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RESUMO

As infeccdes virais sdo uma das principais causas de doenca respiratorias
em criancas. A maioria destas infeccdes € causada pelo virus sincicial
respiratorio (RSV), virus influenza A e B (FluV), virus parainfluenza humano
(HPIV), rinovirus humano (HRV), e adenovirus humano (HAdV). Alguns virus
descritos recentemente, tais como o metapneumovirus humano (HMPV), o
bocavirus humano (HBoV), e os coronavirus humanos (HCoVs) NL63 e
HKUL1, tém sido identificados como potenciais patdgenos respiratorios. Além
disso, dois novos poliomavirus humanos (HPyV), KIPyV e WUPyV, tém sido
detectados em pacientes com infec¢cdes respiratorias. O objetivo deste
estudo foi identificar a presenca e a frequéncia de patégenos virais causando
infeccdo em criancas nas cidades do Rio de Janeiro e Teresopolis. Swabs
nasais de 205 criancas (média de idade 3,3 anos; faixa etaria 1 més a 15
anos) com infeccdo aguda do trato respiratério foram coletados entre marco
de 2006 e outubro de 2007 e testados para a presenca de patdgenos virais.
Os espécimes foram coletados de pacientes hospitalizados, atendidos no
servico de emergéncia ou no ambulatério de dois hospitais universitarios nas
cidades do Rio de Janeiro e Teresopolis. Informagdes clinicas relevantes,
incluindo o status de hospitalizacdo, idade, sexo, e sintomas clinicos, foram
coletadas durante a primeira visita médica através de questionario padrao.
Os espécimes foram testados para a presenca de FluvV A e B, HPIV 1-4,
HAdV, RSV, HMPV, HBoV, WUPyV, e KIPyV por PCR convencional. Um
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protocolo de PCR em tempo real foi usado para a deteccdo dos HCoVs
(229E, OC43, NL63 e HKU1). Das 205 amostras testadas, 64 (31,2%) foram
positivas para pelo menos um dos patdgenos virais especificados acima.
Dentre os virus de RNA, 33 amostras foram positivas para HRV (51,6%), 5
amostras foram positivas para Fluv A (7,8%), 5 amostras foram positivas
para HMPV (7,8%), 4 amostras foram positivas para HCoV (6,3%) e 3
amostras foram positivas para RSV (4,6%). Para os virus de DNA foram
detectadas 5 amostras positivas para HBoV (7,8%) e 1 amostra positiva para
HAdV (1,6%). Foram identificados 8 casos de co-infeccédo (12,5%; - HCoV-
NL63 + HMPV, HCoV-NL63 + RV, HMPV + RV + HCoV-OC43 + AdV, HMPV
+ KIPyV, HBoV + RV, HBoV + WUPyV, FluV A + RV, RSV + HCoV-OC43),
incluindo duas amostras positivas para KIPyV e WUPyV. Néao foi detectado
amostra positiva para HPIV nem FluV B. Os sintomas clinicos mais
frequentes foram febre, rinorréia, tosse, dor de garganta, chiado, bronquiolite
e pneumonia. Poucos estudos demonstraram a circulacdo de HMPV e HBoV,
entre criangas brasileiras, e até onde sabemos, nenhum descreveu a
circulacdo dos novos HCoVs ou HPyV como patégenos respiratorios no
Brasil. O fato de HMPV, HBoV, HCoV-HKU1 ou HCoV-NL63, ou os recém
descritos KIPyV ou WUPYV estar presente em 9,2% das amostras testadas
sugere que estes virus podem ser patdogenos respiratérios importantes no
pais. Contudo, mais estudos sdo necessarios, incluindo grupos controles
apropriados, para demonstrar que esses novos virus atuam como agentes

etiologicos de doenca respiratéria no Brasil.

Palavras-chave: 1. InfeccOes Respiratorias, 2. Diagndstico Virologico, 3.

Epidemiologia.

Rio de Janeiro
Abril de 2009
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ABSTRACT

Viral infections are one of the leading causes of respiratory disease in
children. Most of these infections are caused by respiratory syncytial virus
(RSV), influenza virus A and B (FluV), human parainfluenza virus (HPIV),
human rhinovirus (HRV), and human adenovirus (HAdV). Several recently
discovered viruses, such as human metapneumovirus (HMPV), human
bocavirus (HBoV), and the human coronaviruses (HCoVs) NL63 and HKUL1,
have been identified as potential respiratory pathogens. In addition, two new
human polyomaviruses (HPyVs), KIPyV and WUPYV, have been detected in
patients with respiratory infections. The goal of this study was to identify the
presence and frequency of viral pathogens causing respiratory infections in
children in the cities of Rio de Janeiro and Teresopolis. Nasal swabs from 205
children (median age 3.3 years; range 1 month to 15 years) with acute upper
or lower respiratory illnesses were collected from March 2006 through
October 2007 and tested for viral pathogens. The specimens were collected
from hospitalized patients, emergency departments, and walk-in clinics at 2
university hospitals in the cities of Rio de Janeiro and Teresopolis. Relevant
clinical information, including patients’ hospitalization status, age, sex, and
clinical symptoms, was collected during the first medical visit by means of a

standard questionnaire. Specimens were tested for presence of FluV A and B,
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HPIV 1- 4, HAdV, RSV, HRV, HMPV, HBoV, WUPyV, and KIPyV by
conventional PCR assays. A real-time PCR protocol was used for detection of
HCoVs (229E, OC43, NL63, and HKU1). Of the 205 samples tested, 64
(31.2%) were positive for at least 1 of the viral pathogens specified above.
Among the RNA viruses, 33 (51.6%) samples tested positive for HRV, 5
(7.8%) for FluVv A, 5 (7.8%) for HMPV, 4 (6.3%) for HCoV and, 3 (4.6%) for
RSV. For the DNA viruses, 5 (7.8%) samples were positive for HBoV and 1
(1.6%) for HAdV. Co-infections was detected in 8 samples (12.5% - - HCoV-
NL63 + HMPV, HCoV-NL63 + RV, HMPV + RV + HCoV-OC43 + AdV, HMPV
+ KIPyV, HBoV + RV, HBoV + WUPyV, Fluv A + RV, RSV + HCoV-0OC43),
including two samples positive for KIPyV e WUPyV. The most frequent clinical
symptoms were fever, rhinorrhea, cough, sore throat, wheezing, bronchiolitis,
and pneumonia. Few studies have demonstrated the circulation of HMPV and
HBoV, among Brazilian children, and to our knowledge, none have described
the circulation of the new HCoVs or HPyVs as respiratory pathogens in Brazil.
Our finding that HMPV, HBoV, HCoV-HKU1 or HCoVB-NL63, or the newly
described KIPyV or WUPyYV was present in 9.2% of the tested samples
suggests that these viruses could be important respiratory pathogens in the
country. However, further investigative studies that include appropriately
matched control groups will be necessary to demonstrate that these novel

viruses act as etiologic agents of respiratory disease in Brazil.

Keywords: Respiratory Infections, Viral Diagnostic, Epidemiology.

Rio de Janeiro
April, 2009
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Introducao

1. Infecgdes Respiratorias

Infeccbes agudas do trato respiratorio (Acute Respiratory Tract Infections —
ARTIS) representam a causa mais comum de doenca em humanos e uma das
principais causas de mortalidade no mundo inteiro atingindo principalmente
criancas, as quais podem sofrer multiplos episédios de ARTIs por ano, até os 10
anos de idade [Monto, 2002, Arnold et al., 2006; Khan, 2007; Sloots et al., 2008].
Embora haja variacbes consideraveis na mortalidade infantil, particularmente na
Africa onde — diferente de outras regibes — malaria e AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida)
aparecem entre as dez principais causas de morte na infancia, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) classificou as infec¢cdes do trato respiratorio inferior
(Lower Respiratory Infections - LRIS) como a segunda principal causa de morte
entre criangas abaixo de cinco anos de idade [Murray et al., 2001]. Nos Estados
Unidos, as ARTIs sédo a sexta causa de morte, responsaveis por mais de meio
milhdo de hospitalizacdes, além de levar oito a dez milhdes de pacientes a
buscarem tratamento médico anualmente [Schappert, 1997; Barlett, et al., 2000].
Em paises em desenvolvimento, o risco de mortalidade pode ser até trinta vezes

maior do que em paises desenvolvidos [OPAS, 1995].

As infeccOes respiratérias causadas por virus possuem um papel

importante na saude publica. Doencas respiratorias agudas virais estdo entre as



doencas mais comuns acometendo adultos e criangas [Couceiro & Albuquerque,
2008; Treanor, 2009]. O trato respiratério esta sujeito a infec¢cdes causadas por
virus de genoma composto tanto por DNA quanto por RNA, os quais produzem
sindromes clinicas variando em gravidade, desde quadros clinicamente sem
importancia até doencas fatais (Quadro 1). Cada um desses virus pode ser
responsavel por diferentes sindromes clinicas dependendo da idade e estado
imunoldgico do hospedeiro. Por outro lado, cada uma das sindromes respiratorias
associadas a infecc¢des virais pode ser causada por uma variedade de patdgenos
virais [Couceiro & Albuquerque, 2008; Treanor, 2009]. A mortalidade devido a
infeccdo respiratéria viral aguda, em individuos imunocompetentes € baixa, em
paises desenvolvidos, com excec¢do de epidemias causadas pelo virus influenza e,
possivelmente, infecgbes pelo virus sincicial respiratorio. Contudo, infeccéo
respiratéria aguda é uma das principais causas de mortalidade infantil em paises
em desenvolvimento, responsavel por cerca de 4,5 milhdes de mortes anuais
entre criangcas menores de cinco anos de idade [Berman, 1991]. Agentes virais
sdo identificados em cerca de 3% a 40% dos casos de doenca respiratoria em
paises em desenvolvimento e contribuem para cerca de 6% a 21% das mortes

[Berman, 1991].

Os virus sincicial respiratorio (RSV), parainfluenza humano (HPIV),
influenza (FluV), alguns adenovirus humanos (HAdV), coronavirus humano
(HCoV), e rinovirus humano (HRV) séo reconhecidamente associados a doencas
respiratorias no homem. Dentre eles, o FluV € o responsavel pelo maior numero

de mortes, principalmente em pacientes de risco como idosos e imunodeficientes.
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Essas infecgbes também representam grandes perdas econémicas, jA que geram

faltas & escola e/ou ao trabalho e gastos hospitalares [Mufson, 2000].

InfeccBes do trato respiratorio superior como doenca influenza-like (flu-like),
resfriados e bronquites, s&o extremamente frequentes entre pacientes nao
hospitalizados. Os rinovirus sdo os agentes mais freqiientemente associados a
essas infeccBes, embora outros virus também possam causar tais quadros
(Quadro 1). Todos os chamados “virus respiratorios” podem causar pneumonia em
criancas e adultos, embora o rinovirus raramente o faga, ou quando isso ocorre
acomete, em geral, pessoas com graves problemas pulmonares. O RSV e o HPIV
sédo a principal causa de bronquiolite em criangas. Durante epidemias de FluV e
RSV, muitos dos casos de pneumonia entre adultos s&o resultado de infeccdes

bacterianas secundérias. [Mufson, 2000; Treanor, 2009].



Quadro 1. Sindromes respiratdrias causadas por patégenos virais [adaptado de Couceiro & Albuquerque, 2008].

Virus Fregiiéncia® da sindrome
Gripe/Flu- Resfriado Faringite  Traqueobronquite  Crupe Bronquiolite Otite Pneumonia
like Média
Criancas” Adultos Imunocomprometidos
Virus de RNA
Fluv A ++++ + ++ +++ ++ + - ++ ++++ +
Fluv B ++++ + ++ ++ + + = + ++ +
HPIV-1 + + ++ + ++++ + = = - -
HPIV-2 + + ++ + ++ + = = - -
HPIV-3 + + ++ + +++ ++ + +++ + +
RSV + ++ + ++ ++++ ++ ++++ + ++
HMPV + + + ++ ++++ ++ ++++ + ++
HRV + +++ ++ + + + + + - -
HCoV + ++ + - + + + + - -
SARS-CoV = - - - = - - - 4+
HCoV-NL63 - - - - - + - + - -
HCoV-HKU1 - - - - - - - - + =
Virus de DNA
HAdV ++ ++ ++ + ++ ++ - ++ ++ ++
HBoV - ++ - - - +++ - +++ ++ ++
KIPyV e ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
WUPyV

2 (+) casos reportados ocasionalmente; (++) causa 1 — 5% dos casos; (+++) 15 — 25% dos casos; (++++) mais de 25% dos casos reportados; (-) ndo descrito ° individuos
menores de cinco anos de idade. FluV A = virus influenza A; FluV B = virus influenza B; HPIV = virus parainfluenza humano; RSV = virus sincicial respiratério; HMPV =
metapneumovirus humano, HCoV = coronavirus humano; SARS-CoV = Coronavirus associado a Sindrome Respiratdria Aguda Grave; HAdV = adenovirus humano; HBoV =
bocavirus humano; KIPyV e WUPyV = poliomavirus humano Kl e WU.




Os virus que acometem o trato respiratorio sdo transmitidos por contato
direto e aerossoéis. Muitos fatores contribuem para gravidade da doenca,
incluindo caracteristicas virais, quantidade do inéculo e fatores do hospedeiro,
como idade, estado de saude, estado imunoldgico, fatores socioeconémicos e

nutricionais [Mufson, 2000; Treanor, 2009].

Enquanto as caracteristicas clinicas das ARTIs sao facilmente
reconhecidas, o agente etiolégico responsavel pela doenca frequientemente ndo
é detectado. Muitos casos de infecgéo respiratéria aguda ndo eram relacionados
a agentes etiolégicos conhecidos, talvez por falta de métodos diagndsticos que
identificassem esses agentes. O progresso recente da vigilancia epidemiolégica
e da biologia molecular tem permitido a identificacdo rapida de diversos agentes
respiratérios emergentes. Entretanto, mesmo com a utilizacdo das mais
avancadas e sensiveis metodologias, apenas 40-60% das infec¢Bes tém sido
associadas a um agente etiologico [Kuiken et al., 2003; Kahn, 2007; Arnold et al.,
2008; Canducci et al., 2008; Sloots et al., 2008], sugerindo a existéncia de outros
patdgenos ainda nao identificados. De fato, na ultima década foram descritas
novas variantes do virus influenza A aviario como a H5N1 [Chan, 2002], HIN2
[Peiris et al., 1999] e H7N7 [CDC, 2003a]. Aléem disso, desde 2001 sete virus
anteriormente desconhecidos foram identificados apds andlise de espécimes
clinicos do trato respiratério de humanos (Quadro 2) [para revisdo ver Kahn
2007; Sloots et al.,, 2008]. Estes virus recentemente descritos incluem: o
metapneumovirus humano (HMPV) descrito em 2001 [van den Hoogen et al.,
2001], trés novos coronavirus humanos (HCoVs) - o0 coronavirus associado a

sindrome respiratéria aguda grave (Severe Acute Respiratory Syndrome -



SARS, SARS-CoV) descrito em 2003 [Ksiazek et al., 2003; Rota et al., 2003],
coronavirus NL63 (HCoV-NL63) descrito em 2004 [van der Hoek et al., 2004;
Fouchier et al., 2004] e coronavirus HKU1 (HCoV-HKU1) descrito em 2005 [Woo
et al., 2005a]; o bocavirus humano (HBoV) descrito em 2005 [Allander et al.,
2005] e recentemente dois poliomavirus humanos descritos em 2007 - KIPyV
(Karolinska Institutet Polimoavirus) [Allander et al., 2007a] e o WUPyV

(Washington University Polyomavirus) [Gaynor et al., 2007].

Em 1997, foi descrito em Hong Kong um surto de gripe ocorrido em
consequéncia da transmissdo direta de um virus influenza A (H5N1) altamente
patogénico, de galinhas para seres humanos [Chan, 2002]. Neste surto, foram
registrados 18 casos da doencga dos quais seis foram fatais. Embora o surto
tenha sido controlado pela destruicdo de milhdes de aves, casos esporadicos
foram descritos em humanos [Yuen & Wong, 2005]. Entre janeiro de 2004 e
junho de 2005, 108 casos de infecgcao pelo Fluv A H5N1 em humanos foram
descritos em outras regides da Asia: Vietna (87 casos e 38 mortes), Tailandia (17

casos e 12 mortes) e Camboja (4 casos e 4 mortes) [CDC, 2005].

Em 1999, novamente em Hong Kong, outro FluV A aviario (HON2) foi
isolado a partir de aspirado de nasofaringe de duas criangas hospitalizadas
apresentando infeccéo do trato respiratorio superior [Peiris et al., 1999]. Mais um
caso de infec¢cdo humana por esse virus foi descrito em 2003 [Yuen & Wong,

2005].



Quadro 2. Sumario da distribuicdo e associacao clinica dos virus emergentes associados com infeccdo do trato respiratorio em

humanos.
Virus Grupo etério Deteccéo Quadro Clinico Referéncia
HMPV Criancas e idosos 3-25% Bronquiolite, bronquite, pneumonia, | van den Hoogen et al., 2001
rinorréia, tosse, dor de garganta
SARS-HCoV Todas as idades esporadico | Pneumonia Ksiazek et al., 2003; Rota et al., 2003
HCoV-NL63 e | Criangas e idosos 1-10% Bronquiolite, pneumonia, rinorréia, | van der Hoek et al., 2004; Fouchier et al.,
HCoV-HUK1 febre, tosse, chiado 2004; Woo et al., 2005a
HBoV Criangas 1-11% Bronquiolite, pneumonia, otite media, | Allander et al., 2005
asma’
KIPyV e Criangas 1-7% Bronquiolite, pneumonia, tosse’ Allander et al., 2007a; Gaynor et al., 2007
WUPyV
ﬁdaptado de Sloots et al., 2008. “até o0 momento n&o existe comprovacdo de que HBoV, KIPyV e WUPYV sdo agentes etioldgicos de doenca respiratéria em
umanos.




O exemplo mais recente de transmissao direta do FluV de aves para
humanos ocorreu durante uma epidemia do influenza aviario H7N7 na Holanda
em 2003 e causou uma morbidade consideravel em humanos com pelo menos
um caso fatal. A infeccdo por esse virus foi confirmada em 83 pessoas que
trabalhavam em aviérios, e em trés casos a infeccado foi subsequentemente
transmitida entre humanos. Embora a maioria das pessoas infectadas tenha
apresentado apenas conjuntivite ou sintomas brandos de doenca flu-like, uma

pessoa morreu de pneumonia [CDC, 2003a].

O metapneumovirus humano (HMPV) é um excelente exemplo de
patégeno importante que teve sua deteccado possibilitada pela melhora dos testes
diagnésticos. Esse virus foi descrito inicialmente por van der Hoogen e
colaboradores, na Holanda em 2001, em aspirado de nasofaringe de 28 criancas,
sofrendo de ARTI, coletados ao longo de 20 anos [van den Hoogen et al., 2001].
Apesar do quadro clinico tipico de infec¢do viral, muito semelhante a doenca
causada por RSV, nenhum patégeno havia sido isolado desses espécimes. Os
pesquisadores inocularam esse material em cinco diferentes linhagens celulares:
Vero (rim de macaco verde), tMK (células terciarias de rim de macaco), A549
(carcinoma de pulm&o humano), MDBK (rim de bovino) e CEF (fibroblasto de
embrido de galinha). A replicacdo viral foi muito lenta nas células tMK, muito
pobre em Vero e A549, e ausente em MDBK e CEF. Somente na célula tMK,
observou-se uma replicacdo lenta e dependente de tripsina. O efeito
citopatogénico (CPE) obtido foi semelhante ao observado em células infectadas
com RSV, com formacédo de sincicios e destruicdo celular. A observagdo do

isolado através de microscopia eletrdnica revelou particulas pleomorficas e



semelhantes a paramixovirus. Apos a inoculacdo do isolado viral em aves (perus
e galinhas) e macacos cynomologus, os pesquisadores obtiveram replicacao viral
e sintomas clinicos somente em macacos. Desta forma eliminaram a
possibilidade de que poderia se tratar do pneumovirus aviario [van den Hoogen
et al.,, 2001]. Posteriormente, o HMPV foi descrito associado a doencas
respiratorias em diversas partes do mundo [para revisao ver: Kuiken et al., 2003;
Alto, 2004; Crowe Jr., 2004; Jennings et al., 2004; Mejias, Chavez-Bueno &

Ramilo, 2004; Deffrasnes, Hamelin & Boivin, 2007].

Talvez a SARS seja a doenca emergente que mais tenha atraido a
atencdo dos pesquisadores nos ultimos anos. Foi inicialmente reportada no
outono de 2002 no sudeste da China como uma pneumonia contagiosa, grave e
atipica acometendo humanos. A sindrome tornou-se um problema de saude
global em dois meses e em consequéncia a OMS emitiu um alerta global pela
primeira vez em mais de duas décadas [WHO, 2003a]. A maioria dos casos
ocorreu na China, Hong Kong, Taiwan, Canada, Cingapura, Vietnd, Estados
Unidos e Filipinas. Ao final da epidemia, em julho de 2003, 8098 casos de SARS
foram registrados, dos quais 774 foram fatais [CDC, 2003b; WHO, 2003b]. A
identificacdo e a caracterizacdo do agente etiologico foram agilizadas devido a
cooperacdo entre uma rede internacional de laboratérios da OMS que utilizou
uma ampla variedade de técnicas de diagndstico laboratorial. Como resultado,
um novo coronavirus humano (SARS-CoV) foi identificado como o provavel

agente etioldgico da SARS [Ksiazek et al., 2003; Rota et al., 2003].



Devido & atencdo dada aos coronavirus em funcdo da SARS, a partir de
2003 as pesquisas sobre esses virus foram intensificadas e, como conseqiéncia,
dois outros coronavirus humanos foram descritos desde entdo. Em margco de
2004, van der Hoek e colaboradores, na Holanda, isolaram o HCoV-NL63 a partir
de aspirado de nasofaringe de uma criangca de sete meses de idade
hospitalizada com bronquiolite, conjuntivite e febre [van der Hoek et al., 2004].
Um més depois, também na Holanda, Fouchier e colaboradores, caracterizaram
0 mesmo virus isolado de swab nasal coletado no ano de 1998 de uma crianca
de oito anos de idade com pneumonia [Fouchier et al., 2004]. Foram realizados
estudos retrospectivos com amostras coletadas entre novembro de 2000 e
agosto de 2003, os quais demonstraram a circulacdo do virus em humanos
[Fouchier et al., 2004; van der Hoek et al., 2004]. Logo em seguida, o HCoV-
NL63 também foi descrito na Franca e Japdo, causando doenca respiratéria,
cujos principais sintomas sao febre, rinite, bronquiolite, otite, faringite e
conjuntivite [Suzuki et al., 2005a; Vabret et al., 2005]. Em janeiro de 2005, Woo e
colaboradores, na China, descreveram o isolamento de um novo coronavirus,
HCoV-HKU1 a partir de aspirado de nasofaringe de dois pacientes com
pneumonia (um homem de 71 anos de idade e uma mulher de 35 anos de idade)

[Woo et al., 2005a].

Em 2005, foi descrito na Suécia o bocavirus humano (HBoV), detectado
em um pool de aspirados de nasofaringe de criangas com infeccdo do trato
respiratorio. Foi o primeiro virus identificado pela metodologia de triagem
molecular de virus, um procedimento baseado no tratamento das amostras

clinicas com DNAse, amplificacdo randébmica e clonagem, seguido de
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sequenciamento e analise bioinformatica [Allander et al., 2005]. No mesmo
estudo, foi realizada uma triagem de 540 aspirados de nasofaringe coletados
entre 2003 e 2004, para avaliar a frequéncia deste agente. Foi observada uma
positividade de 3,1% das amostras demonstrando a circulagdo do HBoV na

populacao infantil da Suécia [Allander et al., 2005].

Mais recentemente, foram publicadas evidéncias da existéncia de dois
novos poliomavirus infectando o trato respiratério de humanos. O KIPyV, isolado
de fezes e aspirados de nasofaringe na Suécia, durante um estudo randdémico
para detectar virus desconhecidos de amostras previamente coletadas no ano de
2004 [Allander et al., 2007a] e WUPYV, isolado de amostras respiratorias na
Australia em um paciente de trés anos de idade com o quadro de pneumonia
[Gaynor et al., 2007]. Por terem sido isolados de material respiratorio, estes

agentes estdo sendo associados a doenca do trato respiratorio.

2. Virus Influenza (FluV)

Os FluVs fazem parte da familia Orthomyxoviridae, sdo envelopados,
possuem capsideo de simetria helicoidal (Figura 1) e genoma constituido de
RNA de fita simples, polaridade negativa, apresentando de seis a oito
segmentos. Essa familia € composta por cinco géneros: A, B, C, Thogotovirus e
Isavirus (influenza A, B e Isa - oito segmentos de RNA; influenza C — sete
segmentos e Thogoto — seis segmentos). Os FluVs pertencentes ao género B e
C sao isolados quase exclusivamente de humanos, embora o FluV B ja tenha

sido encontrado em focas e o FluV C, em porcos e cachorros. Ja o FluV A,
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infecta uma grande variedade de animais, incluindo, passaros, porcos, cavalos,
humanos e outros mamiferos. Os virus Thogoto e Dhori (ambos pertencentes ao
género Thogotovirus) foram isolados de carrapatos na Africa, e sdo agentes
infecciosos eventualmente responsaveis por quadros de meningite e
meningoencefalite em seres humanos, enquanto o virus Isa esta relacionado a
quadros clinicos de anemia infecciosa em salmdes [Wrigth, Neumann &

Kawaoka, 2007; Couceiro & Albuquerque, 2008].

Os FluV A séo divididos em subtipos baseados em duas proteinas de
superficie: a hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA). Existem 16 subtipos
diferentes de hemaglutinina e nove subtipos de neuraminidade [Wrigth, Neumann

& Kawaoka, 2007; Couceiro & Albuquergue, 2008].

A primeira amostra de virus influenza foi isolada de suinos em 1930, mas
o isolamento do virus responsavel por esses quadros, em seres humanos,
ocorreu somente em 1933. Tais amostras foram classificadas no género A, tendo
sido detectado, em 1940, outro tipo de virus influenza, que foi classificado no
género B. Nove anos mais tarde, foi identificado outro virus influenza,
classificado, entdo, no género C. Em 1960 e 1961, respectivamente, foram
isolados os virus influenza Thogoto, Dhori e Isa [revisado por Wrigth, Neumann &

Kawaoka, 2007 e Couceiro & Albuquerque].

12



Figura 1. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do FluV A.

Fontes: Couceiro e Albuquerque, 2008 e
http://www.allamericanpatriots.com/files/images/influenza-virus.jpg, acesso em

05/03/20009.

2.1. Epidemiologia, Manifesta¢des Clinicas, Prevencéo e Tratamento

Os FluVs, conhecidos como virus da gripe, Sdo responsaveis por
infeccbes respiratérias agudas. A primeira pandemia conhecida ocorreu no
periodo entre 1889 e 1892, teve inicio na Russia e foi a mais grave de todas,
tendo levado a morte 40 a 50 milhdes de pessoas. A pandemia de 1918, ou gripe
espanhola, percorreu o0 mundo em trés ondas, assolando por mais de uma vez o
mesmo pais com o saldo final de 50 milhdes de mortos e foi causada pela
amostras de influenza A H1N1 [revisado por Taubenberger & Morens, 2008]. No
século XX, quatro outras pandemias ocorreram: a gripe Asiética (1957) causada
pela introducdo da variante H2N2, Hong Kong (1968) causada pela variante

H3N2, Russa (1977) causada pela reintroducdo da variante HIN1 e Aviaria
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(1997) causada pela introducado da variante H5N1, todas elas originadas em

episédios de infeccédo entre aves na Asia [para reviséo ver de Jong et al., 2000].

E estimado que nos Estados Unidos ocorram anualmente 25 - 50 milhdes
de casos de gripe, levando a 150.000 hospitalizac6es e 30.000 — 40.000 mortes
[revisado por Girard et al., 2005]. Se estes numeros forem extrapolados para o
resto do mundo, a média global do impacto das infec¢des inter-pandémicas pelo
FluV A pode ser na ordem de aproximadamente um bilhdo de casos incluindo
cerca de 3 — 5 milhdes de casos de doenca grave e 300.000 — 500.000 mortes

anuais [Girard et al., 2005].

Epidemias e surtos de influenza ocorrem em diferentes padrées sazonais
dependendo da regido. Em areas de clima temperado (hemisfério norte) a
“temporada de gripe” se inicia no final do outono e atinge o pico entre 0 meio e o
final do inverno. Em &areas tropicais, a sazonalidade é menos pronunciada,
ocorrendo o isolamento do virus ao longo do ano [Girard et al., 2005; Elliot &
Fleming, 2008]. Em paises industrializados, as epidemias anuais de influenza
atingem cerca de 5% a 15% da populacéo, e causam doenca febril que varia em
gravidade, de branda até debilitante, podendo levar em alguns casos a
hospitalizagbes e mesmo ao Obito. A morte ocorre principalmente como
consequéncia de uma pneumonia fulminante, causada pela infec¢cdo primaria
pelo FluvV ou em decorréncia de uma infecgdo bacteriana secundaria, facilitada
por uma patologia pulmonar ou cardiaca de base. O risco de desenvolver
complicacbes é agravado nos pacientes muito jovens e idosos [Girard et al.,

2005; Elliot & Fleming, 2008].
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Clinicamente a gripe surge apdés um periodo de incubacdo de 24 a 72
horas, podendo chegar a atingir quatro a cinco dias, dependendo da
infecciosidade e quantidade de inéculo viral e do estado imunolégico do
hospedeiro. Apds o desaparecimento da febre, que surge no segundo ou terceiro
dia apos a infec¢do, o acometimento do trato respiratorio inferior se intensifica,
surgindo sintomas como tosse com catarro e fragueza que podem durar até duas
semanas. A obstrucdo nasal e a faringite sdo comuns, também podendo ocorrer
conjuntivite. ApGs seis a 24 horas do inicio dos sintomas, uma pneumonia grave
pode surgir abruptamente, com taquipnéia, taquicardia, cianose, febre alta e
hipotenséo, levando a hipdxia e morte dentro de um a quatro dias. Nestes casos,
pode existir uma infeccdo viral combinada especialmente com Streptococcus
epidermidis, Haemophilus influenzae ou Staphylococcus aureus. O paciente
pode apresentar uma pneumonia bacteriana ou sinusite secundarias, pela perda
da camada mucociliar do epitélio do trato respiratério [Couceiro & Albuquerque,

2008].

Diferentemente do que ocorre com os FluVs dos géneros A e B, o FluV do
género C leva, geralmente, a uma infeccdo mais branda, semelhante ao resfriado
comum, denominacdo dada as infec¢des virais do trato respiratorio superior ndo
relacionadas a infecgéo pelos FluVs. As complicacfes por infeccdo pelos FluVs
podem surgir na forma de bronquite, bronquiolite, laringotraqueobronquite (crupe
viral), pneumonia, sinusite, conjuntivite, enterite, exantema e miocardite, sendo
maior o risco de sua ocorréncia em pacientes imunocomprometidos e idosos,

especialmente aqueles com doenca cardio-pulmonar. Em gestantes, a maior
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incidéncia de complicagcbes pode surgir durante o segundo e terceiro trimestres
de gravidez, sem conduzir, contudo, a malformac¢des congénitas. Foi observada
uma associacao entre a infec¢ao por FluV e a exacerbacao de quadros de asma

[revisado por Couceiro & Albuquerque, 2008].

Vacinas contra os FluV A e B produzidas com virus inativado estédo
licenciadas para uso em humanos [Girard et al., 2005; Elliot & Fleming, 2008]. As
variantes virais incluidas na formulacdo das vacinas sdo determinadas
anualmente pela OMS e pelo Servico de Saude Publica dos Estados Unidos
[CDC, 2005; Wrigth, Neumann & Kawaoka, 2007]. O uso das vacinas licenciadas
produzidas com a particula viral completa ou antigenos particulados restringe-se
principalmente aos idosos com mais de 65 anos e criancas acima de seis meses
de idade, neste caso sendo recomendadas duas doses em criancas até oito anos
de idade, e uma dose Unica a partir dos nove anos de idade. A vacina também é
recomendada para pacientes de qualquer idade com doencgas cardiacas,
pulmonares e renais crbénicas e individuos imunocomprometidos [Couceiro &

Albuquerque, 2008].

Como drogas profilaticas, podem ser usadas o cloridrato de amantadina e
rimantadina que tém sua acdo baseada na inibicdo do processo de fuséo da
particula viral a célula alvo, e o oseltamivir e o zanamivir que séo inibidores da

neuraminidase viral [Wigg, 2008].
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3. Virus Sincicial Respiratério (RSV)

O RSV €& um membro da ordem Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, género Pneumovirus, espécie
Sincicial Respiratorio Humano [Collins & Crowe, 2007]. A particula viral
apresenta um diametro de cerca de 100 a 350 nm, possui envelope lipoprotéico
com espiculas virais ou glicoproteinas, projetadas para fora de sua estrutura,
envolvendo um capsideo de simetria helicoidal (Figura 2) contendo o genoma de
RNA de fita simples, linear, ndo-segmentado, de polaridade negativa, de

aproximadamente 15 Kb [Collins & Crowe, 2007].

O RSV possui diversidade antigénica pequena. Apesar de apenas um
sorotipo ter sido descrito até o momento, dois subgrupos antigénicos, A e B, ja
foram identificados [Collins & Crowe, 2007]. Amostras do subgrupo A séo
frequentemente associadas com doengca mais grave, contudo em alguns
estudos, amostras do subgrupo B foram consideradas como sendo mais
virulentas. A existéncia de heterogeneidade antigénica pode ser um fator
determinante da habilidade dos RSV causarem reinfec¢des [Collins & Crowe,

2007].

O RSV foi descrito pela primeira vez em 1956, quando um grupo de
chipanzés em uma col6nia nos arredores de Washington,DC (Estados Unidos),
apresentaram um quadro clinico semelhante ao resfriado comum. Blount e
colaboradores isolaram um agente citopatico de um desses animais, que tinha
doenca no trato respiratorio superior com coriza, e mal-estar [Blount, Morris &

Savage, 1956]. Posteriormente, a variante Long, comumente usada em estudos
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laboratoriais, foi isolada de lavado broncopulmonar de uma crianga com
broncopneumonia e a variante Schneider foi isolada de um paciente com crupe
[Chanock & Finberg, 1957; Chanock, Roizman & Myers, 1957]. Com base no
efeito citopatico do agente em cultura de células, com formacéo de sincicios, e a
similaridade entre os virus isolados de macaco e das amostras Long e Schneider
isolados de humanos, Chanock e colaboradores criaram o termo “Virus Sincicial
Respiratério” para classificar todos os isolados e descreveram a doenca em
criancas [Chanock & Finberg, 1957; Chanock, Roizman & Myers, 1957].
Posteriormente, Beem e colaboradores descreveram em detalhes a
epidemiologia da infecgdo por RSV durante surtos comunitérios [Beem, Egerer &

Anderson, 1964].

Figura 2. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do RSV.

Fontes:
http://template.bio.warwick.ac.uk/staff/easton/IMAGES/Diagrams/3dvirus.jpg e

http://pathmicro.med.sc.edu/virol/rsv06.jpg, acesso em 05/03/2009.
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3.1. Epidemiologia, Manifestac8es Clinicas, Prevencédo e Tratamento

O RSV é a causa mais frequente de infeccdo viral do trato respiratorio
inferior na infancia, infectando virtualmente todas as criancas até os trés anos de
idade [Girard et al., 2005; Leidy et al., 2005; Elliot & Fleing, 2008]. A incidéncia
de infec¢@o primaria por RSV é reduzida com o aumento da idade. A imunidade
induzida pela infeccdo priméaria tem efeito limitado na doenca associada a
primeira reinfeccdo. A gravidade da doenca geralmente € reduzida a partir da
terceira infeccdo. A frequéncia das reinfec¢des indica que a protecao induzida
apos a infeccdo pelo RSV é incompleta [Mufson, 2000; Williams, Piedra &
Englund, 2009]. Os fatores de risco associados ao estabelecimento da infeccéo
por RSV incluem baixas condicbes socioecondmicas, agrupamentos
superpopulosos, exposicao passiva a cigarro, presenca de criangas mais velhas
na residéncia, e permanéncia em creches [Leidy et al., 2005]. Bebés prematuros
com ou sem displasia broncopulmonar ou doenca pulmonar cronica, infantes
menores de seis meses de idade e infantes com doenca cardiaca congénita ou
imunocomprometidos sao grupos de risco para contrair a infecgao e desenvolver

complicacbes ou doenca fatal [Leidy et al., 2005].

As epidemias de RSV, em areas temperadas geralmente ocorrem no final
do outono, inverno ou primavera [Collins & Crowe, 2007]. Embora os dois
subgrupos possam circular simultaneamente na mesma area geografica,
geralmente existe uma predominancia do subgrupo A. Contudo, algumas vezes

as infec¢des pelo subgrupo B séo prevalentes e, em certas areas, pode ocorrer
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uma alternancia entre os subgrupos A e B [Mufson, 2000, Williams, Piedra &
Englund, 2999]. O ciclo de sazonalidade das infec¢bes por RSV € comum. Em
um ano o pico ocorre no inverno, no ano seguinte, no final do inverno e inicio da

primavera [Monto, 2004].

O RSV pode causar diversos quadros de doenca das vias aéreas, desde
resfriado comum até pneumonia. Os aspectos clinicos da infeccdo por RSV
variam de acordo com a idade. A infec¢do primaria, entre seis semanas e dois
anos de idade, € normalmente sintomatica e envolve o trato respiratério inferior.
Infeccbes assintoméaticas por RSV em criangcas sao raras. Reinfec¢cdes em
criancas mais velhas sdo, em geral, menos graves. As infeccbes do trato
respiratorio sdo frequientemente associadas com chiado, pneumonia e otite
meédia aguda. As infeccbes por RSV em neonatos diferem daquelas em criancas
mais velhas. Os neonatos exibem chiado com menor freqiéncia, e a apnéia pode
ser o0 Unico sintoma da infeccédo. A mortalidade em criancas imunocompetentes &
baixa, mas infec¢des fatais sdo comuns em pacientes imunocomprometidos e
pacientes com anormalidades cardiacas. A pneumonia € um dos sintomas mais
comuns em idosos. Os sintomas do trato respiratério inferior, em criangas, como
taquipnéia e chiado, normalmente aparecem de um a trés dias apos o
surgimento da rinorréia, representando o espalhamento do virus para o0s
brébnquios e bronquiolos. A recuperacdo clinica da bronquiolite por RSV pode
ocorrer na presenca de excrecdo do virus no trato respiratério superior. Infecgbes
do trato respiratério superior associadas ao RSV j& foram descritas em criangas
mais velhas e adultos, na reexposi¢cdo. Os sintomas mais comuns sao rinorréia,

congestdo nasal, faringite a tosse [Couceiro & Albuquerque, 2008].
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A imunoprofilaxia passiva, caracterizada pela infusdo parenteral de
anticorpos anti-RSV, tem sido utilizada em infantes de alto risco devido a
prematuridade, doenca pulmonar crénica ou doenca cardiaca congénita, além de
pacientes imunocomprometidos. Até o momento ndo existem vacinas contra a

infeccéo por RSV [Collins & Crowe, 2007].

O Unico antiviral licenciado para o tratamento de infecgcbes por RSV é a
ribavirina (1-B-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxiamida; Virazole), um analogo
de nucleosideo, aprovado em 1986. E administrado via aerossol utilizando-se
mascaras ou ventilagdo mecanica. Embora possua atividade in vitro contra RSV,
a ribavirina raramente é usada devido a falta de evidéncias convincentes de sua
eficacia em criancas imunocompetentes e dificuldade de administracao [Williams,

2005; Collins & Crowe, 2007].

4. Metapneumovirus Humano (HMPV)

O HMPV é um patdgeno classificado na ordem Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, género Metapneumovirus, espécie
Metapneumovirus Humano [Collins & Crowe, 2007]. A particula viral apresenta
um didmetro de cerca de 100 a 600 nm, possui envelope lipoprotéico com
espiculas virais ou glicoproteinas, projetadas para fora de sua estrutura,
envolvendo um capsideo de simetria helicoidal (Figura 3) contendo o genoma de
RNA de fita simples, linear, ndo-segmentado, de polaridade negativa, de

aproximadamente 13 Kb [Collins & Crowe, 2007].
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O HMPV foi descrito pela primeira vez em junho de 2001, quando
pesquisadores holandeses analisaram 28 aspirados de nasofaringe de criancas
com infeccdo no trato respiratorio, coletadas ao longo de 20 anos [van den
Hoogen et al., 2001]. Apesar do quadro clinico tipico de infeccéo viral, muito
semelhante a doenca causada por RSV, nenhum patdgeno havia sido isolado
desses espécimes. Analises filogenéticas acabaram por revelar um novo virus,
denominado metapneumovirus humano (HMPV), [van den Hoogen et al., 2001;
van den Hoogen et al., 2002]. E descrito apenas um sorotipo do HMPV sendo

este dividido em dois subgrupos genéticos A e B [Collins & Crowe, 2007].

4.1. Epidemiologia, Manifestacdes Clinicas, Prevencdo e Tratamento
Virtualmente todas as criancas possuem evidéncias sorologicas de
infeccdo por HMPV ap0s os cinco anos de idade [van den Hoogen et al., 2001];
contudo infec¢gbes em adultos sdo comuns. Entretanto, € provavel que a infec¢ao
induza protecao parcial contra a doenca grave, uma vez que os quadros mais
sérios de doenca do trato respiratério inferior ocorrem nos primeiros cinco anos

de vida [revisado por Deffrasnes, Hameilin & Boivin, 2007].
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Figura 3. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do HMPV.

Fontes: Couceiro & Albuquerque, 2008 e
http://www.ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/WIntkey/Images/vsd13_c.jpg, acesso em

05/03/20009.

O perfil epidemiolégico das infecgbes pelo HMPV é similar ao observado
para o RSV. As infec¢bes por HMPV tém sido reportadas em todas as faixas
etarias, ocorrendo doenca mais grave em criangcas menores de dois anos de
idade, individuos imunocomprometidos e idosos. A incidéncia do HMPV varia
entre 5% a 10% entre criangas hospitalizadas com infeccdo ARTI e de 12% a
20% em pacientes néo hospitalizados. As reinfec¢cdes sdo comuns ao longo da
vida, geralmente resultando em doenca branda [Deffrasnes, Hameilin & Boivin,

2007].
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Os surtos de HMPV ocorrem durante o final do inverno e inicio da
primavera em regides de clima temperado, com frequiéncia sobrepondo parcial
ou totalmente as epidemias de RSV [Collins & Crowe, 2007]. Contudo, a
incidéncia de HMPV pode variar de acordo com o ano e o local, sugerindo
periodos epidémicos [revisado por: Crowe Jr., 2004; van den Hoogen, Osterhaus

& Fouchier, 2004; Williams, 2005].

O periodo de incubacdo tem sido estimado em quatro a seis dias. Os
sintomas clinicos associados a infeccdo pelo HMPV em criangcas sé&o
virtualmente indistinguiveis daqueles causados pelo RSV. As manifestacdes
variam de resfriado comum e infec¢cdo branda do trato respiratério superior a
infeccbes mais graves do trato respiratorio inferior, tais como broquiolites e
pneumonias, podendo esta Ultima requerer, em alguns casos, hospitalizacéo e
ventilagdo mecanica. Sintomas como tosse, chiado, coriza, febre, diarréia, vomito
e dispnéia sao frequentemente vistos em infec¢des pediatricas por HMPV. A
presenca de otite média também ja foi descrita em associacado com este virus em
cerca de um ter¢co dos casos. Assim como outros virus respiratérios, o HMPV
pode induzir a exacerbacdo de asma em criangas. Em adultos jovens, o HMPV
tem sido associado com doenca flu-like e resfriado. O virus também foi
associado a doenca cardiaca congestiva e doenca pulmonar obstrutiva.
Pneumonias graves causadas por HMPV tém sido descritas em adultos
receptores de 6Orgdos soélidos e medula 6ssea [para revisdo ver. Boivin et al.,
2002; Freymuth et al., 2003; Alto, 2004; Esper et al., 2004; Hamelin, Abed &

Boivin, 2004; van den Hoogen, Osterhaus & Fouchier, 2004; Suzuki et al., 2005b;

Williams, 2005; Deffrenes, Hamelin & Boivin, 2008].
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Embora o virus tenha sido identificado recentemente, vacinas com virus
atenuados ja estdo sendo desenvolvidas. A maioria das vacinas em
desenvolvimento € baseada no sistema de genética reversa, o qual permite a
manipulacdo do genoma viral. Vacinas produzidas com virus mutantes contendo
delecdes dos genes SH, M2-2, ou G foram testadas com sucesso em hamsters e
macacos verdes africanos, tendo sido demonstradas alta imunogenicidade e
protecdo contra o virus selvagem [Biacchesi et al., 2004 e 2005; Buchholz et al.,
2005]. Outra estratégia testada foi a construcdo de um recombinante de HPIV
contendo a proteina F do HMPV [Tang et al.,, 2005] e uma quimera de PIV-3
bovino/humano também expressando a proteina F do HMPV [Tang et al., 2003];
ambos induziram a producdo de anticorpos neutralizantes contra HMPV que
protegeram hamsters e macacos verdes africanos contra cepas selvagens de
HMPV e HPIV-3. Uma quimera de HMPV contendo o gene P do
metapneumovirus aviario induziu a producdo de anticorpos neutralizantes e
conferiu protecdo contra a infecgcdo por HMPV em macacos verdes africanos
[Pham et al., 2005]. Outra estratégia consiste na utilizacdo de peptidios das
proteinas N ou SH do HMPV como vacinas [Herd et al., 2006].Todas estas
candidatas a vacina mostraram-se promissoras, contudo ainda sdo necessarios

testes clinicos para avaliacdo da eficacia e seguranca.

Um estudo demonstrou que a ribavirina e imunoglobulina humana

possuem atividade in vitro contra HMPV equivalente a sua atividade contra RSV,

contudo sua eficacia in vivo ainda precisa ser demonstrada [Wyde et al., 2003].
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5. Virus Parainfluenza Humano (HPIV)

Os virus parainfluenza que infectam humanos (HPIVs) estéo classificados
na  ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia
Paramyxovirinae, géneros Respirovirus (tipos 1 e 3) e Rubulavirus (tipos 2, 4a e
4b), espécie Virus Parainfluenza Humano [Karron & Collins, 2007]. A particula
viral apresenta um didmetro de cerca de 150 a 200 nm, possui envelope
lipoprotéico com espiculas virais ou glicoproteinas, projetadas para fora de sua
estrutura, envolvendo um capsideo de simetria helicoidal (Figura 4) contendo o
genoma de RNA de fita simples, linear de polaridade negativa, ndo-segmentado

de aproximadamente 15 a 19 Kb [Karron & Collins, 2007].

Os primeiros isolados de HIPV foram descritos entre 1956 e 1960. Os
HPIV-1, 2 e 3 foram isolados de criangcas com doenc¢a do trato respiratorio
inferior e o HPIV-4 foi isolado de criangas e adultos jovens com doenca branda
do trato respiratério superior. Pouco tempo ap6s sua descoberta, estes virus
foram considerados os principais agentes causadores de crupe (HPIV-1, 2 e 3),
pneumonia e bronquiolite (HPIV-3). Os HIPVs 1, 2 e 3 sdo a segunda principal
causa de doenca grave do trato respiratério em criangas, enquanto que a
doenca causada por HPIV-4 ocorre com menor freqiéncia e é menos grave
[revisado por Karron & Collins, 2007]. Até hoje, cinco subtipos antigénicos

foram isolados do homem (tipos 1, 2, 3, 4a e 4b).
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Figura 4. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do HPIV.

Fontes: Couceiro e Albuquerque, 2008 e

http://gsbs.utmb.edu/microbook/images/fig59_1.JPG, acesso em 05/03/2009.

5.1. Epidemiologia, Manifesta¢des Clinicas, Prevencéo e Tratamento

Os virus parainfluenza tipos 1, 2 e 3 ocorrem no mundo todo e entre
pessoas de todas as idades. Os tipos 4a e 4b sdo menos prevalentes. Os
HPIVs sdo muito frequientes durante a infancia. A infec¢ao priméaria com o virus
parainfluenza gera alguma imunidade, mas reinfec¢des sao comuns durante
toda a vida. Dados sorolégicos demonstram que de 90% a 100% das criancas
de cinco anos ou mais tém anticorpos para HPIV-3 e cerca de 75% para HPIV-
1 e HPIV-2. Os HPIV-1 e 2 causam surtos bienais que ocorrem no outono. O
pico de infeccdo pelo HPIV-3 ocorre no final do inverno ou inicio da primavera,
mas o virus pode ser isolado durante o ano todo. O HPIV-4 parece ser mais

frequiente durante o outono e o inverno [Williams, Piedra & Englund, 2009].
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As infecgbes por HPIV normalmente se manifestam por doenca do trato
respiratorio superior, como tosse e dor de garganta. Também podem causar
doenca no trato respiratorio inferior (pneumonia e bronquite), principalmente
entre idosos e pacientes imunocomprometidos. Cada um dos tipos é mais
associado a determinado quadro clinico. Assim, os tipos 1 e 2 estédo
associados ao crupe, acometendo criangas nos primeiros cinco anos de vida. O
tipo 1 é a principal causa de crupe em criangas, enquanto o tipo 2 é menos
detectado. Tanto o tipo 1 quanto o tipo 2 podem causar outros tipos de infecgéo
respiratéria no trato superior e também no inferior. O tipo 3 estd mais
frequentemente associado a bronquiolite e pneumonia. Enquanto os tipos 4a e
4b estdo relacionados com infec¢cbes brandas do trato respiratorio superior

[CDC, 2006].

Vacinas contra os virus parainfluenza ainda estdo sendo desenvolvidas.
Os anticorpos maternos tém um papel de protecdo contra os tipos 1 e 2 nos
primeiros meses de vida. Ribavirina intravenosa pode ser administrada nos

casos de infecgdes graves por HPIV [Mufson, 2000; Karron & Collins, 2007].

6. Rinovirus Humano (HRV)

Os HRVs estdo agrupados taxonomicamente dentro de duas espécies
Rinovirus Humano A (HRV A) e Rinovirus Humano B (HRV B), da familia
Picornaviridae, género Enterovirus, ordem Picornavirales [ICTV, 2008; Le Gall et

al., 2008]. Recentemente, foi sugerida a criacdo de uma nova espécie de HRV
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denominada, Rinovirus Humano C (HRV C) [Lau et al., 2007a; McErlean et al.,
2008]. Sao descritos pelo menos 100 sorotipos distintos de HRV [Turner &
Couche, 2007; Turner & Lee, 2009]. A particula viral apresenta um diametro de
20 a 30 nm (Figura 5), capsideo de simetria icosaédrica, € ndo possui envelope.
O genoma é constituido de RNA de fita simples, ndo-segmentado, polaridade
positiva, de aproximadamente 7,4 Kb [Turner & Couch, 2007; Couceiro &
Albuquerque, 2008]. Analises filogenéticas indicam a existéncia de 75 sorotipos

da espécie A e 25 da espécie B [Briese et al 2008; Mackay et al., 2008].

Os HRVs foram isolados pela primeira vez em 1956 de pessoas com
infeccdo no trato respiratorio superior. S&o conhecidos como “virus do resfriado
comum” porque eles sdo responsaveis por cerca de 50% das infec¢des no trato
respiratério superior [Turner & Couch, 2007]. A denominacao rinovirus deriva do

fato destes virus replicarem eficientemente nas vias aéreas [Turner & Lee, 2009].

Figura 5. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do HRV.
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Fontes: Couceiro & Albuguerque, 2008 e
http://www.worsleyschool.net/science/files/virus/enterovirus.jpg, acesso em

05/03/20009.

6.1. Epidemiologia, Manifestacfes Clinicas, Prevencédo e Tratamento

Os HRVs sao a causa mais comum de infeccao respiratéria aguda no trato
respiratorio superior [revisado por Mackay, 2008; Turner & Lee, 2009]. A infeccao
e a doenca associadas aos HRV apresentam alta prevaléncia entre infantes e
criangas jovens, mas esta prevaléncia decai com o aumento da idade [Turner &
Lee, 2009]. A doenca é mais freqliente, grave e apresenta duracdo maior em
criancas, imunocomprometidos e idosos. A presenca de infantes e criancas

jovens no domicilio aumenta a chance de infec¢cao dos adultos [Mackay, 2008].

O resfriado é o principal resultado atribuido a infec¢cdo por HRV. Mais de
80% dos quadros de resfriados comuns sdo associados aos picornavirus dos
guais a maioria corresponde aos HRV. Os sintomas, que se desenvolvem em
poucos dias, incluem espirros, rinorréia, congestdo/obstrucdo nasal, dor ou
irritacdo da garganta, dor de cabeca, tosse e sensacao de febre ou calafrios e
mal estar. Rouquidao, reducao do paladar e olfato, dores no corpo, sensacgéo de
queimor nos olhos e sensacdo de pressdo nos ouvidos ou sinus devido a
obstrucdo e/ou inchaco da mucosa também pode ocorrer. Anorexia, diarréia e
neutrofiia tém sido descritas entre voluntarios adultos infectados

experimentalmente [revisado por Mackay, 2008].
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Estudos demonstram que o HRV € associado a mais da metade dos
casos de otite média aguda em criancas. O HRV também é replicado no trato
respiratorio inferior e causa pneumonia em pacientes transplantados [Deffernez

et al., 2004, Kaiser et al., 2006; Mackay, 2008].

Muitos estudos epidemiolégicos tém demonstrado a ligacdo entre HRV
com a exacerbacédo da asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica [Johnston et
al., 1995; Rakes et al., 1999; Tan et al., 2003; Rohde et al., 2003; Wedzicha,
2004; Khetsuriani et al., 2007; 2008; Turner, 2007]. O HRV é o principal virus
envolvido na exacerbacdo da asma em criancas jovens e adultos e esta
associado com 60% a 70% dos quadros de exacerbacdo de asma em criancas
na idade escolar [Johnston et al., 1995; Rakes et al., 1999]. O HRV é
particularmente importante na precipitacdo de episédios de asma em criancas
acima de dois anos de idade, nas quais a infeccao é frequientemente associada

com alergénos IgE-especificos [Duff et al., 1993].

O grande numero de sorotipos epidemiologicamente importantes
representa um problema significativo para o desenvolvimento de vacinas.
Vacinas monovalentes e multivalentes preparadas com virus inativados ja foram
testadas. Algumas destas vacinas induziram titulos de anticorpos comparaveis
agueles observados apos a infeccdo natural, e a utilizacdo destas vacinas
resultou na reducdo da excrecdo de virus e da gravidade da doenca, embora

nem a infecgcdo nem a doenca tenham sido prevenidas [Turner & Couch, 2007].
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J& foram testados diversos antivirais para prevencdo ou tratamento de
infeccdes por rinovirus. Apesar de todo o esfor¢o, ainda ndo existe até o
momento nenhum antiviral liberado para o tratamento dessas infec¢des [Turner &

Couch, 2007; Couceiro & Albuquerque, 2008; Turner & Lee, 2009].

7. Coronavirus Humano (HCoV)

Os HCoV associados a infecgBes respiratérias em humanos séo
classificados na ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, género Coronavirus,
espécie Coronavirus Humano. Os virions sdo particulas esféricas, com diametro
de 100 a 160 nm (Figura 6). O genoma viral é constituido de RNA de fita simples,
nao-segmentado, de polaridade positiva, de 27 a 32 Kb de tamanho [Lali,
Perlman & Anderson, 2007, Couceiro & Albuquerque, 2008] (Figura 6). Os
coronavirus séo classificados em trés sorogrupos distintos (1, 2 e 3) com base na
sua relagcdo antigénica e na homologia genética. O grupo 1 contém o HCoV-
229E e 0 HCoV-NL63; o grupo 2 contém o HCoV-OC43 e HCoV-HKU1 e SARS-
CoV; e o grupo 3 contém isolados de aves [Lai, Perlman & Anderson, 2007;

Couceiro & Albuquerque, 2008; Mcintosh & Peiris, 2009].

O primeiro coronavirus humano (B814) foi descrito em 1965 por Tyrrell e
Bynoe que isolaram o virus de lavado nasal de uma crianca com quadro de
resfriado [Tyrrell & Bynoe, 1965], tendo sido este isolado denominado
coronavirus 229E, considerado a amostra protétipo dos HCoV. Na mesma época

Hamre e Procknow isolaram cinco amostras virais semelhantes ao 229E de
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material clinico de estudantes de medicina que apresentavam resfriado [Hamre &
Procknow, 1966]. Posteriormente uma nova amostra prototipo foi isolada a partir

de lavado de nasofaringe (HCoV-OC43) [MclIntosh et al., 1967].

O interesse pelos coronavirus humanos ressurgiu com o surgimento da
SARS em 2002. Em conseqiéncia, as pesquisas sobre esses virus foram
intensificadas, e dois outros coronavirus humanos foram descritos. Em 2004
pesquisadores holandeses, isolaram o HCoV-NL63 [van der Hoek et al., 2004;
Fouchier et al., 2004] e em 2005 pesquisadores chineses isolaram o HCoV-

HKUL1 [Woo et al., 2005a].

Figura 6. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do HCoV.

Fontes: Couceiro & Albuquerque, 2008 e
http://www.microbiologybytes.com/virology/3035pics/Corona.jpg, acesso em

05/03/20009.
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7.1. Epidemiologia, Manifestacfes Clinicas, Prevencédo e Tratamento

Cinco variantes de HCoV sao conhecidas por infectar o trato respiratorio:
HCoV-OC43, HCoV-229E, SARS-CoV, HCoV-NL63 e HCoV-HKUl. As
caracteristicas clinicas e epidemiologicas das infec¢cdes por coronavirus em
humanos seguem dois padrbes distintos: um para coronavirus 229E, NL63,
0C43, HKU1, e um para SARS-CoV. Entre os coronavirus humanos, o HCoV-
229E e HCoV-0OC43 séao relativamente bem estudados. Os sintomas clinicos da
infeccdo por esses virus incluem febre, dor de cabeca, mal-estar, calafrios,
rinorréia, inflamacdo de garganta e tosse. A infeccdo natural tanto em adultos
como em criancas € geralmente associada com um resfriado comum,
semelhante aos rinovirus. A infec¢do natural é provavelmente adquirida de forma
similar a muitos outros virus respiratorios (por exemplo, infeccdo da mucosa do
trato respiratorio superior através de secrecdes de pessoas infectadas, ou por

contato com fémites) [Couceiro & Albuquerque, 2008].

O HCoV-229E tem se destacado como um potencial agente de infeccdo
respiratOria viral com gravidade para criancas e neonatos [Gagneur et al., 2008].
O HCoV-NL63 esta associado a quadros de infeccdo do trato respiratorio
superior causando febre, rinite, faringite, além de outros sintomas e, inferior
podendo causar bronquite, bronquiolite e pneumonia [Pyrc, Berkhout & van der
Hoek, 2007]. Logo apds sua descoberta, o HCoV-NL63 foi isolado em diversas
partes do mundo, entre elas: EUA [Esper et al.,2005a; van der Hoek & Berkhout,
2006], Australia [Arden et al., 2005] Japao [Ebihara et al., 2005; Suzuki et al.,

2005a], Bélgica [Moés et al., 2005], Franca [Vabret et al., 2005], Suica [Kaiser et
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al., 2005] e Italia [Minosse et al., 2008]. Esse virus foi associado a crupe [Choi et
al., 2006; van der Hoek et al., 2006; Han et al., 2007a] e a doenca de Kawasaki
[Esper et al., 2005b]. O HCoV-HKU1l esta associado a infeccdo do trato
respiratério inferior. Os sintomas mais comuns da infeccao pelo HCoV-HKU1 séo
rinorréia, febre, tosse, chiado e complicagcbes como bronquiolite e pneumonia
[Sloots et al., 2008]. Esta variante tem sido descrita em diversos paises incluindo
Estados Unidos [Esper et al., 2006], Franca [Vabret et al., 2005 e 2006], China
[Lau et al., 2006], Italia [Canducci et al., 2008], Tailandia [Dare et al., 2007],

Australia [Sloots et al., 2006] e Alemanha [Kupfer et al., 2007].

Através de andlises filogenéticas, o HCoV-NL63 é classificado em dois
genadtipos. Por sua vez, o seguenciamento dos isolados de HCoV-HKUL tem
revelado a presenca de dois genotipos, A e B, e a possibilidade de um terceiro, o
tipo C, resultado da recombinacdo dos dois primeiros [revisador por Sloots et al.,

2008].

Nenhuma vacina esta disponivel para impedir infec¢cdo por HCoV, talvez
porque a infec¢cdo natural ndo impeca nem a reinfeccdo nem a doenca. Além
disso, a variabilidade genética e antigénica em coronavirus e sua habilidade para
recombinar s&o dois desafios para vacinagao eficaz [Lai, Perlman & Anderson,

2007; Couceiro & Albuquerque, 2008].

Nado ha nenhuma droga antiviral para tratamento das infeccbes por
coronavirus humano [Lai, Perlman & Anderson, 2007; Couceiro & Albuquerque,

2008].
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8. Adenovirus Humano (HAdV)

Os adenovirus que infectam humanos (HAdV) sédo classificados na familia
Adenoviridae, género Mastadenovirus que contém 51 sorotipos, divididos em
seis espécies designadas de A a F de acordo com suas propriedade fisico-
guimicas, imunoldgicas e bioquimicas. As particulas virais sdo icosaédricas e 0
material genético é constituido de DNA de fita dupla, linear e ndo segmentado

(Figura 8) [Santos & Soares, 2008].

Os adenovirus foram primeiro isolados e caracterizados como agentes
virais, por dois grupos que estudavam a etiologia das infec¢Bes respiratorias
agudas. Em 1953, Rowe e colaboradores observaram a degeneracgdo de células
humanas derivadas de adendides, resultante da replicacdo de um virus nao
identificado presente naquele tecido [Rowe et al., 1953]. Em 1954, Hilleman e
Werner ao estudar uma epidemia de doencas respiratorias em recrutas, isolaram
um patdgeno das secrecdes respiratorias que induzia efeito citopatico em
culturas de células humanas [Hilleman & Werner, 1954]. Em 1956, este agente
foi denominado adenovirus, devido ao tecido no qual foram descobertos [Enders

et al., 1956].
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Figura 7. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do AdV.

Fontes: Couceiro & Albuguerque, 2008 e
http://dsfoster.googlepages.com/em_adeno.gif/fem_adeno-large.gif, acesso

05/03/20009.

8.1. Epidemiologia, Manifestacfes Clinicas, Prevencédo e Tratamento

As infeccdes por HAdV ocorrem no mundo todo de forma endémica,
epidémica ou de infeccOes esporadicas [revisado por Ruuskanen et al., 2009].
Os HAdV séo causa muito comum de infec¢do respiratdria aguda. Entretanto,
dependendo do sorotipo eles podem causar diversos quadros clinicos tais como
gastroenterite, conjuntivite, cistite, e doenca exantematica. Dentre 0s sorotipos
de HAdV associados com infec¢do respiratoria, os tipos 1, 2, 5 e 6 sao
geralmente endémicos, enquanto que os tipos 4, 7, 14 e 21 causam epidemias.
Os surtos, em geral, ocorrem em comunidades fechadas tais como, internatos,

creches e instalacdes militares. Contudo, grandes epidemias comunitérias
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também ocorrem [Wold & Horwitz, 2007; Ruuskanen et al., 2009]. As infec¢des
por HAdV s&o mais comuns na faixa etéria de seis meses a cinco anos mas
continuam acontecendo ao longo da vida. Grupos de risco para infecgbes graves
compreendem individuos imunossuprimidos e neonatos [Ruuskanen et al., 2009].
A transmissdo se da através de contato direto com secrecdes infecciosas ou
aerossois. O padrdo de sazonalidade varia com o sorotipo viral, 0 grupo
populacional, e o tipo de exposi¢cdo. Os surtos de infecgcdo respiratéria sdo mais

frequentes no inverno e na primavera [Ruuskanen et al., 2009].

Os sintomas variam de um resfriado comum a pneumonia, crupe e
bronquiolite. Com maior frequéncia, a infeccdo respiratoria causada pelos HAdVs
se manifesta na forma de uma doenca febril do trato respiratdrio superior, que se
caracteriza por um quadro de resfriado com congestdo nasal, coriza, dor de
garganta, tosse e rouquiddo, apresentando febre variavel e, menos
freqientemente, mal-estar, mialgia e cefaléia. O periodo de incubacgéo varia de

cinco a 10 dias [Couceiro & Albuquerque, 2008].

A vacina produzida com virus atenuado preparada com 0s sorotipos 4 e 7
de adenovirus é eficaz na prevencdo das doencas provocadas por esses
sorotipos, mas seu uso € restrito a militares, nos Estados Unidos. Antivirais como
cidofovir, ribavirina e ganciclovir tém sido utilizados experimentalmente no
tratamento de infecgbes por adenovirus, contudo nenhum deles apresentou
resultados que conduzissem a liberacdo para uso em humanos [Couceiro &

Albuquerque, 2008].

38



9. Bocavirus Humano (HBoV)

O HBoV foi provisoriamente classificado como um membro da familia
Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género Bocavirus, espécie Bocavirus
Humano [Allander et al., 2005]. Esta classificagdo ainda aguarda confirmacéo
pelo Grupo de Estudos da Familia Parvoviridae do Subcomité para virus de
Vertebrados do Comité Internacional para Taxonomia de Virus [ICTV,
International Commitee on the Taxonomy of Virus]. A particula viral mede em
torno de 18 a 26 nm e possui capsideo de simetria icosaédrica (Figura 8). O
genoma € constituido de DNA de fita simples de aproximadamente 5 Kb, que
codifica para, pelo menos, duas proteinas estruturais (VP1 e VP2) e uma nao
estrutural (NS1). O genoma do HBoV codifica, ainda, uma proteina denominada

NP, cuja funcdo ainda € desconhecida [Allander et al., 2005].

O HBoV foi descrito pela primeira vez em 2005 por Allander e
colaboradores em associagdo com quadro de infeccéo respiratéria [Allander et
al., 2005]. O nome bocavirus € derivado da combinacao “bo” (de bovino) e “ca”
(de canino), ambos membros do género bocavirus juntamente com o bocavirus
humano. O bocavirus de bovinos (parvovirus de bovinos) causa diarréia
primariamente. J& o bocavirus de caninos € implicado como causa de doenca

respiratoria neonatal e embriopatia [Mclntosh, 2006].
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Figura 8. Estrutura da particula e micrografia eletrénica dos Parvovirus.

Fontes: http://www.ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/WIntkey/Images/em_parvo_2.jpg, e
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/thumb/9/9d/Canine_parvovirus_Samp_k

87970.jpg/180px-Canine_parvovirus_Samp_k87970.jpg, acesso em 05/03/2009.

9.1. Epidemiologia, Manifesta¢des Clinicas, Prevencéo e Tratamento

Pelo fato de ter sido detectado inicialmente em espécimes respiratorios, o
HBoV tem sido considerado como um agente etiolégico de doencga respiratoria.
De fato, o virus tem sido identificado em secrec¢des respiratorias, principalmente
de criancas, com doenc¢a do trato respiratorio superior e inferior, em diversos
paises, com indices de prevaléncia que variam de 1,5% a 19% [para reviséo ver
Allander, 2008]. Este virus também ja foi detectado no sangue de pacientes com
doenca respiratéria [Allander et al., 2007b; Fry et al.,, 2007]. Contudo, alguns

estudos tém reportado sintomas de diarréia em criangas apresentando infeccéo
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respiratoria pelo HBoV [Arnold et al., 2006; Kesebir et al., 2006] assim como a
deteccado do virus nas fezes de criancas com infeccao respiratoria [Neske et al.,
2007]. Além disso, estudos recentes demonstraram a presen¢ca de HBoV nas
fezes de criancas com diarréia aguda sugerindo que este virus poderia ser um
patdbgeno respiratorio e entérico, semelhante a outros membros do género
Bocavirus [Albuquerque et al., 2007; Lau et al., 2007b; Lee et al., 2007; Vicente

et al., 2007].

10. Poliomavirus Humanos (HPyV)

Até recentemente, os poliomavirus eram classificados como um género da
familia Papovaviridae juntamente com os papilomavirus. Em 2000, o ICTV,
separou esses dois géneros em duas familias distintas: Polyomaviridae e
Papillomaviridae [van Regenmortel et al., 2000]. Os poliomavirus que infectam
humanos (HPyV) sao classificados no género Poliomavirus da familia
Poliomaviridae [ICTV, 2009]. Os HPyV associados a infec¢ao do trato respiratorio
estdo temporariamente classificados em duas novas espécies (KI e WU ) do

género Polyomavirus [Allander et al., 2007a; Gaynor et al., 2007].

As particulas virais ndo possuem envelope, medem cerca de 40 a 45 nm
de diametro (Figura 9) e apresentam capsideo com simetria icosaédrica. O
genoma € constituido de DNA fita dupla circular de aproximadamente 5 Kb,
complexado com histonas celulares (H2A, H2B, H3 e H4) formando um
minicromossoma viral super-enovelado, o qual apresenta a mesma estrutura da

cromatina celular exceto pela auséncia de histona H1, que somente esta
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associada ao genoma viral, na célula infectada [Straus & Straus, 2002; Imperiale

& Major, 2007].

A demonstracdo de que os poliomavirus poderiam infectar humanos ocorreu
quando Silverman & Rubinstein, e Zu Rhein, independentemente, detectaram
estruturas semelhantes aos poliomavirus em material cerebral de pacientes com
uma doenca desmielinizante fatal, a leucoencefalopatia multifocal progressiva
(Progressive Multifocal Leukoencephalopathy - PML) [Silverman & Rubinstein,
1965; Zu Rhein, 1967]. Embora a presenca de estruturas semelhantes aos
poliomavirus no cérebro de pacientes com PML tenha sido repetidamente
confirmada por outros investigadores, nenhum agente foi isolado de material de
pacientes apresentando PML até 1971, quando Padgett e colaboradores
isolaram um poliomavirus de humanos, o JC virus (John Cunningham virus,
JCV), por inoculacdo de material cerebral de um paciente (John Cunningham)
portador de PML em cultura de células gliais fetais [Padgett et al., 1971]. No
mesmo ano Gardner e colaboradores isolaram um segundo poliomavirus de
humanos, BK virus (iniciais do paciente, BKV), da urina de um paciente
transplantado atendido no Mary’s Hospital em Londres, Inglaterra, com quadro
de infeccéo uretérica [Gardner et al., 1971]. Subsequentemente, foram descritos
diversos isolados de poliomavirus infectando outras espécies de mamiferos e

aves [revisado por Imperiale & Major, 2007 e zur Hausen 2008].

Recentemente, trés novos poliomavirus foram descritos causando infecctes
em humanos. No primeiro relato Allander e colaboradores detectaram, em

aspirados de nasofaringe, um DNA que apresentava uma baixa identidade com a

42



regido VP1 do poliomavirus simio SV-40. O genoma foi clonado e a sua
sequéncia demonstrou um elevado grau de similaridade com as proteinas nao
estruturais dos outros poliomavirus de primatas, contudo o grau de similaridade
das proteinas estruturais era muito baixo. Posteriormente este DNA foi detectado
em seis (1%) de 637 aspirados de nasofaringe e em uma das 192 (0,5%) de
amostras fecais. Esse virus foi denominado Kl poliomavirus (KIPyV ou KIV) em
alusdo ao nome do instituto onde o virus foi descrito (Karolinska Institutet,

Estocolmo - Suécia) [Allander et al., 2007a].

Logo em seguida, Gaynor e colaboradores detectaram a presenca de um
DNA apresentando 35%, 50% e 34% de identidade com os poliomavirus JCV,
BKV e SV-40, respectivamente, e 58% - 84% de identidade com as proteinas
VP1 e VP2 do KIPyV. O virus foi detectado em 43 (2%) de 2.135 aspirados de
nasofaringe. Este novo poliomavirus foi denominado WU poliomavirus (WUPyV
ou WUV) em alusdo ao centro onde foi inicialmente descrito (Washington

University, Missouri, Estados Unidos) [Gaynor et al., 2007].

Em 2008, Feng e sua equipe de colaboradores do Centro de Cancer da
Universidade de Pittsburgh, nos Estados Unidos, estudando células de
carcinoma de Merkel (MCC), um tipo raro e agressivo de cancer de pele,
descreveram um novo poliomavirus de humanos o qual foi denominado de MC
poliomavirus (Merkel cell, MCPyV ou MCV). O MCV foi detectado em oito de 10
MCCs (80%) e cinco de 59 (8%) amostras de tecidos controles de diversas
partes do corpo e quatro de 25 (16%) amostras de tecidos controles de pele

[Feng et al., 2008].
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Figura 9. Estrutura da particula e micrografia eletrénica dos Poliomavirus.

Fontes: http://www.faperj.br/img/repositorio/virusimp_ped.jpg e

http://www.scielosp.org/img/revistas/resp/v79n2/42.jpg, acesso em 05/03/2009.

10.1. Epidemiologia

Das cinco espécies de HPyV descritas até o momento, apenas duas
(KIPyV e WUPyYV) estdo associadas a quadros de infec¢do respiratéria. Desde
que foram descritos, KIPyV e WUPYV tém sido detectados em varias partes do
mundo, sugerindo sua presencga global. Estudos demonstram que estes estao
presentes na Australia, Coréia, Canad4, EUA, Alemanha, Tailandia e Jap&o [Han
et al., 2007b; Abed, Wang & Boivin, 2007; Le et al., 2007; Bialasiewicz et al.,

2008; Neske et al., 2008; Payungporn et al., 2008; Ren et al., 2008]
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A co-infecgcdo com outros patdgenos foi observada em 74% dos casos
para KIPyV e de 68% a 79% para WUPyV. Do mesmo modo, foi observada uma
taxa de 10% de co-infecgdo de KIPyV com WUPYV e auséncia de outros virus
respiratorios [revisado por Sloots et al., 2008]. Portanto, o papel desses virus

como potenciais patdégenos do trato respiratorio ainda precisa ser investigado.

11. Diagnoéstico Laboratorial das Infec¢c6es Respiratérias Virais

O diagnostico clinico das infec¢des respiratérias virais é complicado devido a
sobreposicdo dos sintomas clinicos nas infec¢cdes causadas por diferentes
patdgenos. Desta forma, faz-se necesséria a utilizacdo de técnicas de
diagnostico laboratorial para a elucidagéo da etiologia das infecgbes respiratérias
virais. No momento, os testes mais utilizados para a detec¢cdo de virus
respiratérios sdo baseados na deteccdo de antigenos tais como
imunofluorescéncia e ensaio imunoenzimatico. Estas técnicas sao rapidas e de
baixo custo, mas apresentam limitagbes, em termos capacidade de deteccéo e
sensibilidade. O isolamento viral é freqlientemente associado com testes de
deteccdo de antigeno com a finalidade de aumentar a eficiéncia do diagndstico.
Contudo, a escolha das linhagens celulares utilizadas é critica uma vez que,

células que sdo permissivas para um determinado tipo de virus, ndo sao

necessariamente permissivas para outros virus.

O avanco da biologia molecular permitiu o desenvolvimento de técnicas de
diagnéstico molecular, tais como PCR e RT-PCR, e PCR em tempo real, para o

diagnostico de virus respiratorios, aumentando assim a possibilidade de
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deteccdo desses patdgenos como, por exemplo, os protocolos descritos por
Stockton et al., 1998; Aguilar et al., 2000; Mackay et al., 2003; Myatt et al., 2003;
Freymuth et al., 2006; Lu et al., 2006; Sloots et al., 2006; Allander et al., 2007a;

Dare et al., 2007; Neske et al., 2009; e Raymond et al., 2009.

Essas técnicas, se aplicadas ao diagnostico, podem ser extremamente
valiosas para auxiliar o tratamento, melhorando assim o prognéstico dos
pacientes, particularmente aqueles de grupo de risco para doenca grave, além
de permitir avaliar o papel dessas infec¢gbes na populacéo. Infelizmente, poucos
laboratérios estédo aptos a realizar o diagndstico rotineiro de infec¢éo respiratoria
viral, com base em testes moleculares, seja devido ao elevado custo desses
ensaios [agravado pelo grande numero de patdgenos que poderiam estar
causando a doenca], seja devido a auséncia de pessoal qualificado para a

execucao destas técnicas.

A utilizacdo de metodologias multiplex [Echevarria et al., 1998; Stockton et
al., 1998; Bellau-Pujol et al., 2005; Freymuth et al., 2006], onde diversos
patdbgenos sao pesquisados simultaneamente, aliado a automatizacdo dos
testes, poderia ser uma opc¢éo para a reducdo dos custos, viabilizando assim a

aplicacéo rotineira do diagnostico molecular de virus respiratorios.
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Obijetivos

Objetivo Principal

Detectar a presenca e avaliar a importancia dos seguintes virus como agentes de
infeccbes respiratdrias em pacientes atendidos no Instituto de Pediatria e
Puericultura Martagdo Gesteira (IPPMG) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro e no Hospital das Clinicas de Teresépolis Constantino Ottaviano
(HCTCO) da Fundacdo Educacional Serra dos Orgéos: Virus Influenza, Virus
Parainfluenza 1-4, Virus Sincicial Respiratorio, Metapneumovirus Humano,
Rinovirus Humano, Coronavirus Humano (HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-
NL63 e HCoV-HKU1l), Adenovirus Humano, Bocavirus Humano e os

Poliomavirus Humanos KIPyV e WUPyV.

Objetivos Especificos

1.Avaliar o papel de cada um desses virus na infeccdo respiratoria aguda em

pacientes pediatricos nos hospitais envolvidos no estudo.

2.Avaliar se os patdgenos respiratorios virais recentemente descobertos estdo

circulando entre a populacao estudada.
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Material e Métodos

1.Populagédo e Amostra

Foram analisados 205 swabs nasais de individuos com quadro de
infeccdo respiratdria aguda, coletados durante o periodo de margco de 2006 a
outubro de 2007. Essas amostras foram coletadas de pacientes hospitalizados e
de pacientes atendidos no servico de emergéncia e no ambulatério do Instituto
de Pediatria e Puericultura Martagado Gesteira (IPPMG) da UFRJ, e no Hospital
das Clinicas de TeresoOpolis Constantino Ottaviano (HTCO) da Fundacao
Educacional Serra dos Orgéos. A amostra foi de conveniéncia; os pacientes que
atenderam aos critérios de inclusdo nos dias e horarios em que houve coleta de
dados foram convidados a participar do estudo. Todos os espécimes foram
colhidos utilizando-se swabs esterilizados que foram exauridos em tubos
contendo 2,5mL de meio de transporte de virus (MTV) acrescido de antibidticos e
fungicida. Os espécimes foram transportados imediatamente para o laboratério
em isopor com gelo ou mantidos em geladeira (4°C) até o momento do
transporte. No laboratério, as amostras permaneceram estocadas a —20°C até o

momento do exame.

2. Critérios de Incluséo e Excluséo

2.1. Critérios de incluséo
- individuos com quadros de infeccdo respiratéria aguda que tenham
procurado atendimento no IPPMG ou no HCTCO cujos pais tenham

consentido em participar da pesquisa.
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2.2. Critérios de exclusao
- individuos atendidos no IPPMG ou no HCTCO que ndo apresentavam
quadro de infeccdo respiratoria aguda, ou que 0s pais ndo consentiram em

participar da pesquisa.

3.Defini¢éo de Infec¢cdo Respiratoria Aguda

Presenca de rinorréia, tosse, dificuldade respiratéria ou dor de garganta,
associado ou ndo a febre, com tempo maximo de sete dias do surgimento dos

sintomas.

4. Procedimento de Coleta de Amostras

Todos os espécimes foram coletados pela equipe do Laboratério de
Viroses Respiratérias, Entéricas e Oculares (LAVIREO) do Departamento de
Virologia do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées, ou dos colaboradores
dos centros participantes do estudo de acordo com calendario e horarios
estabelecidos por estes. O responsavel pela colheita explicou para o paciente o
procedimento de colheita, os objetivos do estudo e solicitou a0 mesmo seu

consentimento através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

5. Criacao do Banco de Dados
- a fim de facilitar a andlise dos resultados foi criado um banco de dados
utilizando-se o software Microsoft Office Excell 2007 (Microsoft, Redmond, WA,

EUA) a partir de informacdes obtidas por meio de questionério padrao (anexo 1),
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durante a primeira visita médica dos pacientes, tais como status de

hospitalizagcéo, idade, sexo e sintomas clinicos.

6. Questdes Eticas

O presente protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Puericultura e Pediatria Martagado Gesteira, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro e pela Fundacdo Educacional Serra dos Orgéos e esta em
consonancia com a Resolucdo 196/96, do Conselho Nacional de Saude. Foi
solicitado aos pacientes elegiveis autorizagdo para participar do estudo,
utilizando-se para tal um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, nos
moldes da Resolugéo 196/96, do Conselho Nacional de Saude. Os possiveis
incomodos aos pacientes foram minimos uma vez que além do atendimento
usual somente foi realizada coleta de material para andlise. Tais incomodos, se
ocorreram, foram relacionados ao desconforto minimo ocasionado pela coleta de
secrecdes respiratérias. O beneficio direto aos pacientes foi a identificacdo do

provavel agente causal do quadro infeccioso.

7. Meio de Transporte de Virus (MTV)
Foi utilizada a solugcdo salina de Gey ABC acrescida de gentamicina

500ug/mL e fungizona 100ug /mL.

8. Virus Padrao

Para as andlises foram utilizadas amostras padrbes de todos os virus

pesquisados, gentilmente cedidas pelo Dr. Dean Erdman do Respiratory and
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Enteric Viruses Branch do Centers for Disease Control and Prevention dos

Estados Unidos.

9. Deteccéao de Virus com Genoma de RNA
9.1. Extracédo do RNA Viral

A extracdo do RNA viral foi realizada utilizando-se o kit RNAgents® Total
RNA Isolation System [Promega, Madison — WI, EUA], de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Em tubos tipo eppendorf de 1,5mL foram
adicionados 300uL da amostra clinica, 300uL da solu¢do desnaturante e 30uL de
solucdo de acetato de sédio 2M (pH 4,0). O material foi misturado invertendo-se os
tubos 3 a 5 vezes e mantido a temperatura ambiente por cinco minutos. Em
seqguida, foi adicionado 300uL da mistura fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, os
tubos foram fechados, invertidos 3 a 5 vezes e entdo agitados por 10 segundos em
vortex e mantidos 15 minutos em gelo. Em seguida, o material foi centrifugado a
10.000 x g/20min; a fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo
onde foi, entdo, acrescentado um volume equivalente de isopropanol e a amostras
foram incubadas a —20°C/5min para precipitacdo do RNA. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 10.000 x g/10min. O sedimento foi entdo lavado com 1mL de
etanol 75% gelado e centrifugado a 10.000 x g/10min. O sedimento foi seco por
evaporacao, novamente suspenso em 50uL de agua destilada estéril e estocado a

—20°C, até o momento do uso.

9.2. Deteccao de RNA viral através de RT-PCR
Para os virus de genoma de RNA, tais como FluV, RSV, HMPV, HPIV e

HRV, antes da amplificacdo por PCR, foi realizada, inicialmente uma etapa de
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transcricao reversa para producdo do DNA complementar [cDNA]. Para isso, 5y|
do RNA viral foi adicionado a um tubo de PCR, misturado a 1uL de dimetil
sulféxido [DMSO] e aquecido a 97°C por 5 min. Apds este periodo, foi adicionada
a suspenséo 5,1ul da seguinte mistura: 1uL de agua destilada; 0,5uL da mistura
de dideoxinucleotideos trifosfato [contendo solu¢des 1.25mM de dATP, dGTP,
dCTP, e dTTP cada]; 2uL de tampéo 5x concentrado [contendo Tris-HCI 1200mM,
pH 9.0, KCI 500mM, e 1% de Triton X-100]; 1,2uL da solugdo de MgCl, 25mM,;
0,2uL da solucdo de oligonucleotideos [20uM] especificos para cada virus
[Quadro 3] e, 0,2uL da enzima transcriptase reversa (ImProm Reverse
Transcriptase, Promega). A mistura foi entdo incubada a 25°C por 5 min
[hibridizac&o], seguida por incubacdo a 42°C por 45 min para a etapa de
transcricdo reversa. ApOs esse procedimento, as amostras foram submetidas a
ciclos diferenciados de PCR, de acordo com os diferentes virus pesquisados
[Quadro 4]. No caso do da reacado para FluV A foram utilizados dois conjuntos de
oligonucleotideos para deteccdo dos subtipos de hemaglutinina mais comuns
entre humanos (H1 e H3) e um conjunto de oligonucleotideos para FluV B. Para
o HPIV foram usados conjuntos de oligonucleotideos especificos para cada um
dos quatro sorotipos. As amplificacdes foram realizadas em termociclador Perkin
Elmer modelo Veriti 96 well (Applied Biosystem, Foster City - CA, Estados
Unidos), em tubos eppendorfs de 0,2mL, contendo 5uL de cDNA e 20uL da
Master Mix que consiste de: 15,1ul de agua destilada; 0,5uL da mistura de
dideoxinucleotideos trifosfato (ANTPs - 1.25mM de dATP, dGTP, dCTP, e dTTP
cada) (Invitrogen, Carlsbad - CA, Estados Unidos); 2,5uL de tampéao da enzima

(Taqg polimerase - GoTaq Flexi, Promega) 10x concentrado (Tris-HCI 100mM, pH
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9.0, KCI 500mM e 1% de Triton X-100); 1,5uL da solugédo de MgCl, 25mM; 0,2uL

da solucéo de oligonucleotideos e 0,2uL da enzima Taq polimerase.

Finalmente, aliquotas de 10uL do produto do PCR foram aplicadas em gel
de agarose 1,2% e foi procedida a eletroforese a 120V por 1 hora. O gel foi
corado com brometo de etidio e analisado por transiluminacdo com luz UV. No
caso do FluVv, RSV, HPIV e HRV, os produtos do PCR foram utilizados
posteriormente numa reagdo de Nested-PCR. Nesta etapa, S5uL dos produtos
amplificados na PCR foram acrescidos de 20uL da mistura de PCR descrita acima,
nao ocorrendo mudanca no ciclo utilizado [Quadro 4]. Novamente, aliquotas de
10uL do produto gerado foram aplicadas em gel de agarose 1.2% e procedida a
eletroforese a 120v por 1 hora. O gel foi corado com brometo de etidio, analisado
por transiluminacdo com luz UV e fotografado com méaquina Polaroid. Os
diferentes tamanhos de fragmentos gerados na PCR e Nested-PCR estao

especificados no Quadro 3.

10. Deteccéo de Virus com Genoma de DNA
10.1. Extrac&o de DNA viral

A extracdo do DNA viral foi realizada utilizando-se o kit Wizard ® Genomic
DNA Purification Kit (Promega) de acordo com as recomendac¢des do fabricante.
Aliguotas de 200 uL da amostra clinica foram transferidas para tubos eppendorfs
de 1,5mL contendo 300uL da solucédo de lise nuclear e 3uL da solucdo RNAse.
Os tubos foram, entdo, misturados por inversédo e incubados por 15-30 min em
banho-maria 37°C. ApGs a incubacado, os tubos foram deixados a temperatura

ambiente por 5 min para esfriarem. Foram, entdo, adicionados 200uL da solucéo
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de precipitacdo de proteinas, os tubos foram agitados em vortex e incubados em
gelo por 5 min. As amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 4 min e o
sobrenadante transferido para outro tubo contendo 600uL de isopropanol. Os
tubos foram misturados por inverséao e deixados a temperatura ambiente, por 30
min. Decorrido esse periodo os tubos foram centrifugados a 12000 x g por 1 min
e 0 sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 600uL de etanol 70% e os
tubos foram novamente centrifugados a 12000 x g por 1 min. Os sobrenadantes
foram novamente descartados e os tubos foram deixados abertos a temperatura
ambiente, até que o precipitado estivesse seco. O sedimento foi suspenso em
65uL da solucdo de reidratacdo de DNA, incubado a 65°C por 1h e os tubos

foram estocados a -20°C até o momento do uso.

10.2. Deteccao de DNA viral através de PCR

Para deteccdo dos virus de genoma de DNA foram aplicados ciclos
diferenciados de PCR, de acordo com os diferentes virus pesquisados [Quadro
4]. As amplificacdes foram realizadas em termociclador Perkin Elmer modelo
Veriti 96 well (Applied Biosystems), em tubos eppendorfs de 0,2mL, contendo
5uL de DNA e 20uL da Master Mix que consiste de: 15,1uL de agua destilada;
0,5uL da mistura de dideoxinucleotideos trifosfato (ANTPs - 1.25mM de dATP,
dGTP, dCTP, e dTTP cada — Invitrogen); 2,5uL de tampédo da enzima (Taq
polimerase — Go Taq Flexi, Promega) 10x concentrado (Tris-HCI 100mM, pH 9.0,
KCI 500mM e 1% de Triton X-100); 1,5uL da solugcéo de MgCl, 25mM; 0,2uL da

solucéo de oligonucleotideos [20uM] e 0,2uL da enzima Taq polimerase.
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Finalmente, aliquotas de 10uL do produto do PCR foram aplicadas em gel
de agarose 1.2% e foi procedida a eletroforese a 120v por 1 hora. O gel foi
corado com brometo de etidio e analisado por transiluminacdo com luz UV. Para
o KIPyV, os produtos do PCR foram utilizados numa Nested-PCR. Nesta etapa,
5uL foram acrescidos de 20uL da mistura de PCR previamente utilizada, ocorrendo
mudanca no ciclo utilizado [Quadro 4]. Os diferentes tamanhos de fragmentos
gerados estdo especificados no Quadro 3. Novamente, Aliquotas de 10uL do
produto gerado (segundo PCR) foram aplicadas em gel de agarose 1,2% e
procedida a eletroforese a 120v por 1 hora. O gel foi corado com brometo de etidio

e analisado por transiluminacdo com luz UV.

11. Deteccéao de HCoV por real-time RT-PCR

Para a deteccdo dos HCoV foi utilizada a metodologia de RT-PCR em
tempo real. Os oligonucleotideos e sondas usadas estdo listados no Quadro 5.
Para tal, foi utilizado o protocolo descrito por Dare e colaboradores (2007).
Inicialmente, foi realizada uma reacdo de RT-PCR que consistiu de quatro
reacoes monoplex processadas sob as mesmas condi¢cdes. As misturas foram
preparadas utilizando-se o reagente kit iScript One-Step RT-PCR for Probes
(Bio-Rad, Hercules - CA, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Foram preparados 25uL de reacdo contendo, tampdo de reacdo 2X,
transcriptase reversa iScript 50X, oligonucleotideos, sonda, agua e RNA. A
amplificacdo foi realizada num termociclador iCycleriQ Real Time Detection
System (Bio-Rad). A reacdo era constituida de um ciclo de 48°C/10min, 1 ciclo

de 95°C/5min seguidos de 45 ciclos de 95°C/15s e 55°C/1min (Dare et al., 2007).
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12. Sequenciamento dos produtos amplificados para confirmagédo dos virus
detectados

Com a finalidade de confirmacgéo da positividade do agente detectado e
desconsideracdo de possiveis contaminacdes foi realizado o sequenciamento
dos produtos gerados por PCR de algumas amostras selecionadas. Para tal,

foram seguidas as seguintes etapas:

12.1. Purificagao do produto obtido na PCR

Os produtos da PCR foram purificados através da utilizacéo do kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System [Promega], de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Foram utilizados 40uL de cada produto obtido na
PCR, sendo adicionado igual volume de solucéo de ligagdo & membrana. Em um
microtubo com capacidade para 2mL, para cada amostra a ser purificada, foi
montada a minicoluna SV, transferindo-se a mistura, produto de PCR mais
solugao de ligagéo, para o0 mesmo e incubando-se por um minuto a temperatura
ambiente [25°C]. Apds a incubacédo, os produtos foram centrifugados a 10.000x g
por um minuto. Em seguida, foram adicionados 700puL da solucéo de lavagem da
membrana e o tubo foi, novamente, centrifugado a 10.000x g por 1min, sendo
descartado o microtubo de coleta e o suporte da coluna transferido para um novo
microtubo. Finalmente foram adicionados 40uL de agua destilada estéril e 0s

tubos, novamente, centrifugados a 10.000x g por cinco minutos.

12.2. Quantificag&o do produto da PCR purificado
Uma vez purificados, os cDNAs foram quantificados por comparagdo com

um padrdao de massa molecular [Low DNA Mass Ladder — Invitrogen]. Uma
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mistura de 5uL do DNA e 2uL de loading buffer 6x foi aplicada num gel de

agarose 1,2% como descrito no item 9.2.

12.3. Reacéo de sequenciamento (Cycle Sequencing)
A reacdo de seqiienciamento foi realizada utilizando o kit ABI BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Read Reaction v3.1 [Applied Biosystems], de

acordo com as recomendacgbes do fabricante. Esta etapa do trabalho foi

realizada no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ.

12.4. Andlise das seqliéncias

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram editadas, utilizando o programa
Chromas [Technelysium Pty Ltd, Australia] e comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de sequéncias nucleotidicas do National Center for
Biotechnology Information atraves do programa BLAST

[www.ncbi.nlm.gov/BLAST], para confirmacao do virus detectado.
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Quadro 3. Relagdo dos oligonucleotideos utilizados para cada um dos virus

pesquisado.
Oligonucleotideos Sequénciab —» 3 Tamanho do Regido Referéncia
Produto amplificada
FluV RT-PCR!
AHI A CAGATGCAGACACAATATGT 1015pb HA Stockton et al., 1998
AR AAACCGGCAATGGCTCCAAA
AH3 A CAGATTGAAGTGACTAATGC 883pb HA Stockton et al., 1998
AH3 DI GTTTCTCTGGTACATTCCGC
BHA A GTGACTGGTGTGATACCACT 900pb HA Stockton et al., 1998
B Bl TGTTTTCACCCATATTGGGC
FluV Nested PCR*
AHI B ATAGGCTACCATGCGAACAA 944pb HA Stockton et al., 1998
AHI Ell CTTAGTCCTGTAACCATCCT
AH3 B AGCAAAGCTTTCAGCAACTG 591pb HA Stockton et al., 1998
AH3 ClII GCTTCCATTTGGAGTGATGC
BHA B CATTTTGCAAATCTCAAAGC 767pb HA Stockton et al., 1998
BHA ClI TGGAGGCAATCTGCTTCACC
RSV RT-PCR
RSVAB F GTCTTACAGCCGTGATTAGG 838pb N Stockton et al., 1998
RSVAB R GGGCTTTCTTTGGTTACTTC
RSV Nested PCR
RSVA F GATGTTACGGTGGGGAGTCT 334pb N Stockton et al., 1998
RSVAR GTACACTGTAGTTAATCACA
RSVB F AATGCTAAGATGGGGAGTTC 183pb N Stockton et al., 1998
RSVB R GAAATTGAGTTAATGACAGC
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HMPV RT-PCR

MPV01.2 AACCGTGTACTAAGTGATGCACTC 213pb N Stockton et al., 1998
MPV02.2 CATTGTTTGACCGGCCCCATAA

HPIV RT-PCR?
PIP1+ CCTTAAATTCAGATATGTAT 478pb P Echevarria et al., 1998
PIP1- GATAAATAATTATTGATACG
PIP2+ AACAATCTGCTGCAGCATTT 508pb P Echevarria et al., 1998
PIP2- ATGTCAGACAATGGGCAAAT
PIP3+ CTGTAAACTCAGACTTGGTA 478pb P Echevarria et al., 1998
PIP3- TTTAAGCCCTTGTCAACAAC
Pl4P+ CTGAACGGTTGCATTCAGGT 442pb P Aguilar et al., 2000
Pl4P- AGGACTCATTCTTGATGCAA

HPIV Nested PCR?

PIS1+ CCGGTAATTTCTCATACCTATG 317pb P Echevarria et al., 1998
P1S12 CTTTGGAGCGGAGTTGTTAAG
P1S21 CCATTTACCTAAGTGATGGAAT 203pb P Echevarria et al., 1998
PIS22 GCCCTGTTGTATTTGGAAGAGA
PIS31 ACTCCCAAAGTTGATGAAAGAT 102pb Echevarria et al., 1998
P1S32 TAAATCTTGTTGTTGAGATTG
P14S1 AAAGAATTAGGTGCAACCAGTC 246pb Aguilar et al., 2000
P14S2 GCTGCTTATGGGATCAGACAC

HRV RT-PCR
OL26 GCACTTCTGTTTCCCC 388pb Myatt et al., 2003
oL27 CGGACACCCAAAGTAG

HRV Nested PCR

OL26 Regido 5’
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nao

codificante

JWA-1b CATTCAGGGGCCGGAGGA 292pb Myatt et al., 2003

HAdV PCR
hexldeg GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC® 301pb Hexon Allard, Albinsson &
hex2deg CAGCACSCCICGRATGTCAAA Wadel, 2001

HBoV PCR
HBoV01.2 TATGGCCAAGGCAATCGTCCAAG 299pb NS1 Sloots et al., 2006
HBoV02.2 GCCGCGTGAACATGAGAAACAGA

KIPyV PCR
POLVP1-39F AAGGCCAAGAAGTCAAGTTC 325pb VP1 Allander et al., 2007a
POLVP1-363R ACACTCACTAACTTGATTTGG

KIPyV Nested PCR
POLVP1-118F GTACCACTGTCAGAAGAAAC 207pb VP1 Allander et al., 2007a
POLVP1-324R TTCTGCCAGGCTGTAACATAC
WUPyV PCR
AG0044 TGTTACAAATAGCTGCAGGTCAA 250pb VP2 Gaynor et al., 2007
AG0045 GCTGCATAATGGGGAGTACC
WUPyV PCR confirmatério® Gaynor et al., 2007

AG0048 TGTTTTTCAAGTATGTTGCATCC 244pb LTAg
AG0049 CACCCAAAAGACACTTAAAAGAAA

'No caso do da reacao para FluV A foram utilizados dois conjuntos de oligonucleotideos para

detec¢do dos subtipos de hemaglutinina mais comuns entre humanos (H1 e H3) e um conjunto

de oligonucleotideos para FluV B. Para o HPIV foram usados conjuntos de oligonucleotideos

especificos para cada um dos quatro sorotipos.’Oligonucleotideos degenerados: R = A ou G, K =

Gou T, W = A ou T. *PCR para amplificacdo de uma regido diferente do gene para confirmar a

deteccéo do virus e excluir falso-positivo devido a rea¢cdes cruzadas com outros poliomavirus.
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Quadro 4. Ciclos da PCR e Nested-PCR aplicado a cada virus pesquisado.

Ciclo
Virus PCR Nested-PCR

Fluv 94°C/2"; 94°C/2’;
35x (94°C/1’, 50°C/1’, 72°C/1"); 35x (94°C/1’, 50°C/1’, 72°C/1");
72°C/5"; 72°C/5’;
40Ceo 4°C

RSV 94°C/1’; 94°C/1’;
35x (94°C/1’, 60°C/1’, 72°C/1"); 35x (94°C/1’, 60°C/1’, 72°C/1");
72°C/5’; 72°C/5';
4°Co 4°Co

HMPV 45X (94°C/20”, 55°C/20”, 68°C/20")
68°C/T’
4°Coo

HPIV 94°C/2’; 94°C/2’;
35x (94°C/1’, 50°C/1’, 72°C/"); 35x (94°C/1’, 58°C/1’, 72°C/");
72°C/57; 72°C/5';
4°Co 4°Co

HRV 36x (94°C/15", 550°C/30", 36x (94°C/15”, 550°C/30",
68°C/30"); 68°C/30");
72°C/4; 72°Cl4;
40Ceo 4°C

HAdV 94°C/3’;
35x (94°C/30", 55°C/30", 72°C1’);
72°C/5’;
40C

HBoV 94°C/15’;
45x (94°C/20”, 56°C/20", 72°C/30);
72°C/5
49Co

KIPyV 94°C/10’; 94°C/10’;
35x (94°C/1’, 54°C/1’, 72°C/2’); 35x (94°C/1’, 54°C/1’, 72°C/2);
72°C/7; 72°C/77;
40Ceo 4°C

WUPyYV 94°C/10’; 94°C/5";
40x (94°C/30”, 56°C/30", 72°C/1); 40x (94°C/30", 56°C/30", 72°C/1);
72°CI7; 72°CIT;
40Ceo 4°C
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Quadro 5. Oligonucleotideos e sondas utilizadas no real-time PCR para
deteccdo de HCoV.
Variante/ Concentracéao Seqliénciab5 —» 3’ Regido
Oligonucleotideo | final nmol/L amplificada
229E Nucleoproteina
Forward(+) 750 CAGTCAAATGGGCTGATGCA
Reverse(-) 500 AAAGGGCTATAAAGAGAATAAGGTATTCT
a 50 CCCTGACGACCACGTTGTGGTTCA
Sonda
NL63 Nucleoproteina
Forward(+) 250 GACCAAAGCACTGAATAACATTTTCC
Reverse(-) 250 ACCTAATAAGCCTCTTTCTCAACCC
Sonda 50 AACACGCT“T"CCAACGAGGTTTCTTCAACTGAG
0C43 Nucleoproteina
Forward(+) 500 CGATGAGGCTATTCCGACTAGGT
Reverse(-) 750 CCTTCCTGAGCCTTCAATATAGTAACC
a 50 TCCGCCTGGCACGGTACTCCCT
Sonda
HKU1 Replicase 1b
Forward(+) 100 CCTTGCGAATGAATGTGCT
Reverse(-) 750 TTGCATCACCACTGCTAGTACCAC
Sondaa 50 TGTGTGGCGGTTGCTATTATGTTAAGCCTG

% marcada no terminal 5° com FAM (6-carboxy-6-carboxy-fluorescein) e no terminal 3' com Black
Hole Quencher-1 (BHQ).
® marcada no terminal 5’ com FAM e internamente com BHQ-1 (identificado como “T"), e marcado
no terminal 3' com fosfatase.
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Resultados

Neste estudo 205 swabs nasais de criangas com infec¢cdo aguda do trato
respiratério superior e inferior foram coletadas no periodo de marco de 2006 a
outubro de 2007 e testadas para a presenca de patdgenos virais. A doenca
respiratéria aguda foi definida pela presenca de rinorréia, tosse, dificuldade
respiratdria, ou dor de garganta, associado ou ndo com febre, com um tempo
maximo de sete dias de surgimento dos sintomas. Estas amostras foram
coletadas de pacientes hospitalizados, atendidos no servico de emergéncia ou
no ambulatério de dois hospitais universitarios nas cidades do Rio de Janeiro e
Teresopolis. Informacdes relevantes tais como status de hospitalizacéo, idade,
sexo, e sintomas clinicos, foram coletadas durante a primeira visita médica
através da aplicacdo de um questionario padrdo (anexo 1). No total, foram
coletadas 137 amostras na cidade do Rio de Janeiro e 68 amostras na cidade de

Teresopolis.

Dentre os pacientes, 113 eram do sexo masculino e 92 do sexo feminino.
A faixa etaria dos pacientes variou de um més a 15 anos; contudo, 76,1%
(156/205) das criangas se encontravam na faixa etaria <5 anos de idade (Grafico
1). Cerca de um terco dos pacientes (73/205; 35,6%) estava hospitalizada no
momento da coleta da amostra, 64,4% (132/205) ndo estavam hospitalizados.
Dentre os pacientes ndo hospitalizados, 73 (35,6%; 73/205) foram atendidos em
ambulatorio, enquanto que 59 (28,8%; 59/205) foram atendidos no servico de

emergéncia (Gréfico 2).
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Gréfico 1. Distribuicdo etaria dos pacientes participantes do estudo.
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Gréfico 2. Distribuicdo dos pacientes participantes do estudo, com relagédo ao

status de hospitalizacao.
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Os sintomas clinicos apresentados pelos pacientes incluiam tosse (54%;
111/205), febre (53,6%; 110/205), rinorréia (47,8%; 98/205), congestdo nasal
(27,3%; 56/205), pneumonia (24,4%; 50/205), chiado (23,4%; 48/205),
bronquite/bronquiolite (18%; 37/205), broncoespasmo (8,3%; 17/205), asma
(5,9%; 12/205) e diarréia (4,4%; 9/205) (Grafico 3). Alguns pacientes (11%;
23/205) apresentavam outros sintomas tais como dor de cabeca, dor de

garganta, tonsilite, exantema, laringomalacia, vomito e otite.

Gréafico 3. Principais sintomas clinicos apresentados pelos pacientes

participantes do estudo.
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Outros sintomas incluem: dor de cabeca, dor de garganta, tonsilite, exantema, laringomalacia,

vOmito e otite.
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Das 205 amostras de secrecao respiratoria analisadas no estudo, foram
64 positivas, portanto um indice de positividade de 31,2% (64/205) (Grafico 4).
Com relacéo ao local de coleta, a positividade das amostras estava distribuida da
seguinte forma: das 137 amostras coletadas na cidade do Rio de Janeiro, 36
(26,3%) foram positivas para algum patégeno viral, enquanto que faz 68
amostras coletadas em Teresopolis 22 (32,4%) foram positivas para virus

(Gréfico 5).

Gréfico 4. Percentual de amostras positivas encontradas neste estudo.
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Grafico 5. Distribuicdo das amostras positivas em relacdo ao local de coleta.
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Os virus pesquisados neste estudo compreenderam virus com genoma
composto por RNA (virus influenza A e B [FluV A e FluVv B], virus sincicial
respiratério [RSV], metapneumovirus humano [HMPV], virus parainfluenza
humano 1 — 4 [HPIV1-4], rinovirus humano [HRV] e coronavirus humano [HCoV])
e virus composto por genoma de DNA (adenovirus humano [HAdV], bocavirus
humano [HBoV] e poliomavirus humano KI e WU [ KIPyV e WUPyV]). A
positividade entre os virus compostos de RNA foi mais elevada em relagdo aos
virus de DNA. Dentre os virus de RNA, 33 amostras foram positivas para HRV
(51,6%; 33/64), 5 amostras foram positivas para FluV A (7,8%; 5/64), 5 amostras
foram positivas para HMPV (7,8%; 5/64), 4 amostras foram positivas para HCoV
(6,3%; 4/64) e 3 amostras foram positivas para RSV (4,6%; 3/64). Para os virus
de DNA foram detectadas 5 amostras positivas para HBoV (7,8%, 5/64) e 1
amostra positiva para HAdV (1,6%; 1/64). Foram identificados 8 casos de co-

infeccdo (12,5%; 8/64 - HCoV-NL63 + HMPV, HCoV-NL63 + RV, HMPV + RV +
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HCoV-OC43 + AdV, HMPV + KIPyV, HBoV + RV, HBoV + WUPyV, FluV A + RV,

RSV + HCoV-0OC43), incluindo duas amos tras positivas para KIPyV e WUPyV.

N&o foi detectado amostra positiva para HPIV nem FluV B. Esses dados estéao

expostos na Tabela 1 e representados no Gréfico 6.

Tabela 1. Positividade das amostras analisadas para os diferentes virus

pesquisados.

Virus Diagnosticados

N° de amostras

positivas (%)

Infecgbes simples

Virus de RNA
Fluv A

Fluv B

RSV

HMPV

HPIV

HRV

HCoV

Sub Total
Virus de DNA
HAdV

HBoV

KIPyV
WUPYV

Sub Total

Infeccbes mistas®

5 (7,8)

0 (0)

3 (4,6)

5 (7,8)
0(0)

33 (51,6)
4 (6,3)

50 (78,1%)

1(1,6)

5 (7,8)
0 (0)
0(0)

6 (9,4%)
8 (12,5)

Total (simples+mistas) 64 (100)

' HCoV-NL63 + HMPV, HCoV-NL63 + RV, HMPV +
RV + HCoV-OC43 + AdV, HMPV + KIPyV, HBoV +
RV, HBoV + WUPYV, FluvV A + RV, RSV + HCoV-

0OC43.
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Gréfico 6. Representacao grafica dos resultados das amostras positivas quanto

a deteccao de virus.

N° de amostras positivas

FLuvA RSV HMPV HRV HCoV HAdV HBoV Mistas
Virus detectados

Com o objetivo de confirmar os resultados da PCR e descartar possiveis
contaminacdes, principalmente no que se referia ao significativo niamero de
amostras positivas para HRV, embora em todos 0s ensaios 0 controle negativo
tenha se confirmado negativo, foram selecionadas randomicamente amostras
positivas para HRV, HBoV, HAdV, KIPyV e WUPyV. O sequenciamento
confirmou a positividade das amostras encaminhadas para analise e descartou

possiveis contaminac¢fes (dados ndo mostrados).
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Em relacdo a sazonalidade das amostras positivas, foi observado um pico
das infeccbes no periodo de junho a setembro, correspondendo ao inverno e
inicio da primavera (Grafico 7). Entretanto foram encontradas amostras positivas
ao longo do ano todo, com excec¢ao dos meses de fevereiro, maio e outubro. De
fato, embora os dados apresentados no grafico abaixo representem o total de
amostras positivas para todos os virus pesquisados, este padrdo sazonal é
representativo das infec¢cdes por HRV em virtude do numero elevado de

amostras positivas.

Gréafico 7. Representacao gréafica da sazonalidade das amostras positivas.
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Dentre os pacientes positivos para algum patogeno viral, 14 (22%; 14/64)
estavam hospitalizados no momento da coleta do material; 18 (28%; 18/64)
foram atendidos no servico de emergéncia; e 32 (50%; 32/64) pacientes
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receberam atendimento ambulatorial (Grafico 8). Estes indices correspondem a
19,2%, 30,5% e 43,8% do total de pacientes participantes do estudo que
estavam hospitalizados ou que foram atendidos na emergéncia e no ambulatorio,
respectivamente. Este dado é compativel com uma frequéncia elevada de
infecgbes por HRV, visto que estes geralmente causam quadros de infecgbes
brandas, ndo requerendo hospitalizacdo. A faixa etaria destes pacientes variou

de um més a 15 anos e, a média de idade foi de 3,3 anos (Grafico 9).

Grafico 8. Status dos pacientes positivos para patégenos virais.

Aproximadamente 40% (25/64) dos pacientes positivos para infeccdes
virais tinham idade<1 ano; 23% (15/64) tinham idades entre 1,1 e 5 anos; 14%
(9/64) tinham entre 5,1 e 10 anos de idade e somente um paciente tinha idade

superior a 10,1 anos. Para trés pacientes a idade néo foi informada (Grafico 9).
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Na Tabela 2 e na Figura 10 estdo apresentados 0s principais sintomas
clinicos observados entre os pacientes positivos que apresentaram infec¢do por

um unico agente.

Os pacientes positivos somente para HRV apresentaram como sintomas
mais frequientes, tosse (67%), rinorréia (67%) e febre (52%) (Tabela 2, Figura
10). A faixa etéaria variou de um més a 12 anos (Grafico 7, Tabela 3). A maioria
destes pacientes recebeu atendimento ambulatorial (45,4%, 15/33) (Gréafico 10,
Tabela 3). Com relacdo aos pacientes apresentando infec¢cdo mista por HRV e
outro virus, trés foram atendidos no ambulatorio e um foi atendido no servico de
emergéncia, sugerindo que a co-infeccdo nédo levou ao agravamento dos

sintomas, visto que nao houve necessidade de hospitalizacéo.

Os pacientes positivos somente para FluV A apresentaram idade mais
elevada (1 a 15 anos — trés pacientes tinham idades entre 9 e 15 anos) (Grafico
9). Dois dos cinco pacientes positivos para este agente estavam hospitalizados
(Gréfico 10, Tabela 3). Os sintomas mais frequentemente observados foram:
rinorréia (80%), congestdao nasal (60%), tosse e febre (40% cada) (Tabela 2,
Figura 10). Um paciente, o qual apresentou infecgdo mista por FluV A e HRV, foi

atendido no ambulatério (Tabela 3).

Pacientes com infec¢do pro HMPV apresentaram um miriade de sintomas
incluindo febre, tosse, rinorréia, chiado, congestao nasal e bronquiolite (Tabela 2,

Figura 10). Dos 5 pacientes com infeccdo simples, 4 foram tratados em
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ambulatério e 1 foi atendido na emergéncia (Grafico 10). Um paciente co-
infectado com HMPV e HCoV-NL63 foi tratado no ambulatério. Um paciente co-
infectado com HMPV e KIPyV, um co-infectado com HMPV, HCoV-0OC43, HAdV

e HRV foram tratados na emergéncia (Tabela 3).

O HBoV foi detectado em amostras de 5 pacientes como infec¢ao simples
e em amostras de 2 pacientes como infeccdo mista com HRV ou WUPyV. Os
principais sintomas observados nos casos de infec¢cdo simples por este virus
estéo listados na Tabela 2 e demonstrados na Figura 10. Trés pacientes tinham
pneumonia (2 com infeccdo simples e 1 co-infectado com HRV). Dois destes 3
foram tratados no ambulatério; 1 dos pacientes infectados somente com HBoV
foi hospitalizado. O paciente apresentando co-infeccdo com WUPYV era um
garoto de 10 meses de idade que foi atendido no servico de emergéncia

apresentando febre, rinorréia e laringomalacia (Tabela 3).

Com relacdo ao RSV foi observado que todos os pacientes positivos
apenas para este agente eram neonatos, com idade variando entre 4 a 9 meses
e todos foram atendidos no servico de emergéncia (Gréafico 9,Tabela 3). Quanto
aos sintomas predominantes notou-se que 100% dos pacientes apresentavam
febre e rinorréia e 33% apresentavam tosse ou congestdo nasal (Tabela 2,
Figura 10). Um anico paciente que apresentou co-infecgcdo de RSV e HCoV-

0OC43 recebeu atendimento médico no servico de emergéncia (Tabela 3).

O diagndstico para a maioria dos pacientes infectados com HCoV-NL63

ou HCoV-HKU1 foi pneumonia. Dos 3 pacientes com infecgcao simples, 2 eram
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hospitalizados e 1 foi tratado no servico de emergéncia; 2 pacientes com
infeccdo mista de HCoV-NL63 e HMPV ou RV foram tratados no ambulatério

(Tabela 3).

A paciente positiva para HCoV-OC43 era uma crianga de 3 meses de
idade, e estava hospitalizada apresentando um quadro de bronquiolite. A
paciente positiva para HAdV tinha 5 meses de idade, recebeu atendimento

ambulatorial e apresentava febre, congestdo nasal e chiado (Tabela 3).

Gréfico 9. Distribuicéo etéria dos pacientes apresentando infec¢ado por um unico

virus.
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Tabela 2. Frequéncia dos principais sintomas clinicos observados entre os pacientes apresentando infec¢do por um Unico virus.

Virus detectado

Sintomas clinicos  HCoV-HKUL1 HMPV HBoV HRV Fluv A RSV HCoV- HAdV
ou NL63 OC43
Tosse 33% (1/3) 100% (5/5) 80% (4/5) 67% (22/33) 40% (2/5)  33% (1/3) 0% (0/1) 0% (0/1)
Febre 100% (3/3)  80% (4/5)  80% (4/5)  52% (17/33)  40% (2/5) 100% (3/3) 0% (0/1)  100% (1/1)
Rinorréia 33% (1/3) 60% (3/5) 60% (3/5) 67% (22/33) 80% (4/5) 100% (3/3) 0% (0/1) 0% (0/1)
Congestéo nasal 0% (0/3) 20% (1/5) 20% (1/5) 27% (9/33) 60% (3/5) 33% (1/3) 0% (0/1) 100% (1/1)
Pneumonia 100% (3/3) 0% (0/5) 40% (2/5) 27% (9/33) 20% (1/5) 0% (0/3) 0% (0/1) 0% (0/1)
Chiado 33% (1/3) 40% (2/5) 60% (3/5) 27% (9/33) 20% (1/5) 0% (0/3) 0% (0/1) 100% (1/1)
Bronquite/Bronquiolite ~ 33% (1/3) 20% (1/5) 0% (0/5) 12% (4/33) 0% (0/5) 0% (0/3)  100% (1/1) 0% (0/1)
Broncoespasmo 0% (0/3) 0% (0/5) 0% (0/5) 12% (4/33) 0% (0/5) 0% (0/3) 0% (0/1) 0% (0/1)
Asma 0% (0/3) 0% (0/5) 0% (0/5) 12% (4/33) 0% (0/5) 0% (0/3) 0% (0/1) 0% (0/1)

75



Figura 10. Representacao grafica dos principais sintomas clinicos apresentados pelos pacientes com infec¢éo simples por HCoV-

HKU1 e NL63, HMPV, HBoV, HRV, FluV A e RSV.
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Grafico 10. Status de hospitalizacdo dos pacientes apresentando infeccdes

simples com relag&o ao virus detectado.
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos pacientes apresentando infec¢des do trato

respiratério causadas por virus.

Virus (n° de pacientes) Sexo Idade Status Manifestacfes Clinicas
Infecgbes simples
HRV (33) F la A Tosse, rinorréia
10a A Febre, vomito, dor de cabeca
3a E Febre, tosse, rinorréia, chiado
5a H Febre, dor de garganta, tosse, congestao
nasal, asma
7a E Febre, dor de garganta
10a H Rinorréia, asma
2m A Tosse, rinorréia, congestédo nasal, chiado
5a A Tosse, congestao nasal, chiado asma
2m E Febre, congestéo nasal
10m E Febre, congestéo nasal, tosse, rinorréia
ladm A Pneumonia, bronquiolite, febre, congestao
nasal, tosse, chiado
la E Pneumonia
4da A Febre, tosse, congestédo nasal, vomito
la A Tosse, rinorréia, chiado
7m A Bronquiolite, tosse, rinorréia, chiado
M 8m A Febre, tosse, rinorréia
2a A Rinorréia, vomito, diarréia
6m E Broncoespasmo
7m H Febre, tosse, congestédo nasal, rinorréia
3m H Pneumonia, febre
9a E Tosse, rinorréia, asma
12a H Pneumonia, tosse, chiado, rinorréia
la A Pneumonia, tosse, rinorréia
7a A Pneumonia, tosse
6a H Pneumonia, febre, rinorréia
9m E Tosse, rinorréia
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Fluv A (5)

HMPV (5)

HBoV (5)

RSV (3)

Im
Im

4m

10m
3a
m
6a

15a

la

9a
10a
2a

6m
4a
5a
11m

m

2abm
la

1a8m

Im

4m

5m

I > > > > m I

> > > > m

I >» >» >» >

m

Pneumonia, broncoespasmo, febre, rinorréia
Broncoespasmo, febre, rinorréia
Broncoespasmo, tosse, rinorréia, congestao
nasal

Pneumonia, febre, rinorréia

Bronquiolite, chiado, tosse

Bronquiolite, chiado, tosse, rinorréia

Febre, tosse, rinorréia

Dor de garganta, rinorréia, congestao nasal
Febre, tosse, rinorréia, congestao nasal,
chiado

Dor de garganta, rinorréia

Pneumonia, febre, tosse

Dor de garganta, rinorréia, congestéo nasal

Bronquiolite, febre, tosse, vémito, exantema
Febre, tosse, chiado, rinorréia

Dor de garganta, tosse, rinorréia, vomito,
Febre, tosse

Febre, rinorréia, tosse, chiado, vomito,

diarréia

Pneumonia, febre, tosse, chiado
Febre, tosse, rinorréia, chiado, vomito
Dor de garganta, tosse, rinorréia
Febre, rinorréia

Pneumonia, febre, tosse, chiado
Febre, rinorréia

Febre, rinorréia

Febre, tosse, rinorréia, congestao nasal
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HCoV-NL63 (2)

HCoV-HKU1 (1)

HCoV-0C43 (1)

AdV (1)

Infecgcbes mistas
HCoV-NL63+HMPV
HCoV-NL63+HRV
HMPV+HRV+HCoV-
OC43+HAdV
HMPV+KIPyV
HBoV+HRV
HBoV+WUPyV

Fluv A+HRV
RSV+HCoV-0C43

T T L

M

2a

2abm

4m

3m

5m

6a
8a
11la

4a
la
10m
ladm

5m

m

> m > m

E

Pneumonia, febre

Pneumonia, febre, tosse

Pneumonia, bronquiolite, febre, chiado,

rinorréia

Bronquiolite

Febre, tosse, congestédo nasal, chiado

Dor de garganta, tosse
Pneumonia, febre, tosse

Febre, rinorréia

Febre, tosse, rinorréia, chiado
Pneumonia, febre, tosse, chiado, rinorréia
Tosse, rinorréia, laringomalacia

Febre, rinorréia, diarréa, dor de ouvido

Bronquiolite, rinorréia

H, hospitalizados; E, emergéncia; A, ambulatoério; ?, ndo informado.
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Discussao

As infeccdes virais representam um das principais causas de doenca
respiratéria em criangas. A maioria destas infeccfes sédo causadas por RSV,
Fluv A e B, HPIV, HRV e HAdV [Treanor 2009]. Diversos virus descobertos
recentemente, tais como HMPV, HBoV, e HCoV-NL63 e HCoV-HKU1, tém sido
identificados como potenciais patdogenos respiratorios [Kahn, 2007; Sloots et al.,
2008]. Além disso, dois novos poliomavirus humanos (KIPyV e WUPyV), tém
sido detectados em pacientes com infeccdes respiratorias [Kahn, 2007; Sloots et

al., 2008].

No Brasil, estudos epidemiolégicos tém demonstrado a importancia dos
virus como agentes etioldgicos de doenca respiratoria em criancas [Arruda et al.,
1991; Nascimento et al., 1991; Miyao et al., 1999; Cuevas et al., 2003; Serafino
et al., 2004; Tsuchiya et al., 2005; Costa et al., 2006; Thomazelli et al., 2007; da
Silva et al., 2008; Fé, Monteiro & Moura, 2008; Oliveira et al., 2008a]. Contudo,
pelo fato de que estes estudos sédo focados na deteccdo dos patdgenos virais
mais comuns (p.ex.: FluV, RSV, HPIV, HRV e HAdV), o papel dos virus
emergentes (HMPV, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HBoV, KIPyV e WUPyYV) como
agentes etiologicos de doenca respiratéria entre as criancas brasileiras

permanece desconhecido.

Este estudo teve como meta principal avaliar a presenca e a importancia
dos virus como agentes de doenca respiratOria entre criangas nas cidades do Rio
de Janeiro e Teresopolis. Também buscamos investigar a ocorréncia de
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infeccBes respiratdrias associadas aos virus respiratorios emergentes nesta
populacdo. Para tal, foram analisadas 205 amostras de secrecdo nasal de
criangas com sintomas de infeccdo respiratéria atendidas no ambulatério, na
emergéncia ou internadas nos hospitais envolvidos no estudo. Embora as
amostras tenham sido coletadas de criangas sintomaticas e tenham sido
analisadas para uma ampla variedade de virus utilizando-se metodologias
altamente sensiveis, a presenca de patdgeno viral foi detectada em menos de
um terco destas amostras (31,2%). Em geral, os estudos epidemiologicos onde
estas metodologias foram empregadas, tém descrito uma positividade mais
elevada (46,6 a 91,5%) [Jennings et al., 2004; Choi et al., 2006; Freymuth et al.,
2006; Canducci et al., 2008]. Talvez isto se deva ao fato de termos trabalhado
com swabs nasais ao invés de, como nos referidos estudos, swabs ou aspirados
de nasofaringe. A opcao por este tipo de amostra foi baseada na facilidade de
obtencdo do espécime, uma vez que a coleta de swabs ou aspirados de
nasofaringe, em geral, é feita pelo médico, ao passo que o swab nasal, pode ser
coletado por outros profissionais. Além disso, a coleta deste espécime é mais

bem tolerada pelos pacientes.

Em geral os virus com genoma de RNA, particularmente RSV, FluV e
HRV, apresentam maior incidéncia nos quadros de infec¢des respiratorias do
que virus de DNA [revisado por Girard et al., 2005; Kahn, 2007; Weigl et al., 2007
e Sloots et al., 2008]. Neste estudo as infec¢des por virus de RNA (FluV A, RSV,
HMPV, HRV e HCoV) corresponderam a 78% das amostras positivas enquanto
gue virus de DNA (HAdV, HBoV e HPyV) foram detectados em apenas 22% das

amostras, corroborando os dados da literatura.
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Dentre os virus de RNA, o RSV €, em geral, o patbgeno mais comumente
detectado em criangas com doenca respiratéria aguda entre pacientes
hospitalizados ou ndo hospitalizados [Miyao et al., 1999; Choi et al., 2006;
Tsuchiya et al., 2005; Cabello, et al., 2006; Freymuth et al., 2006; Costa et al.,
2006; Thomazelli et al., 2007; Canducci, et al., 2008]. Neste estudo o virus
detectado com maior frequéncia foi o HRV (51,6%; 33/64). Talvez este achado
seja justificado pelo fato deste virus ser primariamente encontrado em secrecdes
do trato respiratério superior, com concentracdes elevadas nas secre¢cdes nasais
[Tuner & Lee, 2009] e, o material clinico escolhido ter sido swab nasal. Enquanto
que o RSV é encontrado em maior concentragdo nas secrec¢bes do trato
respiratorio inferior. Contudo, alguns estudos realizados entre pacientes
hospitalizados e nado hospitalizados utilizando swabs ou aspirados de
nasofaringe, também demonstraram uma maior incidéncia de HRV [Cheuk et al.,
2007; Calvo et al.,, 2007; Silva et al.,, 2007]. Em um estudo prospectivo
envolvendo vigilancia ativa para 19 patdgenos respiratérios (bacterianos e virais)
realizado na Alemanha, o HRV também foi o patbgeno mais frequente [Weigl et.,
2007]. No Brasil, um levantamento epidemioldgico realizado durante 29 meses
na cidade de Fortaleza, entre criangas carentes, revelou uma elevada incidéncia
de doenca respiratéria e uma predominancia de infec¢des por HRV (45,6%)
[Arruda et al., 1991]. Outros estudos realizados no pais também demonstraram
uma predominancia de HRV. Souza e colaboradores, em um estudo longitudinal
em criancas provenientes de uma creche em Salvador, demonstraram uma
prevaléncia elevada (48,3%) de infeccdo por HRV [Souza et al., 2003]. Num

outro estudo realizado em Salvador, Nascimento-Carvalho e colaboradores
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mostraram que o HRV foi o patdgeno viral mais freqliente (21%); presente na
mesma propor¢do encontrada para o Streptococcus pneumoniae [Nascimento-
Carvalho et al., 2008]. Bellei e colaboradores avaliaram a frequéncia de
infecgbes virais entre trabalhadores da éarea de saude em S&o Paulo, e
demonstraram uma predominancia de HRV (37,7%) em relacdo aos outros virus

[Bellei et al., 2007].

A sazonalidade dos HRV assim como de outros patdgenos respiratorios
varia geograficamente, de acordo com a temperatura. Nas areas temperadas do
hemisfério norte ocorre um pico em setembro (outono) e um segundo pico em
abril/maio (primavera). Em é&reas temperadas do hemisfério sul, a incidéncia
sazonal dessa infeccdo é semelhante ao observado no hemisfério norte [revisado
por Monto, 2002; Mackay, 2008 e Turner & Lee, 2009]. No Brasil, um estudo
realizado em Salvador demonstrou o pico de incidéncia dos HRV durante o
outono [Souza et al., 2003]. Em nosso estudo, realizado nas cidades do Rio de
Janeiro e de Teresopolis, nés detectamos um pico de infecgdo por HRV nos
meses de inverno e inicio da primavera. Das 33 amostras positivas para este
agente, 30 (90,1%) foram detectadas entre os meses de junho a setembro, tendo
ocorrido um pico destas infecgbes no més de agosto (15 amostras positivas;

45,5%).

Alguns autores tém sugerido uma associacao entre a infeccdo pelo HRV e
a exacerbacao da asma [Duff et al., 1993; Johnston et al., 1995; Rakes et al.,
1999; Tan et al., 2003; Rohde et al., 2003; Wedzicha, 2004; Khetsuriani et al.,

2007; 2008; Turner, 2007]. Entre os 205 pacientes que participaram deste
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estudo, 12 apresentavam o quadro de asma no momento da coleta da amostra.
Quatro destes pacientes foram positivos para infec¢éo viral, sendo que todos
foram positivos para HRV. Contudo, como o nimero de individuos com asma e
infeccdo viral foi pequeno, ndo é possivel afirmar uma associagcdo entre

exacerbacéo da asma e infeccao viral, neste estudo.

O FluV A foi detectado em 9,4% (6/64) das amostras positivas, sendo 5
infecgbes simples e uma co-infeccdo com HRV. A prevaléncia encontrada para
FluV tem sido baixa nos estudos no Brasil. Em estudo recente realizado em 2007
na cidade de S&o Paulo, Thomazelli e colaboradores, detectaram FluvV A em
apenas 5% das amostras [Thomazelli et al., 2007]. Em Curitiba, esse virus foi
responsavel por 8,3% das infec¢des entre os pacientes estudados, que incluiu
nao sO pacientes pediatricos, mas também pacientes transplantados; a maioria
das amostras positivas era do tipo A [Vidal et al., 2008]. Costa e colaboradores
identificaram 9,5% de infecgéo por FluV A e B entre criangas menores que cinco

anos em Minas Gerais [Costa., 2008].

No Brasil, a politica de vacinacao contra influenza teve inicio em 1999. A
partir de entdo, a vacina ndo é oferecida gratuitamente para criancas, apenas
para pessoas =60 anos de idade, para povos indigenas a partir de seis meses de
idade, para trabalhadores de saude e para a populacdo carceraria [Ministério da
Saude, 2008]. Levantamentos realizados em diversas cidades do estado de Séo
Paulo e em Belo Horizonte, Minas Gerais, indicou que a cobertura vacinal variou
entre 63 e 66% da populacéo alvo [Donalisio, Ruiz & Cordeiro, 2006; Francisco

et al., 2006; Costa, 2008], ficando relativamente proxima a meta de 80%
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estabelecida pelo Ministério da Saude [Ministério da Saude, 2008], o que
justificaria a baixa incidéncia de infec¢cdes por FluV observada no pais
atualmente. Infelizmente ndo conseguimos acessar dados epidemioldgicos
anteriores ao inicio da vacinacdo para confirmar essa possivel tendéncia a

diminuicdo das infecgBes por esses virus na populacao.

Quatro amostras foram positivas para RSV, sendo trés infec¢bes simples
e uma co-infecgdo com HCoV-OC43. Duas amostras foram identificadas como
pertencentes ao grupo A e duas ao grupo B. Este resultado é discordante do que
€ observado na literatura nacional que aponta para uma incidéncia elevada deste
patogeno [Miyao et al., 1999; Straliotto et al., 2002; Straliotto et al., 2004; Costa
et al., 2006; Thomazelli et al., 2007]. Entretanto, estes estudos em que foi
detectado uma frequéncia elevada de RSV, foram realizados em regifes do pais
de clima subtropical (Sdo Paulo [Miyao et al., 1999; Thomazelli et al., 2007],
Porto Alegre [Straliotto et al., 2002; Straliotto et al., 2004] e Minas Gerais [Costa
et al., 2006]) que se caracteriza por temperaturas médias inferiores a 18°C, com
amplitude térmica entre 9°C e 13°C
[http://mww.guianet.com.br/brasil/mapaclima.htm]. No Rio de Janeiro o clima
apresenta-se variado de acordo com a topologia de relevo do local. A regido
serrana (onde se localiza a cidade de Teresépolis) e na maior parte do planalto
(onde fica localizada a cidade do Rio de Janeiro), o clima é tropical de altitude,
apresentando temperaturas médias entre 18 e 22°C e amplitude térmica anual
entre 7°C e 9°C [http://www.topgyn.com.br/conso01/rio_de_janeiro/index.php;
http://www.guianet.com.br/brasil/mapaclima.htm]. Talvez esta variacdo térmica

explique a baixa incidéncia de infec¢bes por RSV observada neste estudo, visto
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que, os estudos realizados em estados do nordeste brasileiro, regido de clima
tropical, onde as temperaturas médias excedem os 20°C, o HRV foi mais
prevalente que o RSV [Arruda et al., 1991; Souza et al., 2003; Nascimento-
Carvalho et al., 2008]. Corroborando esta teoria, em um estudo realizado na
Inglaterra e no Pais de Gales entre 1981 e 2004, observou-se que a elevacéo de
1°C na média anual da temperatura ao longo deste periodo levou ao

encurtamento da “temporada” de RSV em até 3,1 semanas [Donaldson, 2006].

No Brasil, alguns estudos tém demonstrado a presenca do HAdV em
pacientes com infec¢des respiratorias virais, com frequéncia que varia entre
2,3% a 9,9% [Arruda et al., 1991; Miyao et al.,, 1999; Straliotto et al., 2002;
Albuquerque et al.,, 2003; Costa et al.,, 2006; Moura et al.,, 2007a e 2007b;
Thomagzelli et al., 2007]. No presente estudo o HAdV representou 3,1% (2/64)
das amostras positivas, percentagem compativel com a frequéncia deste

patdgeno no pais, sendo uma co-infeccdo com HMPV, HRV e HCoV-OC43.

Os HPIVs apresentam um perfil sazonal bastante distinto, com um padrao
epidémico bienal, particularmente para os tipos HPIV-1, -2 e -3 [Williams, Piedra
& Englund, 2009]. No presente trabalho, ndo foram encontradas amostras
positivas para virus parainfluenza. Parece que, conforme a regido, periodo do
ano e tamanho da amostra, esse virus pode ndo apresentar uma prevaléncia
significativa. Em um estudo realizado em Fortaleza compreendendo o periodo de
2001 a 2006, foram analisadas 3070 amostras de aspirado de nasofaringe das
quais 976 (31,8%) foram positivas para virus. Contudo, somente 117 (3,8%)

foram positivas para HPIV [Fé, Monteiro & Moura, 2008]. Em S&o Paulo,
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Thomazelli e colaboradores, apés analisarem 336 amostras de secrecdes
respiratérias detectaram HPIV-3 em 28 amostras (8,3%) e HPIV-1 em 2 (0,6%)
amostras [Thomazelli et al., 2007]. Em Uberlandia, Minas Gerais, HPIV foi
detectado em 6,3% (24/379) das amostras pesquisadas [Costa et al., 2006]. Em
Porto Alegre, Straliotto encontrou apenas 2,3% de positividade para HIPV em
amostras coletadas em 1996 [Straliotto et al., 2004] e 1,5% em amostras

coletadas entre 1990 e1992 [Straliotto et al., 2002].

Estudos indicam que em 20% a 60% dos casos confirmados de
pneumonia o patdgeno ndo pode ser identificado. Estes estudos tém ainda
demonstrado que as pneumonias virais sdo mais freqlientes que as pneumonias
bacterianas, especialmente entre criancas <2 anos de idade [revisado por Farha
& Thomson, 2005]. Contudo, em apenas 40% dos casos um agente viral pode
ser identificado, mesmo utilizando-se métodos avancados de biologia molecular
[revisado por Kahn, 2007 e Sloots et al., 2008]. Isto sugere que virus ainda nao
identificados podem estar circulando entre a populacdo. Desde 2001, novos virus
tém sido identificados e estudos epidemiolégicos tém demonstrado que alguns
destes novos virus sdo responsaveis, pelo menos em parte, por doencas que
anteriormente ndo puderam ser atribuidas aos patdégenos respiratérios virais
comuns tais com RSV, HRV, FluV, HPIV e HAdV [revisado por Kahn, 2007 e

Sloots et al., 2008].

O HMPV foi descrito em 2001 [van den Hoogen et al., 2001] e desde entéao
a literatura descreve que a frequéncia deste agente em infec¢bes respiratérias

varia de 2% a 20% em criancas [Boivin et al., 2003; Dollner et al., 2004; Galiano
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et al., 2004; Bosis et al., 2005; Chano et al., 2005; Jofré et al., 2007]. Nesse
estudo, a prevaléncia encontrada foi de 12,5% (8/64) das amostras positivas,
sendo trés co-infec¢des, corroborando com o previamente descrito. Até o
momento, as informagdes sobre as infec¢gdes por HMPV no Brasil sdo escassas.
A primeira descricdo de HMPV no Brasil ocorreu em 2003, num estudo realizado
em Aracaju onde o virus foi detectado em 17% (19/111) de infec¢Bes simples e
7% (8/111) de infec¢des mistas com RSV [Cuevas et al., 2003]. Posteriormente,
este patdgeno foi detectado em outras partes do pais. No Parana, HMPV foi
detectado em 6,4% dos 156 aspirados de nasofaringe, coletados de criancas
hospitalizadas [do Carmo Debur et al., 2007]. Em Sao Paulo, o HMPV pode ser
detectado em 17,8% das 187 amostras positivas para virus, em um estudo com
pacientes pediatricos [Thomazelli et al., 2007]. Este agente também foi
demonstrado em 7,2% dos pacientes receptores de transplante de medula 6ssea

em S&o Paulo [Oliveira et al., 2008b].

O HBoV é outro virus emergente que tem sido associado a doenca do
trato respiratorio. Foi descrito pela primeira vez em 2005 [Allander et al., 2005] e
tem sido detectado com indices de prevaléncia que variam de 1,5% a 19% dos
pacientes com infec¢do respiratéria aguda [para revisdo ver Allander, 2008]. No
presente estudo, o HBoV foi detectado em 10,5% (7/64) das amostras positivas;
taxa superior ao observado para RSV, e HAdV. Duas (28,6%) destas amostras
apresentavam co-infeccdo com HRV ou WUPyV. Até onde sabemos, a presenca
de HBoV no Brasil foi descrita apenas duas vezes. Um estudo realizado em
nosso laboratério, demonstrou a excrecdo de HBoV em 2% (14/705) das

amostras fecais de criancas com diarréia [Albuquerque et al., 2007] e um
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segundo estudo publicado recentemente que descreve a detec¢cdo do HBoV em
aspirados de nasofaringe de pacientes menores de 5 anos hospitalizados com
infeccéo respiratéria em Ribeirdo Preto [Gagliardi et al., 2009]. Neste ultimo, o
HBoV também foi detectado em 10,5% (26/248) dos pacientes, sendo que 81%
(21) desses pacientes também foram positivos para outro virus respiratorio sem
qualguer exacerbacéo dos sintomas clinicos. Dois dos pacientes positivos para
HBoV também apresentavam co-infec¢cao por outro virus respiratorio. A primeira
co-infecgao (HBoV + HRV) foi uma crianca de 12 meses, do sexo feminino, com
febre, tosse, chiado, rinorréia e pneumonia, que apresentava os sintomas ha sete
dias e recebeu atendimento ambulatorial. A outra co-infec¢cado (HBoV + WUPYV)
foi de um menino de 10 meses com rinorréia, tosse e laringomalasia que foi
atendido na emergéncia. A incidéncia de co-infeccdo de HBoV com outros virus
respiratorios tem sido reportada, apesar de ndo se saber ainda a importancia
desse achado [Allander, 2008; Esposito et al., 2008]. Parece que a associacao
de HBoV com outros virus respiratorios agrava o quadro clinico [Esposito et al.,
2008], mas esse impacto ndo pode avaliado nesse trabalho, ja que apenas dois

pacientes apresentavam co-infeccéo.

Antes de 2003, apenas dois coronavirus humanos eram caracterizados: o
HCoV-229E e o HCoV-OC43. Estes agentes sdo associados a quadros de
infec¢des brandas do trato respiratorio superior [Couceiro & Albuquerque, 2008].
Desde 2003, trés novos coronavirus foram identificados, SARS-CoV, HCoV-
NL63 e HCoV-HKU1. O SARS-CoV entrou na populagcdo humana no final de
2002, e a epidemia se espalhou por 29 paises nas Américas do Norte e do Sul,

Europa e Asia. Aproximadamente 8000 individuos foram infectados, e a taxa de
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fatalidade ficou em torno de 10%. O ultimo caso da doenga ocorreu em abril de
2004 [revisado por Kahn, 2007 e Couceiro & Albuquerque 2008]. Diferentemente
do SARS-CoV, os outros dois novos coronavirus humanos provavelmente tém
circulado entre os humanos por muito tempo. O HCoV-NL63 tem sido identificado
em 1% a 10% das infec¢des do trato respiratorio de criangas [Pyrc, Berkhout &
van der HoeK, 2007]. Este virus é associado com doenca do trato respiratério em
criancas e adultos e pode ser uma causa comum de crupe [van der Hoek et al.,
2006]. O HCoV-HKUL1 tem sido detectado em baixas porcentagem de individuos
com doenca respiratoria variando de 0,3% a 2,4% [Woo et al.,2005b; Esper et al.,
2006; Lau et al.; 2006]. NO0s encontramos oito amostras positivas para HCoV,
sendo uma HCoV-HKU1, quatro positivas para HCoV-NL63 e trés amostras
HCoV-0OC43. O HCoV-NL63 tem sido relacionado a casos fatais de pneumonia,
principalmente envolvendo criangas [Pyrc, Berkhout, & van der HoeK, 2007]. Dos
guatro pacientes positivos desse estudo para HCoV-NL63 trés apresentavam
pneumonia. Todas as amostras foram colhidas na primavera. Os sintomas mais
relacionados com a infeccdo por HKU1 sdo rinorréia, tosse, chiado, febre e
bronquiolite ou pneumonia [Sloots et al., 2008]. O paciente positivo para HCoV-
HKUL1 tinha 4 meses de idade e apresentava febre, bronquiolite, congestao nasal
e chiado. Geralmente, o0 HCoV-OC43 causa resfriado comum, apesar de ja ter
sido associado a casos graves de infeccdo respiratéria aguda do trato
respiratério inferior. Rinorréia e bronquiolite foram os sintomas mais frequentes
nos pacientes positivos para HCoV-OC43, dois pacientes tinham menos de 6
meses de idade e ndo houve nenhum padrdo sazonal. Nado existem dados

disponiveis na literatura sobre a frequéncia das infec¢cdes por HCoV no Brasil,
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particularmente no que se refere ao novos coronavirus humanos. De fato, este é

o primeiro relato da circulagdo de HCoV-NL63 e HCoV-HKUL1 no pais.

Recentemente dois novos poliomavirus, KIPyV e WUPyV, foram
detectados em amostras do trato respiratério [Allander et al., 2007a; Gaynor et
al., 2007]. Desde entdo, estes agentes tém sido detectados em diferentes
regides do mundo, sugerindo a presenca global desses virus [Bialasiewicz et al.,
2008; Norja et al., 2007; Han et al., 2007b; Le et al., 2007; Foulongne et al.,
2008; Lin et al., 2008; Neske et al., 2008; Payungporn et al., 2008; Ren et al.,
2008; van der Zalm, et al., 2008]. Um fator que chama atencdo em relacdo a
esses virus é a alta taxa de co-infeccdo com outros virus respiratérios,
aproximadamente 80% para ambos poliomavirus [Bialasiewicz et al., 2008; Han
et al., 2007b; Le et al., 2007]. O papel desses virus como patdogenos respiratorios
ainda ndo estd bem estabelecido e alguns trabalhos tém demonstrado a
presenca desses virus na populagdo assintomética [Abed, Wang & Boivin, 2007,
Norja et al., 2007]. No presente estudo, esses virus estavam associados a outros
patdgenos respiratorios (WUPyV + HBoV e KIPyV + HMPV). O paciente positivo
para WUPYV era do sexo masculino e apresentava coriza e tosse, enquanto 0
positivo para KIPyV tinha dois anos de idade, sexo masculino e apresentava
febre, coriza, tosse e chiado. Este € o primeiro relato da circulagédo de KIPyV e
WUPYV no Brasil. Estudos posteriores, envolvendo grupos controles, séo
necessarios para melhor compreender o papel desses virus como patégenos
respiratérios, ja que € possivel que eles ndo estejam envolvidos em doenca e a

sua presenca no trato respiratério reflita 0 modo de transmisséo.
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Esses achados reforcam a necessidade de uma maior e melhor avaliagao
das doencas respiratorias virais na infancia, principalmente com relacdo aos
virus emergentes. Esses estudos assumem importancia ainda maior por serem
as infeccles respiratorias a principal causa de hospitalizagdo no primeiro ano de

vida.

93



Conclusoes

1. Com base nos resultados encontrados, € possivel concluir que os virus
representaram um causa importante de infeccées e doencas respiratorias
(31,2%) entre as criancas que buscaram atendimento médico nos hospitais

participantes deste estudo.

2. Neste estudo, aproximadamente 40% (25/64) dos pacientes positivos para
infecgdes virais tinham idadd ano , demonstrando o impacto dessas

infeccBes nesta faixa etéria.

3. Dos pacientes participantes do estudo e que foram positivos para algum
patogeno viral, 22% estavam hospitalizados; 28% foram atendidos no servico
de emergéncia; e 50% pacientes receberam atendimento ambulatorial. Estes
dados sugerem que as infeccdes respiratorias virais representam uma parcela
importante dos atendimentos médicos e, portanto tém papel significativo no

Sistema de Saude Publica das cidades do Rio de Janeiro e Teresopolis.

4. Os virus com genoma de RNA foram os patdégenos detectados com maior
frequéncia (78%) em relacdo aos virus com genoma de DNA, em

concordancia com os dados da literatura nacional e internacional.

5. Os resultados demonstraram a circulacédo dos virus respiratérios emergentes
(HMPV, HBoV, HCoV-HKU1 e NL63, HPyV Kl e WU) entre as criancas

habitantes das duas cidades em que o estudo foi realizado. Entretanto, sdo
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necessarios mais estudos, abrangendo um nimero maior de pacientes, para
demonstrar a importancia destes virus como agentes de doenca respiratéria

nesta populagéo.

6. Pela primeira vez foi demonstrada a circulagdo no Brasil dos coronavirus

HCoV-NL63, HCoV-OC43 e dos poliomavirus KIPyV e WUPyV.
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ANEXO |

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DE AMOSTRAS DE SECRECAO
RESPIRATORIA

Nome:

N° da amostra

Idade:

Bairro de Origem:

Hospitalizado [ |  Emergéncia [ |
Sintomas Clinicos:  [| Febre
[ Dor de garganta
[ ] Congestéo nasal
[ ] Pneumonia

Tempo de Duragéo dos Sintomas:

Ambulatério [
[ Bronquiolite
[ ] Tosse

(| Chiado

] Outros:

Local e Data da Coleta:
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Neste estudo foram analisadas 705 amostras fecais de criancas com
gastroenterite, coletadas entre 2003 e 2005. Nosso objetivo foi investigar se o
HBoV poderia infectar o trato gastrointestinal de humano e ser detectado nas fezes,
a exemplo do que ocorre com 0s bocavirus de animais, além de acessar a
frequéncia dessas infecgbes. O virus foi detectado em 2% das criangas com
gastroenterite e sem sintomas respiratérios, demostrando que o HBoV pode ser
replicado no intestino e excretado nas fezes e que poderia estar associado aos
quadro de gastroenterite. Esta foi a primeira descricdo da circulagdo de HBoV no

Brasil e na América do Sul.
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Human bocavirus (HBoV) was detected in 14 (2%) of
705 fecal specimens from Brazilian children with gastroen-
teritis. Coinfection with rotavirus, adenovirus, or norovirus
was found in 3 (21.4%) HBoV-positive specimens. None of
the HBoV-positive patients had respiratory symptoms.

uman bocavirus (HBoV) was first identified in pooled

human respiratory tract specimens from Swedish chil-
dren in 2005 and was provisionally classified within the
genus Bocavirus of the family Parvoviridae (1). Previous-
ly, the only parvovirus known to be pathogenic in humans
was B19 virus, which is responsible for Fifth disease in
children (2). Because HBoV was first found in respiratory
specimens, most epidemiologic studies have focused on
such specimens. Shortly after its first description in Swe-
den, HBoV was detected in respiratory tract specimens
from patients with respiratory illness in several parts of the
world (3-8).

Other members of the family Parvoviridae that infect
animals cause diseases such as leukopenia/enteritis syn-
drome, seen most commonly in dogs 8—12 weeks of age,
with clinical features of vomiting, anorexia, lethargy, and
diarrhea that lead to rapid dehydration (9). For this reason,
we hypothesized that HBoV may play a role in human
gastrointestinal disease. In this study, we retrospectively
tested stool specimens collected from 2003 through 2005
from Brazilian children with acute diarrhea to investigate
whether this virus can infect the human gastrointestinal
tract and be detected in feces, and to assess the frequency
of such infections.

The Study
A total of 705 stool specimens from Brazilian children
<15 years of age (median 3.5 years) with acute diarrhea

*Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil;
and tCenters for Disease Control and Prevention, Atlanta, Geor-
gia, USA
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were obtained from January 2003 through December 2005
and screened by PCR for HBoV DNA. Of these specimens,
285 (40.4%) were collected from hospitalized patients and
420 (59.6%) from outpatients: 142 (20.2%) from the emer-
gency department and 278 (39.4%) from walk-in clinics.
Only 1 specimen was obtained per patient. A total of 314
(44.5%) patients were <2 years of age, 190 (27%) were 2—5
years of age, 120 (17%) were 6-10 years of age, and 61
(8.6%) were 11-15 years of age. Age was not known for
21 patients. Relevant clinical information was collected on
a standard questionnaire. This information included hospi-
talization status, age, sex, and clinical symptoms.

Specimens were collected at university hospitals in
3 different cities in Brazil located in areas with distinct
sanitation conditions and socioeconomic backgrounds.
The specimens were previously tested for other enteric
viruses and bacteria, including rotavirus, norovirus, astro-
virus, adenovirus, Escherichia coli, Salmonella spp., Yer-
sinia enterocolitica, Campylobacter spp., and Shigella spp.
(10,11). The study protocol was reviewed and approved by
the Ethics Committee of the Instituto de Puericultura e Pe-
diatria Martagdo Gesteira of the Federal University of Rio
de Janeiro.

Stool suspensions were prepared as 10% (w/v) in
phosphate-buffered saline (pH 7.2), clarified by centrifuga-
tion at 2,500 g for 5 min. Two hundred microliters of each
suspension was used for DNA extraction with the Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI,
USA) according to the manufacturer’s instructions. PCRs
were performed as described (7) by using forward primer
HBoV 01.2 (5'-TATGGCCAAGGCAATCGTCCAAG-3')
and reverse primer HBoV 02.2 (5'-GCCGCGTGAACAT-
GAGAAACAGA-3') for the nonstructural protein 1 gene.
A 291-bp amplicon was generated. DNA samples were
subjected to 1 cycle at 95°C for 15 min, followed by 45
cycles at 94°C for 20 s, 56°C for 20 s, and 72°C for 30 s,
and a final extension at 72°C for 5 min. PCR products were
detected by agarose gel electrophoresis and staining with
ethidium bromide.

To confirm the presence of HBoV, amplified DNAs
of PCR-positive samples were purified by using the Wiz-
ard SV gel and PCR Clean-Up system kit (Promega). Se-
quences were determined by using the BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit and the ABI PRISM 3100 automated
DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). DNA sequences were assembled and analyzed with
the SeqMan, EditSeq, and MegAlign programs in the Lase-
gene software package (DNASTAR, Madison, WI, USA).
Nucleotide sequences obtained in this study were deposited
in GenBank under accession nos. EF560205-EF560216.

Fourteen (2%) of 705 diarrhea stool samples were
positive for HBoV by PCR. Rotavirus was detected in 84
(11.9%) samples, adenovirus in 34 (4.8%) samples, noro-
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virus in 24 (3.4%) samples, and astrovirus in 2 (0.3%) sam-
ples. Enteropathogenic bacteria were found in 57 (8.1%)
samples (10,11). The frequency of enteric pathogens iden-
tified in epidemiologic studies is variable (45%—54%)
and dependent on several parameters such as country and
type of method used for diagnosis (12-14). In our study,
a potential pathogen was found in 215 (30.5%) samples
(including HBoV-positive samples). No bacterial or virus
pathogen was found in 499 (69.5%) samples. Samples were
not tested for intestinal parasites, which in general account
for ~11% of the diarrhea etiology in developing countries
(12,14).

There was no obvious temporal clustering of the
HBoV-positive patients. The median age of HBoV-infected
children was 1.9 years; 11 children (78.6%) were <2 years
of age, 1 child was 35 months of age, 1 child was 11 years
of'age, and 1 child was 15 years of age. A total of 57% were
boys and 43% were girls. Three patients were coinfected
with other enteric viruses (1 with adenovirus, 1 with rota-
virus, and 1 with norovirus). All HBoV-positive patients
had diarrhea but none reported concomitant respiratory
symptoms. Fever was reported in 2 patients, vomiting in 1,
and bloody diarrhea in 2. One hospitalized boy (the oldest
study participant) was reported to be positive for HIV and
cytomegalovirus, and 1 hospitalized girl was undergoing
dialysis. Ten (71.2%) HBoV-positive children were hos-
pitalized because of diarrhea; 3 were outpatients (2 from
walk-in clinics and 1 from an emergency department).

A semiquantitative PCR of HBoV in stool specimens
was performed by using dilutions of DNA extracted from
stool samples. We detected DNA up to a dilution of 1073 in
3 samples. In the remaining samples, DNA was detected
only in undiluted samples. Sequence analysis showed high
nucleotide similarity between Brazilian samples and the
Chinese respiratory HBoV WLL-3 strain (GenBank acces-
sion no. EF584447) from the People’s Republic of China
(91.8%—-99.6%) and among the Brazilian samples (96.4%—
100%) (Figure). We could not compare our enteric strains
with a Spanish enteric strain (8) because we sequenced a
different portion of the virus genome. Strain MC-8 showed
the lowest homology with the WLL-3 strain (91.8%) and
with the other Brazilian strains (96.4%). We are conducting
additional sequencing to characterize the complete genome
of this strain to confirm that it represents a new variant of
the virus.

Conclusions

HBoV has been isolated from respiratory specimens
from patients with acute respiratory illness, and increasing
evidence suggests a causal relationship with this disease
(3-8). The presence of HBoV in the human gastrointestinal
tract was demonstrated by Vicente et al. (8), as well as in
our study. In the first study, virus was isolated from feces
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Figure. Phylogenetic analysis of nucleotide sequences of the
nonstructural protein 1 gene of enteric strains of human bocavirus
from Brazil. The dendrogram was constructed with the Clustal
W algorithm of the MegAlign program in the Lasegene software
package (DNASTAR, Madison, WI, USA). The length of each pair
of branches represents the distance between sequence pairs.
Dashed lines on a phenogram indicate a negative branch length.
GenBank accession nos. are shown with strains.

of children with gastroenteritis with or without symptoms
of respiratory infection. Coinfection with other intestinal
pathogens was found in 28 (58.3%) of 48 HBoV-positve
samples. In our study, none of the HBoV-positive patients
reported respiratory symptoms. Coinfection with other en-
teric viruses was found in 3 (21.4%) of 14 HBoV-positive
samples. High titers of DNA in some specimens suggest
that the virus replicates in the human gut. However, ad-
ditional studies that include control groups are needed to
demonstrate an association between HBoV infection and
gastroenteritis.

This article represents a portion of a thesis submitted by
M.C.M.A. to the Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil,
as a partial fulfillment of the requirements for a Doctor of Science
degree.

This study was supported in part by Conselho Nacional
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Neste estudo foram analisados 205 swabs nasais de criangas com infeccao
respiratéria coletados entre marco de 2006 e outubro de 2007. Nosso objetivo foi
investigar a ocorréncia de infec¢bes respiratérias associadas com HMPV, HBoV,
HCoV-HKU1, HCoV-NL63, KIPyV, e WUPyYV entre criangas brasileiras. O estudo
revelou a circulagéo destes agentes em 9,2% dos pacientes estudados sugerindo

gue estes virus poderiam ser patdgenos respiratdrios importantes no pais.



DISPATCHES

Novel Respiratory
Virus Infections in
Children, Brazil

Maria Carolina M. Albuquerque, Gisele P.A. Pena,
Rafael B. Varella, George Gallucci, Dean Erdman,
and Norma Santos

Recently discovered respiratory viruses were detected
in 19 (9.2%) of 205 nasal swab specimens from children in
Brazil with respiratory illnesses. Five each were positive for
human metapneumovirus (HMPV) alone and human bocav-
irus (HBoV) alone, 3 for human coronaviruses (HCoV-HKU1
or -NL63) alone, and 6 for more than 1 recently discovered
virus.

Viral infections are among the leading causes of respira-
tory disease in children. Most of these infections are
caused by respiratory syncytial virus (RSV), influenza vi-
rus A or B (FluV), parainfluenza virus (PIV), rhinovirus
(RV), or adenovirus (AdV). Several recently discovered
viruses, such as human metapneumovirus (HMPV), human
bocavirus (HBoV), and the human coronaviruses (HCoVs)
NL63 and HKU1, have been identified as potential respira-
tory pathogens (1). In addition, 2 new human polyomavi-
ruses (HPyVs), KIPyV and WUPyV, have been detected
in patients with respiratory infections (1). In Brazil, epide-
miologic studies have demonstrated the extent to which vi-
ruses cause respiratory illness in children (2-4). However,
because such studies have focused on the most common
viral pathogens, the extent to which the novel respiratory
viruses are etiologic agents of respiratory disease in Bra-
zilian children remains unknown. In this study, we sought
to investigate the occurrence of respiratory infections as-
sociated with HMPV, HBoV, HCoV-HKU1, HCoV-NL63,
KIPyV, and WUPyV among children in Brazil.

The Study

The study protocol was reviewed and approved by the
research ethics committees of the Institute of Puericulture
and Pediatrics Martagdo Gesteira of the Federal University
of Rio de Janeiro and the Educational Foundation of Serra
dos Orgios of Teresopolis. The parents of all children in-
volved in the study gave informed consent for their chil-

Author affiliations: Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, Brazil (M.C.M. Albuquerque, G.P.A. Pena, N. Santos);
Centro Universitario Serra dos Orgéos, Teresépolis, Rio de Janeiro
(R. B. Varella); and Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, Georgia, USA (G. Gallucci, D. Erdman)
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dren’s participation in accordance with Resolution 196/96
of the Brazilian Ministry of Health.

Nasal swabs from 205 children (median age 3.3 years;
range 1 month to 15 years) with acute upper or lower respi-
ratory illnesses were collected from March 2006 through
October 2007 and tested for viral pathogens. Acute respi-
ratory illness was defined by the presence of rhinorrhea,
cough, respiratory distress, or sore throat, associated or not
with fever, for a maximum duration of 7 days. The speci-
mens were collected from hospitalized patients, emergency
departments, and walk-in clinics at 2 university hospitals in
the cities of Rio de Janeiro and Teresopolis. Relevant clini-
cal information, including patients’ hospitalization status,
age, sex, and clinical symptoms, was collected during the
first medical visit by means of a standard questionnaire.

The nasal swabs were immersed in 1 mL of virus
transport media and kept at —70°C until processing. Nucleic
acid was extracted from 200 pL of the sample by using the
Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega, Madi-
son, WI, USA) or RNAgents kit (Promega) according to
the manufacturer’s instructions. Specimens were tested
for presence of FluV A and B (5), PIV 1- 4 (6), AdV (7),
RSV (8), RV (8), HMPV (9), HBoV (10), WUPyV (11),
and KIPyV (12) by conventional PCR assays as previously
described. A real-time PCR protocol was used for detection
of HCoVs (229E, OC43, NL63, and HKU1) (13).

Of the 205 samples tested, 63 (30.7%) were positive
for at least 1 of the viral pathogens specified above. Nine-
teen (9.2%) were positive for at least 1 of the newly de-
scribed viruses: 5 for HMPV only, 5 for HBoV only, 3 for
HCoV-HKU1 or HCoV-NL63 only, and 6 for co-infections
with these viruses, including 2 samples positive for KIPyV
or WUPyV (Table). Of the samples positive for common
respiratory viruses, 33 were positive for rhinovirus only,
5 for FluV A only, 3 for RSV only, and 1 each for HCoV-
0OC43 and AdV only. Two samples were positive for >1
common respiratory viruses, and PIV was not detected (on-
line Appendix Table, available from www.cdc.gov/EID/
content/15/5/806-appT.htm). The age of the patients infect-
ed with the newly described viruses ranged from 4 months
to 11 years (median 2.7 years). The most frequent clini-
cal symptoms were fever, rhinorrhea, cough, sore throat,
wheezing, bronchiolitis, and pneumonia (Table). Although
the specimens were collected from symptomatic children
and a wide range of viruses were screened for by highly
sensitive methods, less than one third of the samples were
positive. Perhaps if we had collected nasopharyngeal swabs
or aspirates, the percentage of samples that tested positive
would have been higher.

The diagnosis for most patients infected with HCoV-
NL63 or HCoV-HKU1 was pneumonia. Of the 3 patients
with single infections, 2 were hospitalized and 1 was treat-
ed at the emergency department; the 2 patients with mixed
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Table. Clinical symptoms observed among patients with a single infection, by virus, Brazil, 2006—-2007*

Clinical % Patients (no. positive/no. tested)

symptom HCoV-HKU1 or NL63 HMPV HBoV RV FluVv A RSV HCoV-0C43 AdV
Fever 100 (3/3) 80 (4/5) 80 (4/5) 52 (17/33) 40 (2/5) 100 (3/3) 0 (0/1) 100 (1/1)
Rhinorrhea 33 (1/3) 60 (3/5) 60 (3/5) 67 (22/33) 80 (4/5) 100 (3/3) 0 (0/1) 0 (0/1)
Cough 33 (1/3) 100 (5/5) 80 (4/5) 67 (22/33) 40 (2/5) 33 (1/3) 0 (0/1) 100 (1/1)
Sore throat 0 (0/3) 20 (1/5) 20 (1/5) 6 (2/33) 60 (3/5) 0 (0/3) 0 (0/1) 0 (0/1)
Wheezing 33 (1/3) 40 (2/5) 80 (4/5) 27 (9/33) 20 (1/5) 0 (0/3) 0 (0/1) 100 1/1)
Bronchiolitis 33 (1/3) 20 (1/5) 0 (0/5) 12 (4/33) 0 (0/5) 0 (0/3) 100 (1/1) 0 (0/1)
Pneumonia 100 (3/3) 0 (0/5) 40 (2/5) 27 (9/33) 20 (1/5) 0 (0/3) 0 (0/1) 0 (0/1)

*HCoV, human coronavirus; HMPV, human metapneumovirus; HBoV, human bocavirus; RV, rhinovirus; FluV A, influenza virus A; RSV, respiratory

syncytial virus; AdV, adenovirus.

infection of HCoV-NL63 and HMPV or RV were treated
at walk-in clinics.

Patients with HMPV infections had a myriad of
symptoms, including fever, cough, rhinorrhea, wheezing,
and sore throat. Of the 5 patients with single infections,
4 were treated at walk-in clinics and 1 was treated at an
emergency department. A patient co-infected with HMPV
and HCoV-NL63 was treated at a walk-in clinic, and a pa-
tient co-infected with HMPV and KIPyV and 1 co-infected
with HMPV, HCoV-0OC43, AdV, and RV were treated at
an emergency department. The patient co-infected with
KIPyV was a 4-year-old boy with cough, fever, rhinorrhea,
and wheezing.

HBoV was detected in samples from 5 patients as a
single infection and in samples from 2 patients as a co-in-
fection with RV or WUPyV. Three patients had pneumonia
(2 single infections and 1 co-infection with RV). Two of
the 3 were treated at walk-in clinics; 1 of the patients with
only HBoV infection was hospitalized. The patient co-in-
fected with WUPyV was a 10-month-old boy who had been
treated at an emergency department after exhibiting cough,
rhinorrhea, and laryngomalacia.

Conclusions

Previous studies have documented the importance of
respiratory virus infections among pediatric patients in
Brazil (2-4). However, the effect of the so-called emerg-
ing respiratory viruses on the children of Brazil is yet to be
clarified. Few studies have demonstrated the circulation of
HMPYV among Brazilian children (4,14), and to our knowl-
edge, none have described the circulation of HBoV, HCoV,
or HPyVs as respiratory pathogens in Brazil, although 1
study did report the presence of HBoV in the stools of Bra-
zilian children with gastroenteritis (15). Our finding that
HMPV, HBoV, HCoV-HKU1 or HCoVB-NL63, or the
newly described KIPyV or WUPyV was present in 9.2%
of the tested samples suggests that these viruses could be
important respiratory pathogens in the country. However,
further investigative studies that include appropriately
matched control groups will be necessary to demonstrate
that these novel viruses act as etiologic agents of respira-
tory disease in Brazil.
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