de um amplo espectro de virus possibilita o
diagnéstico e avaliacdo da codeteccao viral em casos de infeccbes respiratérias
agudas (IRA) (21). Através dos dados da IFD e PCR encontramos amostras com
coinfeccdo e conseguimos demonstrar que a coinfeccdo entre 0s virus
pesquisados foi associada a gravidade da doenca. E importante considerar que a
técnica de PCR também possui limitacdes, como as taxas de co-deteccéao,

mesmo sem associacao de infeccdo para mais de um virus.

Neste estudo, a relacao da coinfeccdo com virus respiratérios nos lactentes
com sibilancia influenciou a gravidade do quadro clinico dos pacientes. Em
adicdo, as taxas de coinfeccdo em lactentes internados na emergéncia deste
hospital sugerem que a condi¢do socio-econdmica, a aglomeracédo de pessoas no
mesmo ambiente, bem como a pequena distancia entre os leitos na emergéncia
podem ser fatores importantes para o achado de co-infecgcdo por virus

respiratorios.




Artigo Original 38

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes de acordo com o questionario aplicado na

admissao hospitalar (N=122).

Idade (meses), médiatDP 2926
Sexo(masculino), n (%) 67/122 (54,8%)
Peso atual,( kg), médiatDP 5,31+ 2,18
Frequenta creche atual n (%) 6/122 (4,9%)

Frequenta creche anterior n (%) 6/122 (4,9%)

Irm&o em casa n (%) 78/122 (63,9%)
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes no periodo da internacéo

hospitalar.

Caracteristica clinica Média e desvio padrao
Frequéncia respiratéria (MRM) 48,24 +14,82
Frequéncia cardiaca (BCPM) 141,6 £ 35,21
Saturacao de oxigénio na admisséo 91,51 +18,56
Tiragem, n (%) 119 (97,5)

Unidade de cuidados especiais*, n (%) 7 (5,7)

Ventilacdo mecanica, n (%) 2 (1,6)

Uso de antibidtico, n (%) 40 (32,7)

Uso de CO, n (%) 2 (1,6)

* Pacientes com dificuldade respiratéria importante e necessidade de

monitorizagdo continua com saturagéo de O2.
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Tabela 3. Historia médica pregressa dos pacientes de acordo com o questionario

aplicado na admisséo.

Caracteristicas Pacientes = n (%)
Sibilancia, n (%) 18 (14,2)
Rinite alérgica (materna), n (%) 38 (29,9)
Rinite alérgica (paterna), n (%) 28 (22,0)
Asma (materna), n (%) 30 (23,6)
Asma (paterna), n (%) 14 (11,0)
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Tabela 4. Identificacdo dos virus respiratérios através da imunofluorescéncia e

PCR em tempo real.

Imunofluorescéncia N % PCR N %
“Negatvo 42 28
Positivo 101 71,7
VSR 65 51,2 VSR 22 17,3
Adenovirus 03 2,4 Rinovirus 5 3,9
Parainfluenza 10 7,9 Metapneumovirus 3 2,4
Influenza 15 11,8
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Tabela 5. Gravidade associada ao numero de virus respiratorios.

Virus /n 0 n(42) 1 n(58) 2 n(14) p

(t) Uso O2 /dias 4,36 +3,62 5,79 2,76 7,07 £3,36 0,001*
(t) Internagéo /dias 5,00 £3,19 6,48 £3,03 7,57 £3,67 0,013*

(t) Sibilancia /dias 3,33 £2,33 4,45 +2,85 4,43 +3,06 0,131

t = tempo; NPar Tests/ Kruskal-Wallis Test
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SUPLEMENTO ONLINE

Tabela S1. Primers e condi¢cbes da reacdo de PCR em tempo real.

Rhino MPV RSV
Forward (57-37) GCACTTCTGTTTCCCC CATAYAARCATGCTATATTAAAAGAGTCTC AACAGATGTAAGCAGCTCCGTTATC
Reverse (5-37) GGCAGCCACGCAGGLT CCTATYTCWGCAGCATATTTGTAATCAG CGATTTTTATTGGATGCTGTACATTT
Sonda (57-37) FAM-AGCCTCATCTGCCAGGTCTA-TAMRA  FAM-CAACHGCAGTRACACCYTCATCATTRCA-TAMRA  FAM-TGCCATAGCATGACACAATGGCTCCT-TAMRA
FAM-AGCCTCATCGACCAAACTA-TAMRA
Ciclagem 45 ciclos 40 ciclos 50 cliclos
™ 552C 552C 602C

TM: temperatura média
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4.1 CONCLUSOES

Neste estudo, a relacdo da coinfeccdo com virus respiratorios nos lactentes
com sibilancia influenciou a gravidade do quadro clinico dos pacientes. Em
adicdo, as taxas de coinfeccdo em lactentes internados na emergéncia deste
hospital sugerem que a condi¢cdo socioecondmica, a aglomeracao de pessoas no
mesmo ambiente, bem como a pequena distancia entre os leitos podem ser

fatores importantes para o achado frequiente de coinfeccao por virus respiratorios.






