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Resumo

Introducdo: As infeccbes respiratorias causam elevadas morbidade e
mortalidade, sendo o0s virus o0s principais agentes destas doencas. O
monitoramento e vigilancia de virus respiratérios, desde os mais conhecidos
até os emergentes, sdo importantes para a gestado em saude, orientando tempo
de profilaxia e minimizando o impacto de epidemias nas comunidades.

Objetivos: Estudar a epidemiologia molecular do virus sincicial
respiratério (VSR) e descrever a epidemiologia dos seguintes virus: influenza
(IF), influenza A (H1N1), adenovirus (AdV) e parainfluenza (PIV) no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Para isso foram conduzidos trés estudos: (1)
caracterizacao das infeccdes respiratérias causadas por VSR, IF, AdV e PIV
em criangas; (2) validagdo de uma técnica de reagcdo em cadeia da polimerase
em tempo real (RT-PCR) para deteccdo de VSR A/B e IF A/B e (3)
caracterizacao de genétipos do VRS em criangas com infecgdes comunitarias e
hospitalares.

Métodos: No primeiro estudo foram levantadas as seguintes variaveis:
casos de infeccoes respiratérias por VSR, AdV, PIV ou IF e H1N1; internagdes
em enfermarias hospitalares e internacdes em unidades de terapia intensiva
(UTI); infeccbes hospitalares e taxas de letalidade. As varidveis foram
coletadas durante o atendimento de criancas (idade 0-12 anos) no HCPA entre
2007 e 2010. No segundo estudo, os alvos do ensaio de RT-PCR foram: o
gene da proteina da matriz de IFA, o gene da hemaglutinina do IFB e o gene
da nucleoproteina de RSVA/B. A especificidade do ensaio e seu limite de
deteccdao foram determinados. Uma comparacdo entre RT-PCR e
imunofluorescéncia indireta foi realizada. No terceiro estudo, 63 isolados de
VSR (21 de origem nosocomial e 42 adquiridos na comunidade) foram
sequenciados para estabelecer uma analise filogenética deste virus.

Resultados: Cada um dos virus estudados apresentou um
comportamento diferente. O VSR demonstrou ser o principal agente envolvido
em infeccoes nosocomiais. J& os pacientes com AdV, bem como o VSR,
apresentaram altas taxas de admissdo em UTI em 2007 e 2010. O AdV e o
H1N1 tiveram as maiores taxas de letalidade. O ensaio de RT-PCR mostrou-se
especifico e foi mais sensivel do que a imunofluorescéncia, sendo capaz de
detectar co-infecgdes. Os seguintes limites de detecgdo foram obtidos: 1



cépia/mL para a IFA, 10 cépias/mL para IFB, 5 copias/mL para RSVA e 250
cépias/mL para RSVB. A investigacédo dos gendtipos de VSR revelou que todos
os isolados VSRA circulantes eram do mesmo grupo filogenético, o genétipo
NA1 de origem japonesa. Por outro lado, os isolados VSRB foram distribuidos
em grupos diferentes: BA4, POA1, POA2, POA3 e POA4. Este estudo foi o
primeiro que descreveu a circulacdo do gendtipo NA1 no Brasil, bem como
quatro novos gendtipos (POA1, POA2, POAS3 e POA4).

Conclusao: Os resultados obtidos no primeiro estudo demonstram o
impacto das epidemias sazonais de virus respiratérios. O segundo estudo
corroborou relatos da literatura que técnicas moleculares, como RT-PCR, sao
adequadas para a deteccao de virus respiratérios. O terceiro estudo relatou
gendtipos emergentes de VSR. Estudos de vigilancia como os descritos acima
deveriam ser conduzidos periodicamente para acompanhar o padrdo de

comportamento dos virus na populagéo alvo.

Palavras-chave: virus sincicial respiratorio; virus influenza; influenza A
(H1N1); adenovirus; virus parainfluenza; reagcdo em cadeia da polimerase em

tempo real; epidemiologia molecular.



Abstract

Background: Respiratory tract infections of viral origin are a major cause
of morbidity and mortality worldwide. Surveillance of well-known viruses and
emerging threats is important for management, prophylaxis and to minimize
impact on the community.

Objective: To study the molecular epidemiology of respiratory syncytial
virus (RSV) and describe the epidemiology of viruses: influenza (IF), influenza A
(H1N1), adenovirus (AdV) and parainfluenza (PIV) at Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Three studies were performed: (1) characterization of respiratory
infections caused by RSV, IF, AdV and PIV in children, (2) validation of a
technique of polymerase chain reaction in real-time (RT-PCR) to detect RSVA/B
and IFA/B and (3) detection of genotypes of RSV in children with community-
and hospital-acquired infection.

Methods: In the first study, variables such as number of cases of viral
(RSV, AdV, PIV or IF and H1N1) infection, hospitalizations in general wards and
intensive care units (ICUs), nosocomial infections and lethality rates were
collected. These variables obtained from each children (age 0-12 years)
between 2007 and 2010. In the second study the assay RT-PCR was used to
target the matrix gene of IFA, the hemagglutinin gene of IFB and the
nucleoprotein gene of RSVA/B. The specificity of the assay and its limit of
detection were determined. A comparison of RT-PCR and indirect
immunofluorescence was performed. In the third study, 63 RSV isolates (21
nosocomial and 42 community-acquired) were submitted to sequencing to
establish a phylogenetic analysis of this virus.

Results: The different viruses presented a diversity of behaviors
according to hospitalization, nosocomial outbreaks or lethality in children. RSV
accounted for most nosocomial infections. Rates of ICU admission for AdV and
RSV infection were highest in 2007 and 2010. During 2008—2009, H1N1 and
AdV had the highest ICU admission rates. AdV and H1N1 had the highest
lethality rates. The RT-PCR assay was more sensitive than
immunofluorescence and it was able to detect viral co-infections. Futhermore,
the limits of detection were 1 copy/uL for IFA, 10 copies/uL for IFB, 5 copies/uL
for RSVA, and 250 copies/uL for RSVB. The genotyping study showed that
hospital- and community-acquired RSVA isolates were from the same



phylogenetic group (the same group of the NA1 Japanese isolates).
Conversely, RSVB isolates were distributed across different groups: BA4,
POA1, POA2, POA3 and POA4. This was the first study to describe circulation
of the NA1 genotype in Brazil, as well as four RSVB genotypes: POA1, POA2,
POAS3 and POA4.

Conclusion: The results obtained in the first study demonstrate the
impact of seasonal epidemics of respiratory viruses. The second study
confirmed that molecular techniques such as RT-PCR, are suitable for the
detection of respiratory viruses. The third study reported emerging genotypes of
RSV. Surveillance studies such as this should be performed periodically to
monitor the behavior pattern of the virus in the target population.

Keywords: respiratory syncycial virus; influenza virus; influenza A
(H1N1); adenovirus; parainfluenza virus; real time polymerase chain reaction;

molecular epidemiology.
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1.0 Introducao

As infecches respiratérias representam um grave problema de saude
publica no mundo devido a sua ampla distribuicao e facilidade de disseminacao
na comunidade. A morbidade causada por estas infeccbes sao elevadas,
especialmente em grupos populacionais mais suscetiveis. A carga de doenca
por infeccdo respiratéria € maior do que em outras infecgdes.! Por exemplo,
mundialmente no ano de 2002, 18% da mortalidade em criancas menores de 5
anos de idade foi causada por infeccoes respiratorias, contra 15% de
mortalidade por doencas diarreicas e 11% por malaria.? Adicionalmente,
infecgbes do trato respiratério inferior sdo a primeira causa de mortes em
paises de baixa renda e a terceira causa mundial em 6bitos.® Entre criancas,
um estudo de revisao sistematica realizada por Black e colaboradores estimou
em aproximadamente 1,5 milhGes de mortes por infeccoes respiratérias em
todo o mundo durante o ano de 2008.* Anualmente, as infeccdes respiratérias
apresentam impactos devastadores nas nossas sociedades, tais como altos

custos de assisténcia médica, perda de produtividade e mortes.®

As infecgdes respiratérias incluem uma diversa gama de manifestacoes
clinicas. Normalmente sao classificadas como infeccdes respiratérias do trato
superior (amigdalite, otite, rinofaringite, sinusite, laringotraqueite ou crupe,
entre outras) ou trato inferior (por exemplo, pneumonia e bronquiolite).”® Estas
manifestacdes podem estar presentes nas diferentes fases da vida humana,
porém as criancas tendem a ser as mais afetadas.” As infeccdes respiratérias
também tém sido reconhecidas como causa de doencga entre grupos de adultos
suscetiveis, como os idosos e adultos imunodeprimidos.®

Os virus sdo os agentes responsaveis pela maioria das infeccdes
respiratérias. As viroses que infectam principalmente o trato respiratério
incluem os virus influenza e parainfluenza, adenovirus, rinovirus, coronavirus,
bocavirus, metapneumovirus, enterovirus e virus sincicial respiratério.'? Porém,
0s virus respiratérios tém comportamentos diferentes. Alguns tém distribuicao

13,14,15

sazonal como o virus sincicial respiratério e influenza, enquanto que

outros ndo tém relagdo com elementos climaticos, como o adenovirus.'® Muitos
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podem ser agentes de surtos ou de pandemias como o adenovirus'”'®

eo
virus influenza'®, respectivamente. Algumas populacdes sdo alvo mais
freqUentes de uma virose especifica, como 0 caso das criangas que sao muito
afetadas pelo virus sincicial respiratério, amplamente conhecido como o agente
etiolégico mais freqliente em infecgdes respiratérias do trato inferior como a

bronquiolite.?%%2

Estes diferentes comportamentos dos virus respiratérios fazem com que
o monitoramento destas viroses seja de grande importancia. Adicionalmente o
surgimento inesperado de virus emergentes, tais como: virus influenza A
H5N1; metapneumovirus humano; SARS coronavirus; coronavirus NL63;
bocavirus humano; virus influenza A H1N1 (pandemia de 2009), fez crescer a
importancia da vigilancia sobre os virus respiratérios nos Ultimos dez anos.?®
Assim, o monitoramento e vigilAncia tanto de virus respiratérios mais
conhecidos como de ameacas emergentes inesperadas sao importantes para a
gestdo em saude e para minimizar o impacto das infec¢des respiratorias nas
comunidades. Os estudos de vigilancia viral sdao importantes para orientar
tempo de profilaxia e outras possiveis intervencdes clinicas. Por exemplo, a
vigilancia dos picos de virus sincicial respiratério € importante para
acompanhar a sazonalidade deste virus e para o planejamento de profilaxia em
criangas vulneraveis. Para a influenza, a vigilancia é importante para a
concepgao de vacinas adequadas, planejamento de tempo para profilaxia e
para a deteccdo de novos virus. A estratégia de vigilancia da doenca
respiratéria tem o potencial de reduzir tanto os custos em salude quanto a

morbidade e mortalidade das infecgdes.?*

Assim, este trabalho esta voltado para a descricdo do cenario das
infecgbes respiratérias causadas por influenza, virus sincicial respiratorio,
adenovirus e parainfluenza entre criancas atendidas no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre entre os anos de 2007 a 2010. Neste trabalho também é
apresentada uma metodologia molecular para deteccao e diferenciacdo em
subgrupos dos virus influenza e sincicial respiratério. E, devido a grande
importancia do virus sincicial respiratério entre as criancas, este trabalho visou
estudar a epidemiologia molecular deste virus com a genotipagem das cepas

circulantes no ano de 2010.
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2.0 Revisao da Literatura

Esta revisdo tem como tema os quatro virus respiratérios que sao
abordados neste trabalho: adenovirus, influenza, parainfluenza e virus sincicial
respiratério. Alguns aspectos destas quatro viroses sdao abordados, assim

como a investigacao laboratorial dos virus respiratorios.
2.1 Adenovirus

2.1.1 Aspectos gerais

Os adenovirus (AdV) foram isolados pela primeira vez em 1953 em uma
cultura de células adendides humanas. Rowe e colaboradores descreveram o
agente como “adenoid degeneration agent”, pois o virus induzia a degeneragao
de células adenéides de criancas.?® Subsequentemente, este mesmo agente foi
descrito por outros pesquisadores - Hilleman e Werner — em amostras
respiratérias obtidas de recrutas militares. Posteriormente demonstrou-se que
os dois agentes eram relacionados e em 1956 cunhou-se o termo adenovirus
para este virus. Desde entdo multiplos sorotipos deste virus foram descritos,
isolados de humanos e animais.?® Em animais, especialmente em roedores, o
AdV esta bastante relacionado ao surgimento de tumores. Este fato nao foi
confirmado nos hospedeiros humanos de adenoviroses e atualmente, este
virus esta sendo utilizado como vetor em estudos de terapia génica.
Clinicamente o AdV tem uma ampla gama de manifestagdes clinicas, mas é
muito relacionado a infeccOes respiratérias agudas, especialmente entre
recrutas militares. Além disso, o AdV tem sido causa de preocupagdo nas

infeccdes entre pacientes imunocoprometidos. 26

2.1.2 Taxonomia

Todos os adenovirus descritos estdo agrupados taxonomicamente na
familia Adenoviridae que é subdivida em quatro géneros: Aviadenovirus,
Atadenovirus, Siadenovirus e Mastadenovirus.'® O género Mastadenovirus
compreende os AdV que infectam mamiferos e, portanto este género

compreende as espécies virais que infectam os humanos. O género
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Mastadenovirus compreende 7 espécies (A até G; sendo a espécie B

subdividida em B1 e B2) e 52 sorotipos,?® 2”28 descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Descricdo de espécies e sorotipos do género Mastadenovirus.

Espécies Sorotipos

A 12, 18, 31

B1 3,7,16,21,50

B2 11,14, 34, 35

C 1,2,5,6

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51
E 4

F 40, 41

G 52

Adaptado de: Robinson & Echavarria, 2007; Jones et al., 2007. %27

2.1.3 Descricao do agente e patogénese

Os AdV possuem uma estrutura icosaédrica (capsideo) nao-envelopada
medindo 70 a 90 nm de diametro protegendo seu DNA dupla fita de
aproximadamente 36 Kb.?® O capsideo é composto de 252 subunidades
(capsdmeros), dos quais 240 sdo hexons e 12 sdo pentons ou complexos
pentaméricos. Cada complexo pentamérico contém uma base e uma projecao
de fibras, cujo comprimento varia entre os diferentes sorotipos.?® Os hexons
tem sitios antigénicos comuns a todos os adenovirus humanos, enquanto as
fibras possuem determinantes antigénicos tipo-especifico e alguns espécie-
especificos. Estes antigenos das fibras sao responsaveis por hemaglutinacao

in vitro.?®

O genoma viral contém aproximadamente 40 genes. Os principais sdo
0s genes de transcricdo precoces (early genes - E1A, E1B, E2, E3 e E4), os
expressos mais tardiamente na fase precoce (IX e IVa2) e os expressos
tardiamente (late genes — L1 a L5). Em alguns sorotipos virais sdo também

descritos nontranslated genes.?®
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Toda esta estrutura viral com suas variantes pode interagir in vivo com
as células de trés diferentes maneiras: infeccdo produtiva, infeccéo latente ou
persistente e causando transformacédo celular (oncogénese). A infecgao
produtiva ocorre principalmente em células mucoepiteliais. Ja a infeccao latente
ocorre primariamente em células do tecido linfoide (como amidalas e
adendides). A transformacao das células (ou oncogénese) pelo adenovirus nao
€ relatada em células humanas, mas sim em infecgcdes em roedores. Nestes
casos o AdV se integra ao genoma da célula do hospedeiro e induz replicacao
celular sem a replicagdo viral.?® Em geral a infecgdo se inicia pelas células
epiteliais que revestem orofaringe ou intestino. As proteinas da fibra viral é que
determinam a especificidade do virus para célula-alvo.?®*° A atividade téxica da
proteina da base pentamérica pode resultar em inibicdo do transporte celular
de RNAm e sintese protéica, arredondamento da célula hospedeira e lesao

tecidual.®

2.1.4 Transmissio e Epidemiologia

As particulas virais de AdV resistem a ressecamento, detergentes e
secregdes do trato gastrointestinal. Portanto, estes virus sdo considerados
ubiquos. A ubiqlidade do AdV possibilita sua transmissao por fomites, além da
transmissao respiratéria e fecal-oral, que sao as rotas tradicionais da circulacao

viral no organismo hospedeiro.?®*'

Infec¢des por AdV sdo comuns estimando-se que 1 a 5% das infecgoes
respiratérias e 5 a 15% das diarréias agudas sdo adenoviroses.'®?® Estudo
realizado em Porto Alegre entre criangas com sintomas respiratérios mostrou
uma prevaléncia de 2% de AdV.** Além de infeccdes respiratérias e
gastrointestinais, muitas manifestacdes de conjuntivite estdo associadas com
infeccdes por AdV.'®?® Mais de 80% das infeccdes por AdV ocorrem em
criancas menores de 4 anos devido a falta de imunidade humoral, mas
pacientes imunodeprimidos sao também mais suscetiveis. Surtos por AdV
podem ocorrer em criancas saudaveis ou adultos convivendo em ambientes
fechados ou lotados (particularmente infeccdes em creches, hospitais, clinicas
geriatricas e entre recrutas militares). Infec¢des “intra-familiares” sdo comuns.

A grande maioria destes casos sdo infecgbes auto-limitadas. No entanto, o
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espectro clinico € amplo, especialmente devido a grande variabilidade de
sorotipos. A infeccao disseminada por AdV ou pneumonia pode ser fatal, tanto

em pacientes immunocompetentes como em imunocomprometidos.®

O AdV nao apresenta uma clara distribuicao sazonal, ou seja, este virus
pode ter atividade durante todo o ano sem relagdo com temperatura e
umidade.®* Todos os sorotipos de adenovirus apresentam ampla distribuicao
global, sendo os sorotipos 1 a 5, 7, 21 e 41 0os mais comumente associados
com doenca humana.'® Porém a prevaléncia dos sorotipos difere entre os
paises ou regides e também conforme o periodo de tempo avaliado.?®3>%
Transmissdo de novas cepas virais entre paises ou mesmo entre continentes,
causando a substituicao dos sorotipos dominantes por cepas novas tem sido
relatada.'®®” Exemplo desta situacdo foi demonstrado por diferentes estudos
realizados para rastreamento do sorotipo 7. Este sorotipo (assim como outros
sorotipos) pode ser dividido em diferentes gendétipos e estudos realizados por
Wadell e colaboradores demonstraram que AdV-7c e 7b foram predominantes
na América do Norte, Europa e Austrélia entre 1960 e 1980.® Em Pequim,
China, o gendtipo AdV-7d predominou nas décadas de 1980 e 1990 e foi
responsavel por surtos no Japdo em 1995 e Coréia na década de 1990."7:3940
Na América Latina, AdV-7b foi predominante em meados da década de 1980,
quando houve a emergéncia de uma nova cepa (AdV-7h) na Argentina, Brasil e
Chile.*'** Estes varios estudos enfatizam que novos sorotipos ou novos
genoétipos podem emergir como dominantes e geralmente apresentam
viruléncia mais elevada ou maior transmissibilidade do que as cepas
anteriores.'® Estas variantes novas sdo denominadas por alguns autores como
cepas intermediarias. A rastreabilidade destas cepas € de grande importancia
clinico-epidemioldgica especialmente por estas estarem envolvidas em

adenoviroses mais agressivas ou surtos.**

2.1.5 Significancia Clinica

Os AdV apresentam amplo espectro de manifestacbes clinicas,
especialmente devido a grande variabilidade de sorotipos. Isso ocorre porque
os diferentes sorotipos exibem tropismos por tecidos diferentes e este tropismo
esta correlacionado com as manifestacdes clinicas apresentadas pelo
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hospedeiro, embora possa haver alguma sobreposicao entre sorotipos e suas

manifestacdes.?®3"*> O tropismo celular dos diferentes sorotipos é mediado

pela fibra presente no capsideo viral. Assim, diferencas no gene codificante da

fibora estdo diretamente relacionadas com diferencas no tropismo vira

| 16,46

Sendo assim, este virus é importante clinicamente para varios grupos

diferentes de pacientes,'® como demonstrado na tabela 2.

Tabela 2 — Manifestagdes clinicas das adenoviroses, sorotipos virais mais

frequentemente envolvidos e seus hospedeiros.

Manifestacao clinica

Sorotipos
mais freqlentes

Hospedeiros mais frequientes

Infeccao do trato respiratorio superior

Infecgao do trato respiratorio inferior

Doenca respiratoria aguda
Conjuntivite aguda

Conjuntivite aguda hemorragica
Febre Faringoconjuntival
Ceratoconjuntivite Epidémica
Gastroenterite

Cistite hemorragica

Hepatite

Miocardite

Meningoencefalite

Doenga disseminada

1-3,5,7
3,4,7,21
4,7

1-4,7

3,4,7
8,9, 37
40, 41
11
1-3,5,7
7, 21

7

1,2,5,11, 34,35

Criancas

Criancas e adultos imunocomprometidos
Recrutas militares

Criancas

Criancas

Criancas

Individuos de qualquer idade

Criancas

Criancas e adultos imunocomprometidos
Criancas e adultos imunocomprometidos
Criancas

Criancas e adultos imunocomprometidos
Adultos imunocomprometidos e

recém-nascidos

Adaptado de: Robinson & Echavarria, 2007.%

Assim, embora o AdV apresente uma ampla gama de manifestacoes

clinicas, destacam-se as infecgcdes respiratérias causadas por estes virus. As

infeccbes respiratorias por

AdV sdao mais frequentes em criancas,

apresentando um periodo de incubagdo entre 2 a 14 dias geralmente

apresentando sintomas como: congestdo nasal, febre, coriza, tosse, faringite,
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adenopatias cervicais, podendo ou ndo ser acompanhados de otite média.?®
Estes sintomas normalmente sdo brandos e auto-limitados. Porém infeccoes
por AdV no trato respiratério inferior (como bronquiolite, pneumonia) podem ser
severas e algumas vezes fatais, principalmente em criancas abaixo de 2 anos
de idade. Também estas infecgcbes em pacientes hospitalizados, especialmente

criancas, freqlientemente podem levar a graves conseqiiéncias clinicas'®*’

e,
assim, estas infeccoes hospitalares por AdV sdo motivo de monitoramento
constante pelas equipes de controle de infeccdo em hospitais. Ja infecgdes
respiratérias aguda por AdV sao incomuns em adultos civis imunocompetentes,
porém sdo frequentes os surtos entre os recrutas militares e as taxas de
hospitalizacdo nestes casos pode chegar a 50%.2° Também entre pacientes
imunocomprometidos a doenga severa por AdV pode ocorrer. Taxas de
mortalidade variaveis (entre 12 e 70%) sao reportadas para pacientes
pediatricos transplantados com 6rgaos sélidos ou adultos transplantados de
médula 6ssea.*® Nestes pacientes a cistite hemorragica pode ser
especialmente severa e um sinal do inicio da doenca disseminada por AdV.%
Infeccdo disseminada por AdV pode ser fatal, tanto em pacientes

immunocompetentes como em imunocomprometidos.®

2.1.6 Profilaxia e Tratamento

Um programa de vacinagao contra AdV foi realizado entre os recrutas
militares americanos durante os anos de 1971 e 1998. A vacina utilizada tinha
aplicagéo oral e continha em sua formulagéo virus vivo atenuado dos sorotipos
4 e 7, 0os mais comumente envolvidos nas infeccdes respiratdrias agudas deste
grupo populacional. Durante os anos de vigéncia do programa americano a
morbidade e mortalidade por AdV entre os recrutas militares foram muito
reduzidas. Porém em 1996, o Unico fabricante da vacina cessou sua producao
e a profilaxia foi interrompida. Com a descontinuagdo da vacinagdo, 0os casos
de infeccOes respiratérias agudas severas causadas por AdV ressurgiram.
Assim, uma segunda geracdo da vacina contra os tipos adenovirus 4 e 7 foi
aprovada pelo FDA nos Estados Unidos em marco 2011 e o programa de
vacinacdo contra AdV para recrutas militares americanos foi retomado em
outubro de 2011.*® Os recrutas militares parecem ser o Unico grupo alvo de

profilaxia contra o AdV atualmente.
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O tratamento de infeccdes AdV com antivirais é controverso,
principalmente porque ensaios randomizados nao tém sido realizados.
Atualmente, o cidofovir é a droga de escolha para infecgdes graves AdV, mas
nem todos os pacientes necessitam de tratamento. Normalmente sédo tratados
pacientes imunocomprometidos com adenoviroses severas. A necessidade de
uma terapia para casos leves, mesmo entre pacientes imunocomprometidos,
ndo é clara.'® A viremia por AdV pode ser assintomatica e ter resolugéo
espontanea.”® Assim, o tratamento de AdV é reservado para pacientes

imunocomprometidos sintomaticos ou com doenca disseminada. '®
2.2 Influenza

2.2.1 Aspectos gerais

O influenza (IF) virus foi, provavelmente, o agente etiol6gico de doenca
descrita por Hipécrates no ano de 412 a. C. Sendo assim, este virus tem
circulagdo entre a populagdo humana desde muito tempo.®' Porém o primeiro
isolamento de IF virus humano ocorreu somente em 1933, realizado por Smith,
Andrewes e Laidlaw, pesquisadores do “National Institute for Medical
Research” — Londres.* Estes pesquisadores inocularam pela via intranasal em
furdes secrecdo de nasofaringe de um paciente infectado por IF. Os animais
desenvolveram os sintomas da doenca e transmitiram o virus aos seus
companheiros de gaiola. Ainda, um colega de laboratério dos pesquisadores
também desenvolveu os sintomas gripais e o virus foi recuperado de suas
secrecdes. Este foi considerado o primeiro virus IF humano e denominado de
“‘influenza A”. Em 1940, um virus antigenicamente distinto foi isolado e
denominado como tipo B (B/Lee/40). Ja o primeiro virus influenza C foi isolado
em 1947.2 Ainda, a primeira epidemia de IF entre animais foi descrita em 1878
como “fowl plague” e afetou galinhas na Italia. O agente viral foi isolado em
1902, porém  somente reconhecido um IF  virus (influenza
A/chicken/Brescia/1902 [H7N7]) em 1955, *2

Influenza permanece como causa de importante morbidade e
mortalidade atingindo varios segmentos da populacdo humana. Ainda, muitos

animais s&o infectados pelo IF, algumas vezes com resultados catastréficos. °
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2.2.2 Taxonomia

Os virus IF sdao membros da familia Orthomyxoviridae. Diferencas
antigénicas em duas proteinas principais (proteina da matriz — M e
nucleoproteina — NP) sao utilizadas pra separar os IF em trés géneros:
Influenzavirus A, Influenzavirus B e Influenzavirus C. Os membros destes trés
géneros sao referidos como virus influenza A, B e C, respectivamente. Ainda
os virus influenza A (IFA) sédo classificados em subtipos baseando-se em
caracteristicas das suas duas principais glicoproteinas de superficies:
hemaglutinina (H ou HA) e neuraminidase (N ou NA).>®* Estas duas
glicoproteinas possuem varios sorotipos, até agora descritos 16 diferentes
hemaglutininas e 9 neuraminidases.’**> Assim, as seguintes informagdes sao
utilizadas para nomear uma cepa: tipo, espécie de origem (caso nao seja de
hospedeiro humano), localizacao geografica do isolamento da cepa ou niumero
de identificacdo do laboratério, ano de isolamento e subtipo, nos casos de
influenza A.>® Exemplos: cepa humana — Influenza A/Califérnia/7/2004 (H3N2);

cepa aviaria — Influenza A/codorna/Vietnam/36/2004 (H5N1).

2.2.3 Descricdo do agente e patogénese

Os IF virus possuem envelope e seu genoma sdao compostos por RNA
fita simples com segmentos. Podem ter formato esférico ou se apresentarem
pleiomérficos, medindo de 80 a 120 nm. Influenza A e B possuem 8 segmentos
gendmicos e o influenza C somente 7 segmentos. Cada segmento tem em
média de 800 a 2500 nucleotideos e 0 genoma completo pode totalizar entre
10 e 14,6 kb. O envelope € composto por lipideos e derivado das células do
hospedeiro, mas sempre apresentando proteinas virais, especialmente a HA e
NA. A HA pode aglutinar heméacias de mamiferos e aves, propriedade que foi

utilizada por muito tempo para identificagéo viral.>®

A estrutura génica do IFA traz 10 proteinas codificadas nos 8 segmentos
de RNA. Os virus influenza B (IFB) e C (IFC) possuem organizacao protéica
semelhante, mas ndo idéntica ao influenza A.*® As proteinas IFA e suas
fungbes s&o mostradas na tabela 3.
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Tabela 3 — Descricdo das proteinas virais do influenza A, seus segmentos
codificantes e funcoes.

Segmento Proteina Funcao

1
2

PB2 Componente basico da polimerase viral

PB1 Componente basico da polimerase viral

PA Componente acido da polimerase viral

HA Hemaglutinina: proteina de ligagcéo viral, responsavel pela

fuséo a célula hospedeiro e alvo anticorpo neutralizante

NP Nucleoproteina: faz parte do nucleocapsideo

NA Neuraminidase: faz clivagem do &cido sidlico e promove

liberagao viral

M1 Proteina da Matriz: proteina estrutural, principal

componente da particula viral

M2 Proteina de membrana: forma o canal da membrana,

facilita perda de revestimento e producédo de HA
NS Proteina nao-estrutural: inibe a traducdo de RNAm celular

NS2 Proteina  nao-estrutural: promove exportacao
nucleocapsideo do nucleo

Adaptado de: Murray et al., 2009.%"

E importante ressaltar que o IFA apresenta uma maior variabilidade
genética que os IFB e IFC. As mudltiplas cepas IFA sao formadas tanto pela
variabilidade das proteinas HA e NA, como pelo fato deste virus infectar
também animais e possuir seu genoma dividido em segmentos. Assim, além da
variacao viral por acumulo de mutagdes em ponto (chamada “drift”), o genoma
segmentado possibilita trocas dos segmentos entre as diferentes cepas
(chamada “shift”). Estes segmentos do genoma podem ser permutados entre
diferentes cepas presentes em um mesmo hospedeiro, produzindo novas
progénies virais. Estas variagdes ficam bastante ampliadas pelo fato de que
algumas cepas virais infectam animais, como aves e mamiferos. Os animais
podem funcionar como reservatérios de segmentos do genoma viral totalmente
diferentes dos que circulam entre a populacdo humana. Quando uma nova

cepa viral criada, por “shift” ou por “drift”, em um reservatério animal consegue
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cruzar a barreira entre espécies e infectar humanos, pode-se ter o inicio de

uma pandemia.>>®’

Infecgdo por cepas virais desconhecidas podem se
apresentar sob a forma de epidemias explosivas e com uma rapida
disseminagao. Assim, a causa fundamental de ocorréncia das epidemias por IF
€ a continua geracao de novas cepas, derivadas de cepas anteriores, para as

quais os individuos apresentam pouca ou nenhuma imunidade.*®

A patogénese dos virus IF ocorre através de uma infeccao inicial e local
do trato respiratério superior. O virus tem como alvo inicial as células
produtoras de muco, células ciliadas e outras células epiteliais.®’ A ligagao
entre o virus e estas células é realizada entre HA viral e as glicoproteinas
contendo acido siélico presentes na superficie destes tipos celulares. Assim é a
hemaglutinina viral que determina a amplitude de hospedeiros das cepas de IF.
Por exemplo, IFA humana e suinas classicas contendo hemaglutinina H1,
ligam-se preferencialmente ao receptor SAa2,6Gal, enquanto as IFA eqlinas e
aviarias (que contem outras hemaglutininas) tem maior afinidade pelas

receptores SA02,3Gal.>?

Apés a entrada do virus nas células, ocorre a lise
celular e consequente perda do sistema ciliado por parte do hospedeiro. Assim
ocorre a perda da defesa primaria do trato respiratério. Ainda, a NA viral facilita
o desenvolvimento da infeccdo através da clivagem dos residuos do acido
sialico do muco, proporcionando acesso ao tecido. Se o virus disseminar para
o trato respiratério inferior, a infec¢cdo pode provocar uma severa descamacao
do epitélio bronquico ou alveolar.?’ Além de comprometer as defesas naturais
do trato respiratério, a infeccao pelo IF promove a adesao bacteriana as células
epiteliais. Infeccdes do trato respiratério inferior, como pneumonia, podem
resultar tanto da prépria patogénese viral como de uma infeccdo bacteriana

secundaria.’

2.2.4 Transmissdo e Epidemiologia

O virus IF é transmitido entre hospedeiros por goticulas geradas por
espirros, tosse ou fala. O contato direto ou indireto (fomites) com secregdes
contaminadas ou aerossdis é outra potencial rota de transmissao viral.>® % Em
relacdo as cepas de origem zoonética, o contato direto com o animal

contaminado é a rota mais comum de transmiss&o.®’
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Usualmente |IF causa epidemias anuais nos meses de inverno em climas
temperados e em meses de chuva em climas tropicais, mostrando clara

sazonalidade deste virus.'™®?

Estas epidemias sazonais anuais sao
caracterizadas pelo repentino aumento em casos de doenca respiratéria febril
levando ao absenteismo nas escolas e locais de trabalho na comunidade
atingida.>*®® Em geral a duragdo destas epidemias fica em torno de 3 a 8
semanas e pode envolver um unico subtipo de IFA ou IFB. Porém podem
ocorrer epidemias com circulacdo de dois subtipos de IFA ou co-circulacdo de
IFA e IFB.>> Em media 5% a 20% da populacdo dos Estados Unidos é
infectada anualmente durante estas gripes sazonais.®* Em estudo realizado em
Porto Alegre entre criancas com sintomas respiratérios mostrou prevaléncia de

20,9% IFA e 6,7% de IFB.%

As apresentacdes clinicas da infeccao por IF podem variar muito, desde
um quadro gripal mais simples até complicacdes respiratérias que levam a
hospitalizagdo. Também dados americanos mostram que cada ano mais
200.000 pessoas sao hospitalizadas por complicacées relacionadas a gripe.
Estima-se que entre 1976 e 2006, as mortes associadas a gripe nos Estados
Unidos aumentaram de 3000/ano para cerca de 49.000/ano. Alguns grupos
populacionais, como idosos, criangas, mulheres gravidas e pessoas com certas
condicbes de saude, sdo de alto risco para complicacdes graves da

influenza.4%°

Ainda, o virus IFA é reconhecido como um potencial agente de doenca
pandémica. Esta capacidade do IFA em ser agente de pandemias esta
relacionada variabilidade viral, como discutido anteriormente. Esta
caracteristica do IFA coloca-o ao lado de virus como HIV-1, Ebola e SARS,
agentes de pandemia, que possuem altas taxas de mortalidade quando nao
tratados. Apesar das taxas de mortalidade relacionadas ao IFA serem mais
modestas do que as relacionadas a estes outros virus, sua natureza de rapida
transmissao inter-pessoal por secrecoes respiratérias e sua ampla distribuicao
geografica colocam este virus entre os que poderiam infectar 30% da
populacdo mundial dentro de poucos meses. Assim, mesmo com uma taxa de
mortalidade girando em torno de 2%, uma cepa viral com alto potencial de

transmissibilidade poderia causar um numero de até 135 milhées de mortes na
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populacdo mundial em um periodo de um ano durante um surto pandémico.
Esta cifra é cerca de quatro vezes o total de mortalidade atribuido ao HIV-1 nos

ultimos 30 anos.'®

Recentemente em 2009, o mundo experimentou a primeira pandemia de
gripe do século 21 que foi causada pela cepa influenza A/H1N1/Califérnia/2009
contendo genes de suinos, aves e humanos. Esta cepa foi chamada de
influenza suina A (H1N1) e teve seus primeiros casos no México em margo de
2009. Os casos de influenza A (H1N1) se disseminaram rapidamente e esta
cepa foi predominante no mundo. Em 11 de junho de 2009, a Organizagao
Mundial da Saude declarou que os critérios para uma pandemia de gripe
haviam sido cumpridos e a pandemia foi declarada oficialmente.®® Martirosyan
e colaboradores determinaram que o perfil populacional na Europa atingido por
esta cepa foi diferente em comparacdo com épocas histéricas da regidao. Esta
epidemia atingiu maior nimero de criancas do que as cepas de IFA sazonais
circulantes anteriormente.®” No hemisfério sul, esta mudanca também foi
observada em estudo conduzido na Argentina que demonstrou que a pandemia
de 2009 foi associada com altas taxas de mortalidade pediatrica, superiores em
10 vezes as taxas para a gripe sazonal em anos anteriores.®® Esta natureza
imprevisivel da gripe apresenta um desafio para a pesquisa e a preparacao
para uma nova pandemia. A nossa capacidade de antecipar eventos de
pandemia ainda é pobre e nosso arsenal anti-pandemia é fraco.®® Assim, para
a influenza, programas de vigilancia sdo importantes para a concepcao de

profilaxias adequadas e deteccdo de novas variantes virais.>?*

2.2.5 Significancia Clinica

A infecgao pelos virus IFA e IFB tipicamente causam doenca respiratéria
febril caracterizada por febre, tosse, sintomas do trato respiratdrio superior
(rinorréia, congestao nasal e inflamacao na garganta) e sintomas sistémicos
(cefaléia, mialgia e mal-estar). O virus IFC tem menor importancia clinica por

causar somente doenca respiratéria leve.>®

A doenca causada pelos IFA e IFB normalmente se inicia apés um
periodo de incubagdo de 1 a 5 dias (com média de 2 dias). Geralmente a
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duracdo dos sintomas é em torno de 3 a 5 dias, porém a tosse e a
indisposicdo pode persistir por semanas.®® As respostas imunolégicas do
organismo vém através de interferon e citocinas que tém seu pico concomitante
a fase febril da doencga. Assim, os sintomas e o curso temporal da doenca sao
determinados pelas respostas do interferon, linfécitos T e pela extensdo da
perda de tecido epitelial. Normalmente a gripe € uma doenca autolimitada e
que raramente acomete outros 6rgdos que ndo os do trato respiratério.’’
Porém, complicagdes podem incluir otite média, principalmente em criangas, e
em adultos sdo relatadas sinusite, pneumonia viral, pneumonia bacteriana
secundaria, exacerbacdo de doenca cardiaca ou respiratéria de base,
problemas neuroldgicos (convulsdes, encefalite aguda e encefalopatia pés-

infecciosa) e morte.>

Ainda, as cepas de influenza podem ter alguma variacdo em seu perfil
de populacado atingida. Por exemplo, em 2009 a cepa pandémica influenza A
(H1N1) afetou preferencialmente adultos jovens, com uma concentragdo de
casos graves e fatais em adultos com idades entre 30 e 50 anos em contraste
com cepas de influenza sazonal anteriores.®®”® Além disso, H1N1 apresentado
um potencial elevado para lesdo pulmonar grave, bem como sintomas
gastrointestinais. Os fatores de risco para doenca grave incluiram obesidade,
gravidez, imunossupressdo, asma, doenca pulmonar obstrutiva crdnica,
disttrbios neurolégicos e outras comorbidades como a infeccdo pelo HIV.%®
Este tipo de alteracdo de perfil demonstra a importancia de programas de
vigilancia para influenza, especialmente para a concepcdo de profilaxias

adequadas para os grupos populacionais mais atingidos.’

2.2.6 Profilaxia e Tratamento

A vacinacdo anual com vacina trivalente € a medida primaria de
profilaxia contra o IF humano. Esta vacina € normalmente composta por duas
cepas de IFA (as mais recentes variantes de H3N2 e H1N1 que circularam) e
uma cepa de IFB. No hemisfério norte, a selecdo das cepas ocorre em janeiro
e fevereiro para que a vacinagao possa ocorrer em setembro. A producéo da
vacina é feita a partir do cultivo das cepas em ovos de galinha embrionados e,

entdo os virus sao inativados. As proteinas virais sdo parcialmente purificadas
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e tem uma padronizacdo de uso de 15 ug de HA.>® Ainda em alguns paises,
como os EUA, existe a disponibilidade da vacina de uso tépico com aplicacao

s

intranasal. Esta vacina normalmente é constituida por virus atenuado e

licenciada para uso em pessoas de 2 a 49 anos.>*%

No Brasil é utilizada a vacina trivalente contra IF constituida por virus
inativados. Esta é disponibilizada gratuitamente desde o ano 2000 a idosos
(acima de 60 anos). A partir de 2010 (p6s-pandemia de influenza A(H1N1)) a
vacinagdo passou a ser indicada para grupos prioritarios com maior risco de
complicagdes, visando contribuir para a redugcdo da morbimortalidade
associada a influenza. Por exemplo, em 2011 foram vacinados os seguintes
grupos: gestantes e criancas na faixa etaria de seis meses a dois anos, adultos
com 60 anos ou mais, trabalhadores de salde e povos indigenas.”

Em relagdo ao tratamento, existem hoje quatro antivirais licenciados
para venda e indicados para casos de influenza. Sao eles: amantadina e
rimantadina — bloqueadores do canal i6bnico M2; zanamivir e oseltamivir que
sdo inibidores da NA e ativos tanto contra IFA como IFB.*® Clinicamente, tem
sido observado um aumento da resisténcia com uso dos antivirais amantadina
e rimantadina.®*® J4 o zanamivir tem seu uso limitado & via intranasal, por ser
instavel se administrado por outra via.>' O tratamento com qualquer um dos
antivirais deve ser iniciado dentro de, no maximo, 2 dias apds o inicio dos
sintomas gripais.>® Durante a pandemia de 2009 com a cepa influenza A
(H1IN1), a recomendacédo de uso foi do oseltamivir. Este antiviral, quando
iniciado dentro do prazo recomendado, mostrou bons resultados como redugéo
da duracdo dos sintomas e, principalmente, reducdo da ocorréncia de
complicagdes da infeccdo pelos virus da influenza.”' Chowell e colaboradores
conduziram um estudo que ressaltou o impacto potencial de diminuir os atrasos
de admissao hospitalar e aumentar uso de antivirais para reduzir a carga de
mortalidade em pandemias de gripe.”
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2.3 Parainfluenza

2.3.1 Aspectos gerais

Em 1953, antes que as primeiras cepas de parainfluenza virus (PIV)
humanos fossem isoladas, um virus de parainfluenza foi recuperado a partir de
camundongos inoculados com um espécime proveniente da autépsia de um
lactente com doenca respiratéria. Este agente, o virus Sendai, foi mais tarde
demonstrado ser um patégeno de camundongos € nao um patégeno humano.
Porém este primeiro isolamento levou a alguma confusao entre os dois virus,
PIV e Sendai.”®"* Posteriormente foram identificados varios outros homélogos

animais para outros virus parainfluenza humanos.”*

Os quatro sorotipos de PIV (PIV-1 a PIV-4) foram isolados pela primeira
vez durante o periodo de 1956 a 1960.” Os PIV-1, 2, e 3 foram inicialmente
isolados a partir de recém-nascidos e criancas com doenca do trato respiratério
inferior e PIV-4 foi recuperado de criangas e jovens com doenga branda do
trato respiratério superior. Este novo grupo de virus causadores de doencas
respiratérias nao tem um bom crescimento em ovos embrionados e também
compartilha poucos antigenos com o virus da influenza sendo, portanto,
classificados em outra familia taxonémica, a Paramyxoviridae.” Logo ap6s a
sua descoberta, estes virus foram relacionados como uma das principais
causas de crupe, especialmente PIV-1. Atualmente PIV-1 a 3 estdo em
segundo lugar, apdés o virus sincicial respiratério, como causa de doenca

severa do trato respiratério em lactentes e criancas.’*"®

2.3.2 Taxonomia

Os PIV sdao membros da familia Paramyxoviridae subfamilia
Paramyxovirinae, que inclui também os virus causadores da caxumba e
sarampo além do parainfluenza.”” Porém, dentro desta subfamilia os PIV-1 a 4
sao classificados em diferentes géneros: Respirovirus abriga PIV-1 e PIV-3 e
Rubulavirus contem PIV-2 e PIV-4. Esta subfamilia ainda possui mais dois

géneros relacionados a outros paramixovirus.”"”
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Ainda como subdivisdes o PIV-4 apresenta dois subgrupos principais: A
e B.”>"® PIV-1 e PIV-3 tém subdivises em gendtipos descritas.”"*% Estudos
de epidemiologia molecular para procura de diferentes gendtipos ou cepas
virais sdo normalmente baseados na variacdo das sequéncias genéticas da
proteina hemaglutinina-neuraminidase.?' Por exemplo, em estudo conduzido
por Mao e colaboradores com isolados da China baseados na variacdo da
proteina hemaglutinina-neuraminidase demonstrou que houve circulagdo de
trés grupos distintos (A, B, e C) de PIV-3, indicaram que foram circulando com

algum agrupamento temporal e regional.®?

2.3.3 Descricao do agente e patogénese

Os virus parainfluenza possuem genoma de RNA fita simples (sentido
negativo) e contido em um capsideo envelopado pleiomérfico com diametro
variando entre 150 e 250 nm. O genoma, ao contrario da gripe, é nao-
segmentado, contendo em torno de 15.000 nucleotideos de comprimento e
codificando seis proteinas estruturais.”>’” O virus tem duas proteinas de
membrana, a hemaglutinina-neuraminidase (HN) e a proteina de fusao (F). A
HN reconhece glicoproteinas que contém &cido sidlico presentes na célula
hospedeira e permite a ligacdo entre o virus e seu alvo. A interagcdo da HN é
necessaria para desencadear a fusédo virus — célula mediada pela proteina F.
Assim, depois da fusdo com a membrana da célula hospedeira, 0 virus é
liberado para o citoplasma. Apds os primeiros eventos, a transcricado primaria
ocorre, 0 virus € montado, e as novas particulas virais sao liberadas. HN
também atua removendo o &cido sidlico das particulas de novos virus e
evitando a auto-agregacdo.”® As proteinas estruturais do PIV e suas funcdes
sdo mostradas na tabela 4.

Tabela 4 — Descricdo das proteinas virais dos virus parainfluenza e funcoes.

Proteina Funcao

HN -  hemaglutinina- Proteina transmembrana de superficie, principal proteina

neuraminidase de adeséo — ligacao do virus a célula hospedeira.

F — proteina de fusao Proteina transmembrana de superficie que media a fusao
viral.

M — proteina da matriz Proteina estrutural, componente da superficie interna do
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envelope.
N - nucleoproteina Componente do nucleocapsideo viral
P - fosfoproteina Componente do nucleocapsideo viral
L — “large protein” Componente do nucleocapsideo viral

A patogénese do PIV se da através da destruicao das células epiteliais
do trato respiratério superior. O PIV se replica rapidamente podendo causar
formagao de células gigantes e lise celular. Estes virus raramente causam
viremia.®! Testes em modelos “in vitro” demonstraram que este virus infectou
somente as células ciliadas superficiais ndo espalhando-se para as células
basais subjacentes ou caliciformes células do epitélio. Este tropismo seletivo é
consistente com a auséncia de viremia em individuos saudaveis. Este tropismo
também pode limitar a exposicdo de antigenos virais as células do sistema
imune, possivelmente conduzindo a respostas imunolégicas reduzidas. Esta
diminuicdo da resposta imunoldgica é que deve estar relacionada ao fato do
PIV gerar re-infecgdes.®® Também foi demonstrado que a infecgéo por PIV leva
ao aumento da produgdo de muco e inibicdo da motilidade ciliar nas vias
aéreas. A inflamacdo das vias aéreas e sua obstrucdo sdo componentes

certamente importantes na patogénese da infeccéo por PIV.8

2.3.4 Transmissao e Epidemiologia

O PIV é um virus facilmente inativado por calor, baixa umidade e
solventes organicos. Apesar disso tem sua transmissao realizada através das
secrecgdes respiratérias de individuos, ou seja, goticulas geradas por espirros,
tosse ou fala. Outro potencial modo de transmisséao viral € através de fémites e,
em relagdo aos PIV, estes tém mostrado um periodo de sobrevivéncia de até
10 horas em superficie porosas.’’

Estes virus também tém mostrado sazonalidade, sendo que o PIV-3 o
mais frequentemente isolado e ocorrendo nas estacdes de primavera e verao.
PIV-3 afeta as criangas mais jovens e, muitas vezes é colocado como a
segunda causa de bronquiolite e pneumonia em criangas com menos de 6
meses, logo apés o virus sincicial respiratério.”®’” J& o PIV-1 ocorre mais

frequentemente no outono e a cada dois anos. PIV-1 tende a causar epidemias
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bianuais e representa cerca de 30%-50% dos casos de crupe em jovens
criangas. O PIV-2 nao é tdo comum como outros dois sorotipos citados e pode
causar surtos alternando com PIV-1. A maioria das criangas infectadas pelo
PIV-2 normalmente estdo entre as idades de 2 e 5 anos. PIV-4 afeta as
criangas mais velhas e é o sorotipo mais raro.”®”” As percentagens de
isolamento dos sorotipos de PIV podem variar grandemente entre diferentes
areas geograficas e mesmo em anos diferentes. Alguns estudos chegam a
reportar percentagens em torno de 11-13%,”"%* porém em estudo realizado em
Porto Alegre foram obtidos os seguintes resultados: 1,6% de PIV-1, 0,4% PIV-2
e 5,8% PIV-3, totalizando 7,8% de prevaléncia dos sorotipos.*

2.3.5 SignificAncia Clinica

PIV infeccdo leva a uma grande variedade de quadros clinicos que
variam desde doenca leve do trato respiratério superior até pneumonia
grave.”®”"8° Na realidade os quadros clinicos mais comuns sdo bastante leve e
auto-limitados.”” O principal quadro clinico relacionado ao PIV é a
laringotraqueite ou crupe viral. Este quadro clinico é causado pelos sorotipos
PIV-1 a PIV-3.°

O crupe viral comumente inicia com sintomas semelhantes ao de um
resfriado  com inflamacdo do revestimento das vias aéreas,
provocando dificuldade respiratéria, juntamente com uma tosse forte e
rouquidao. A respiracao é rapida e profunda, algumas vezes apresentando
chiados e 50% das criancas apresentam febre.® Os sintomas diminuem
rapidamente com resolucédo da tosse geralmente dentro de dois dias, embora
podendo persistir durante até uma semana. O crupe é uma condi¢ao benigna,
com uma baixa taxa de mortalidade. Muitas criancas com crupe podem ser
levadas para emergéncia, porque os sintomas comecam de repente, causando
preocupacio dos pais.® Estudos demonstram que apenas 1 a 8% das criancas
diagnosticadas com crupe necessita de internacdo hospitalar. Menos de 3%
das criancas com crupe que estavam internados no hospital foram submetidos
a ventilagdo mecanica.®®” Normalmente o crupe viral atinge criancas entre 6
meses e 6 anos de idade e raramente ocorre em criangas com menos de trés

meses.’”8
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Além do crupe viral o PIV pode causar outros quadros de infeccdes
respiratérias do trato respiratério superior em lactentes, criancas e adultos.
Porém, em idosos especialmente os que apresentam alguma doenca crbnica
cardiaca ou pulmonar, PIV pode levar a infec¢des do trato respiratério inferior,
com a maiores taxas de internacdo.”” Em imunocomprometidos, PIV é cada
vez mais reconhecido como causa de severa morbidade e mortalidade.””°
Entre criangcas imunocomprometidas, PIV esta envolvido em altas
percentagens de infeccdes respiratérias entre receptores de medula 6ssea,
receptores de 6rgdos solidos e canceres hematolégicos.””**°! Apesar da alta
prevaléncia de PIV (especialmente o sorotipo PIV-3) entre os receptores de
medula 6ssea a mortalidade causada por este virus teve suas taxas diminuidas
mais recentemente, provavelmente pelas medidas de controle das equipes

assistenciais aos seus pacientes.*

2.3.6 Profilaxia e Tratamento

Atualmente ndo existem vacinas e agentes antivirais licenciados para a
profilaxia ou tratamento de infeccdo por PIV. O tratamento é principalmente
sintomatico e o uso de corticdides tem sido recomendado.”®’” Ribavirina em
aerossol ou sistémica em combinacdo com gama globulina intravenosa tem
sido relatada em alguns estudos.”® Em criangas com imunodeficiéncias graves
e infecgao por PIV ribavirina foi administrada ao longo de um longo periodo de
tempo (3-10 meses) sem toxicidade aparente.®> Embora a ribavirina venha
sendo bem tolerada, a sua eficacia para o tratamento da infeccao por PIV é
dificil de determinar. A maioria dos estudos envolve pequeno numero de casos,
diferentes vias de administragdo, tratamento de combinagdo com
gamaglobulina intravenosa e populacbes de pacientes diferentes. Alguns
estudos sugerem um modesto beneficio se a droga é dada na fase inicial do
envolvimento do trato respiratério superior, mas isto é controverso, devido a
falta de estudos controlados.”® Ainda, imunoestimulantes ndo especificos tém
sido explorados como potenciais tratamentos para a infecgdo por PIV incluindo

imiquimode e interferon.”



36

2.4 Virus Sincicial Respiratério

2.4.1 Aspectos gerais

O virus sincicial respiratério humano (VSR) foi primeiramente
identificado, em 1956, como agente causador de coriza em chimpanzés
mantidos em laboratério.** Pouco depois, 0 mesmo virus foi recuperado de
secregdes de criancas com doenga respiratéria.>® O virus induz a formagéao de
sincicios, ou seja, uma formacédo de células que se fundem perdendo suas
membranas. Estas formacbes ocorrem tanto em cultura de células como

também “in vivo”. Esta caracteristica viral é que deu origem ao seu nome.*'

Atualmente o VSR é reconhecido como o mais importante agente viral
envolvido em doenca respiratéria severa em criancas no mundo todo.?2%97
Embora primariamente conhecido como um patégeno pediatrico, VSR pode
infectar e causar doenca em individuos de todas as idades, podendo levar a
doenca respiratéria severa em idosos e imunocomprometidos.® Um estudo de
meta-analise conduzido por Nair e colaboradores (2010) utilizando estudos de
todo o mundo estimou que no ano de 2005 VSR causou 33,8 milhdes de
infeccbes respiratérias em criangas menores que 5 anos. Este ndmero
corresponde a 22% de todas as infecgdes desse tipo e 3-9% das mortes.*® Este
estudo ainda indica que a carga de doenca causada pelo VSR esta crescendo
globalmente. Sendo assim, o VSR continua a ser um dos agentes patogénicos
mais importantes e, portanto, considerado como crucial para o

desenvolvimento de vacina.?6%%°

2.4.2 Taxonomia

O VSR é membro da familia Paramyxoviridae e da ordem
Mononegavirales, que contém os virus de genoma RNA fita (-) e néo-
segmentado. Esta familia taxon6mica possui duas subfamilias:
Paramyxovirinae, incluindo virus como os causadores da caxumba, sarampo e
os PIVs entre outros; Pneumovirinae subfamilia que inclui o VSR e o
metapneumovirus humano. Ainda a subfamilia Pneumovirinae tem dois
géneros: Pneumovirus, onde o VSR humano estd classificado e

Metapneumovirus que incluiu 0 metapneumovirus humano entre outros.*
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Existem virus homélogos ao VSR humano que infectam animais, mas nao

existem reservatérios animais para o VSR humano.*®

As cepas de VSR sdo separadas em dois subgrupos principais, A e B
(VSRA e VSRB), com base em variabilidade antigénica e genética. As
principais diferencas sdo encontradas na glicoproteina de adesao denominada
proteina G. A proteina G de RSV é um alvo para anticorpos neutralizantes além
de interagir com os receptores da célula hospedeira e de ser altamente
variavel.®'%2 A variabilidade na sequéncia de aminoacidos desta proteina é
maior do que em outras proteinas, tanto entre os subgrupos A e B como dentro
deles. Assim a analise molecular desta proteina pode ser utilizada para divisao
do VSR em diferentes genétipos.'®'% Ainda, o virus VSR (ambos VSRA e
VSRB) exibe rapidas taxas evolutivas, o que poderia justificar o surgimento de
muitos diferentes genétipos.’'®

2.4.3 Descricao do agente e patogénese

O genoma do VSR é formado por 10 genes que produzem 11 proteinas
diferentes. Este genoma de RNA fita simples estd contido em um capsideo
envelopado pleomoérfico com didmetro variando entre 100 e 350 nm. Trés
proteinas virais, proteinas N, P e L estdo envolvidas na formacdo do
nucleocapsideo. Ja o envelope contem 5 proteinas virais (proteinas M, M2, F,

G e SH).*® As proteinas do VSR e suas funcdes sdo mostradas na tabela 5.

Tabela 5 — Descricdo das proteinas virais do VSR e suas fungoes.

Proteina Funcao

N - nucleoproteina Componente do nucleocapsideo viral

P - fosfoproteina Componente do nucleocapsideo viral

L — “large protein” Componente do nucleocapsideo viral

M — proteina da matriz Proteina estrutural, componente da superficie interna do
envelope.

F — proteina de fusao Proteina transmembrana de superficie que media a fusao

viral e formagéo de sincicios.

G - glicoproteina Proteina transmembrana de superficie, principal proteina
de adeséo/ligacao do virus a célula hospedeira.
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SH — “small hydrophobic” Proteina transmembrana de superficie, funcdo néo
completamente conhecida.

M2-1 (Orf1) Proteina associada ao nucleocapsideo com fungdo na
transcri¢do viral.

M2-2 (Orf2) Proteina de fungdo ndo completamente conhecida.

NS1 — “nonstructural-1” Proteina ndo-estrutural, acdo sobre o interferon celular.

NS2- “nonstructural-2” Proteina ndo-estrutural, acdo sobre o interferon celular.

Adaptado de: Collins & Crowe, 2007.%

O VSR é um dos patdgenos respiratérios mais vulneraveis a
mudancas ambientais, somente 10% do inécuo viral se mantém viavel apds
exposicdo de 5 minutos a 55°C. Em temperatura ambiente, apenas 10% da
infectividade é apresentada apo6s 48 horas. Varios agentes quimicos, como
detergentes, alcoois e éter sao capazes de inativar este agente. A
sobrevivéncia do VSR no ambiente depende em grande parte da umidade

presente.'%

O periodo de incubacao da doenca respiratoria por VSR é de 2 a 8 dias.
O virus se replica na nasofaringe e pode permanecer até trés semanas em
criangas infectadas. Em hospedeiros suscetiveis o VSR pode disseminar
rapidamente para o trato respiratorio inferior, causando sintomas de infeccéo
pulmonar 1 a 3 dias apds o inicio da rinorréia. At¢é o momento nao foram
relatados casos de viremia por VSR. A infeccdo em criangcas parece ocorrer
inclusive na presenga de anticorpos maternos sendo comuns as reinfecgdes

em todas as idades.% 197109

O efeito patolégico do VSR é causado pela invasao direta do virus no
epitélio respiratério, acompanhada do dano celular provocado pela resposta
imune. A necrose dos bronquios e bronquiolos leva a formacao de um tampao
mucoso, fibrina e restos celulares dentro das pequenas vias aéreas. As vias
aéreas estreitas dos bebés ficam rapidamente obstruidas por esses tampoes. A
recuperacdo clinica usualmente coincide com o término da excregao viral.®'%
O sistema imune adaptativo tem um papel central na recuperagcédo da infeccao

por VSR e também na resisténcia a reinfeccdo. Por exemplo, em criancas
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imunodeficientes foi demonstrada a excrecao viral até meses apds a infeccao.
Adultos severamente imunocomprometidos, como os transplantados de medulo
O0ssea tem uma alta incidéncia de infeccbes por VSR, inclusive infecgdes

severas e mortes.%

2.4.4 Transmissao e Epidemiologia

Sao as secrecoes respiratérias de individuos infectados pelo VSR que
transmitem o virus. Assim o principal modo de transmissao do VSR é através
de goticulas geradas por espirros, tosse ou fala. Outro potencial modo de
transmissao viral € através de fébmites. Hospedeiros humanos sdo a unica fonte
do virus VSR e a disseminacao requer contato préximo entre individuos ou

contato direto de maos contaminadas com as mucosas nasal ou conjuntiva.*®

Apesar do VSR ser um patdégeno bastante vulneravel ao ambiente e
solucdes de limpeza, este virus parece ser um dos mais infecciosos que afetam
os seres humanos.”® Anualmente o VSR causa surtos nos meses de outono
e/ou inverno em climas temperados e em meses de chuva em climas tropicais,
mostrando clara sazonalidade deste virus.'>'® Mudancas climaticas podem
também alterar a “estacdo de VSR” ou mesmo mudancas na sazonalidade de
outros virus respiratérios podem alterar o padrdo dos surtos sazonais do
VSR."%""" Ambos os subgrupos (A e B) podem co-circular a cada ano, com o
subgrupo predominante podendo variar a cada estacdo sendo que diferentes

padrdes de prevaléncia dos subgrupos A e B foram descritos.'%%10%112.113

O VSR é bastante prevalente na populacdo mundial e praticamente
todas as criangcas venham a ser infectadas pelo menos uma vez por este virus
até os 3 anos de idade.’"'%? Por exemplo, estudo realizado em Porto Alegre
entre criancas com sintomas respiratorios, mostrou ser o VSR o virus mais
prevalente nesta populacdo sendo positivo em 49,3% das amostras testadas.®
Este virus pode causar doenca em individuos de todas as idades, porém a
populacao infantii € a mais afetada. VSR é a causa mais comum de
bronquiolite e pneumonia entre lactentes e criancas em todo o mundo. Entre as
criancas, as que apresentam alto risco para desenvolver doenca severa

causada por VSR se incluem aquelas nascidas de forma prematura, portadoras
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de doencas crbnicas pulmonares e cardiacas. Adultos imunocomprometidos e
idosos também apresentam risco aumentado para doenga severa por
VSR."'192 Ambientes com aglomerados de pessoas sdo propicios &
disseminacao de VSR. Escolas e creches provém um bom ambiente para a
disseminacgao deste virus entre individuos suscetiveis. Também em hospitais o
VSR causa infecgdes, produzindo surtos hospitalares anuais e causando
infecgdes entre criancas e adultos, inclusive incluindo a equipe assistencial.
Criancas hospitalizadas podem ter um periodo de excrecao viral prolongado,
levando a um prolongamento do periodo de disseminagdo do surto.
Procedimentos de isolamento sao recomendados para pacientes hospitalizados
infectados pelo VSR.102114.115

2.4.5 Significancia Clinica

A doencga por VSR normalmente se inicia com rinorréia, espirros e tosse
apds um periodo de incubacéao de 2 a 8 dias. A maioria dos infectados tem uma
recuperacao completa entre 8 a 15 dias. Foi estimado que durante a primeira
infecgdo, 25 a 40% das criangas infectadas tiveram sinais e sintomas de
bronquiolite € pneumonia, com um percentual de 0,5 a 2% necessitando de
hospitalizagdo. Em contraste, taxas de hospitalizagdo em torno de 25% séao
observadas entre as populacbes de alto risco, como criangas nascidas

prematuras, portadoras de doencas cronicas pulmonares e cardiacas.'®

A importancia clinico-econémica deste virus é evidenciada por dados
americanos do final da década de 90 que estimavam 100.000 hospitalizac6es e
4.500 mortes relacionadas ao VSR anualmente o que geraria um gasto
superior a 300 milhdes de dblares por ano.''®'"” Estes dados demonstram a
importancia de programas com acoes voltadas para a concepc¢ao de profilaxias

adequadas para 0s grupos populacionais mais atingidos pelo VSR.

2.4.6 Profilaxia e Tratamento

Globalmente existe uma grande necessidade de desenvolvimento de
vacinas contra o VSR. Este desenvolvimento tem sido colocado como
prioridade por organizacdes de salde ha mais de 20 anos.** Como grande
dificuldade para este desenvolvimento € apontado o fato de que esta vacina
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teria de ser administrada nas primeiras semanas de vida das criancas e nesta
fase tem-se um sistema imune bastante imaturo.’® Outro obstaculo refere-se a
um problema anterior ocorrido na década de 60 que trouxe aumento da
severidade da doenca por VSR entre os vacinados. A vacina nos anos 60 foi
desenvolvida a partir de VSR inativado por uso de formalina misturado a
adjuvante e administrada intramuscularmente. Observou-se que 80% dos
vacinados necessitaram de internacdo hospitalar contra 5% do grupo

controle. %118

Em relagdo a tratamento com medicamentos, a ribavirina em aerossol
(Virasole - denominacédo comercial) foi aprovada no ano de 1986 para o0 uso no
tratamento de criangcas com doenca severa por VSR. Porém, estudos de meta-
andlise de avaliagdes clinicas ndo indicaram evidéncia deste antiviral trazer
beneficios significantes na reducdo da mortalidade. Assim, na maioria dos
hospitais € pouco frequente o uso da ribavirina e, quando ocorre, € restrito a

pacientes imunocomprometidos ou severamente doentes.'%

Em 1998 nos EUA foi aprovado para uso, o anticorpo monoclonal
humanizado dirigido contra a proteina F — Palivizumab (Synagis - denominacéao
comercial). Este anticorpo age através da neutralizacao e inibicao da fusédo do
VSR a célula hospedeira, fornecendo imunidade passiva. Esta imunoprofilaxia
foi aprovada para uso em criangas com alto risco de desenvolver doencga
severa por VSR.'® O uso em outras populagdes, como os receptores de
transplante de medula 6ssea, continua em discussdo. O alto custo do
palivizumab € o fato que acaba restringindo o seu uso e gera muitas
discussbes sobre quais as populacdes deveriam ter acesso a este
medicamento.®®''® Nos Estados Unidos a profilaxia nos grupos de alto risco
reduziu as taxas de hospitalizacao em até 78% nos ultimos anos. No entanto, o
uso de profilaxia com palivizumab em grupos ndo selecionados resulta em
aumento significativo nos custos, pouca reducao de gastos com menor taxa de
hospitalizacdo e nenhuma reducdo nas taxas de mortalidade.®”"'*° No Brasil, a
Sociedade Brasileira de Pediatria tem recomendado o uso do palivizumab em 5
doses para: criangcas nascidas prematuras (com idade para aplicacao e inicio
da imunoprofilaxia variando em relacdo a idade gestacional de nascimento e o

inicio do periodo de sazonalidade do VSR); criancas menores de 2 anos (com
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doenca pulmonar iniciando 6 meses antes do periodo de sazonalidade viral) e
criancas menores de 2 anos com alguns tipos de doencgas cardiacas.'®!

2.5 Investigacao laboratorial de virus respiratorios

2.5.1 Coleta e armazenamento de material

Deteccao de virus respiratério depende da coleta de amostras com alta
qualidade, seu rapido transporte para o laboratério e armazenamento
apropriado. As amostras para a deteccao direta de antigenos virais ou acidos
nucléicos e isolamento do virus em culturas de células devem ser coletadas no
prazo de sete dias apds o inicio dos sintomas clinicos, e preferencialmente
dentro de trés dias. Idealmente a terapia antiviral ndo deve ter sido iniciada.® Os
espécimes clinicos normalmente utilizados de virus respiratérios incluem:
aspirado ou lavado nasofaringeo; lavado nasal; swabs nasal, nasofaringeo ou
da garganta.®'% Entre estes espécimes, as secrecdes obtidas por aspiracdo ou
lavagens sdo as mais ricas em células e particulas virais, portanto, as mais
recomendadas para a realizacdo dos testes.>*'%? Ainda, espécimes como
lavado broncoalveolar ou aspirado do tubo endotraqueal podem se mostrar
bastante sensiveis e serem utilizados em pacientes que estdo submetidos a
ventilagdo mecanica.'® Porém a obtencdo destas amostras pode ser bastante
invasivas e outros tipos de coleta tém sido testados. Blaschke e colaboradores
testaram a coleta para investigacdo com uso de lencos faciais. Neste estudo,
foram obtidos altos valores de especificidade, mas sensibilidade baixa (em
torno de 50%) para a maioria dos virus respiratérios testados.'® Assim, a
maioria das pesquisas e exames assistenciais continua sendo conduzida a

partir da coleta de secrecdes obtidas por aspiracédo ou lavagens.

Muitos virus sdo sensiveis ao dessecamento, variagdes de pH ou
potencial osmético. Por esta razdo, as amostras devem ser colocadas em meio
de transporte viral imediatamente depois de terem sido coletadas e refrigeradas
a 4°C.® Uma grande variedade de meios é recomendada para este transporte,
sendo importante que o meio de escolha mantenha o equilibrio do pH e seja

suplementado com soro-albumina bovina ou outro estabilizante da particula
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viral.> No caso de uso de swabs, os mais recomendados sdo o swab de
Dacron ou swab de poliéster também tranportados em meio de transporte

viral.?

Idealmente, todas as amostras devem ser transportadas refrigeradas ao
laboratério em meio de transporte em 24 a 48 horas apds a coleta e sem
congelamento prévio. Para deteccao direta de antigenos virais pela técnica de
imunofluorescéncia, amostras devem ser refrigeradas e processadas em até 1-
2 horas. O tempo maximo de armazenamento sob refrigeracdo para esta
técnica é de 24 horas. As amostras para isolamento viral em cultura devem ser
refrigeradas imediatamente apds a coleta e inoculados em culturas de células
sensiveis, logo que possivel. Se as amostras ndo podem ser processadas
dentro de 48 - 72 horas, que devem ser mantidas congeladas a -70°C ou
abaixo desta temperatura. As amostras devem ser descongeladas logo antes
do processamento. O numero de ciclos de congelamento-descongelamento

deve ser minimizado, pois pode causar dano ao espécime.®** "’

E importante salientar que amostras obtidas de adultos normalmente
possuem carga viral mais baixa do que as reportadas para amostras de
criangas e imunocomprometidos.”’ Estas devem ser manuseadas com ainda
mais cautela para minimizar danos ao material e, se possivel, submetidas a

técnicas de deteccao mais sensiveis.

2.5.2 Métodos laboratoriais disponiveis

2521 Cultura viral

A cultura viral € o método original usado para diagnosticar infec¢des
respiratérias e o uso da cultura celular para deteccao viral foi ampliado para
finalidade diagnéstica em 1950. Deteccao de virus em cultura de células requer
pessoal técnico e condi¢coes laboratoriais bastante especializadas. Apo6s a
cultura celular ter sido realizada e a amostra clinica ter sido inoculada,
normalmente é realizado um exame por microscopia procurando alteracoes
morfoldgicas degenerativas nas células. Estas alteragcbes sdo chamadas de
efeito citopatico (CPE)."
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Porém nem todos os virus crescem em todos os tipos de cultura de
células. Assim, as amostras clinicas devem ser inoculadas em varios tipos de
células para proporcionar um ambiente mais adequado para o isolamento de
varieda maior de virus. Muitas vezes o CPE pode nao ser especifico a um
unico tipo viral. Entdo, apds 24-72 h de cultura, pode-se utilizar anticorpos
marcados com fluorescéncia dirigidos contra os virus de interesse.'? Ou ainda
a cultura pode ser submetida a outro teste imunolégico que demonstre
proteinas virais, ou mesmo a deteccdo de sequéncias de acidos nucléicos
especificas do tipo viral de interesse. Nestes casos a cultura viral serve
também como um multiplicador do indcuo viral inicial, melhorando a

sensibilidade da técnica utilizada posteriormente.

Também é importante lembrar que o crescimento de um virus em cultura
de células indica a presenca de virus viavel na amostra clinica. Esta viabilidade
viral é bastante dependente da coleta, transporte e armazenamento da
amostra. Entretanto, a existéncia de virus vidvel e competente, pode indicar
replicacdo viral no hospedeiro. Este achado n&o pode ser determinado
utilizando testes de pesquisa de antigenos ou deteccédo de 4cido nucléico.'?

25.2.2 Testes imunoldgicos

A capacidade de detecgdo de virus respiratérios foi significativamente
aumentada pelo desenvolvimento de anticorpos monoclonais marcados por
moléculas fluorescentes.’ Assim, a imunofluorescéncia ganhou grande
importancia entre os métodos laboratoriais de deteccdo viral podendo ser
utilizada tanto para a marcacdo de proteinas virais (anticorpos monoclonais
contra antigenos virais) quanto para marcagao de anticorpos do hospedeiro
dirigidos contra o virus.

A deteccdo por imunofluorescéncia de virus respiratorios, normalmente
trabalhando em um painel que contempla a deteccao de VSR, IFA, IFB, PIV 1-3
e AdV esta disponivel em muitos laboratérios clinicos. Este painel é
especialmente utilizado para a deteccao destes virus em pacientes pediatricos
que excretam grandes quantidades de virus e por um periodo mais longo do
que os adultos. As caracteristicas de desempenho do ensaio dependem muito
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do tipo de espécime clinico utilizado, idade do paciente, duragdo da doencga,
qualidade do anticorpo monoclonal utilizado e nivel de
conhecimento/treinamento dos técnicos do laboratério.”> Os métodos de
imunofluorescéncia podem se apresentar um pouco menos sensiveis que a
cultura viral. As sensibilidades relatadas para imunofluorescéncia respiratéria
virus variam muito, mas sao, em geral de 90% para o VSR, de 80% para
influenza A e B, 70% para parainfluenza 1-3 e 50% para adenovirus.'?

Apesar deste painel utilizando imunofluorescéncia estar em uso na rotina
assistencial em muitos laboratorios, varios outros virus respiratérios nao sao
detectados pelo uso deste painel. E o caso do bocavirus, metapneumovirus e
mesmo das novas cepas de IF que ndo sdo discriminadas com o uso da

imunofluorescéncia.®

Outros ensaios imunoenzimaticos e sistemas imunocromatograficos tém
sido introduzidos para utilizacdo como testes rapidos ou testes de triagem em
uso no consultério médico ou em prontos-atendimentos.'®'?® Por exemplo,
Khanom e colaboradores (2011) testaram um sistema imunocromatogréafico
(comercialmente BinaxNOW®) para deteccao de VSR para uso em unidades
de internacao pediatrica ou consultério médico (teste rapido). Como resultado
estes pesquisadores obtiveram uma alta especificidade (100%), porém uma
sensibilidade baixa (41,2%)."”* Em outro estudo Ganzenmueller e
colaboradores avaliaram um teste rapido para influenza A (H1N1) e também
obtiveram uma boa especificidade, porém uma sensibilidade bastante baixa —
18,2%.'?® Estes estudos ilustram o que se tem observado: um nimero cada
vez maior de testes rapidos esta sendo disponibilizado comercialmente, porém
estes kits ainda ndo tém alcancado a sensibilidade dos testes de

imunofluorescéncia.'?
2523 Testes moleculares

A utilizacao de testes moleculares para deteccdo de acidos nucléicos
tem sido cada vez mais disseminada nos laboratérios clinicos e de pesquisa.'?
Apesar do "padrao ouro" para a identificacao viral continuar a ser a cultura viral,
esta técnica possui algumas desvantagens como as altas taxas de
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contaminacdo; demora na obtencdo de um resultado (levando de dias a
semanas dependendo do virus isolado) e a existéncia de virus nao-
cultivaveis.'®*"?® Oferecendo alternativas as desvantagens da técnica de
cultura viral, os métodos de deteccao de acidos nucléicos tém ganhado espaco
nos estudos destes patdégenos.'?®'?712° Embora também existam métodos
imunoldgicos para a identificacao de agentes virais, 0os ensaios de deteccao de
acidos nucléicos estdo provando ser mais precisos e mais rapidos.'?>27:130
Geralmente os resultados sado relatados em horas em relacdo a dias ou
semanas para convencional cultura de células.'® Os testes moleculares nao sé
fornecem deteccdo viral mais rapida, precisa e sensivel, mas também tem
aumentado a compreensdo de virus emergentes, como o virus influenza A

(H1N1) responsavel pela pandemia de gripe de 2009.'2>'%

Existem varias técnicas moleculares possiveis de serem aplicadas ao
diagnéstico viral. Exemplos de técnicas utilizadas em diagndstico molecular
sao: reacdo em cadeia da polimerase ou PCR (Polymerase chain reaction),
NASBA (Nucleic acid sequence based amplification ou amplificacdo baseada
em sequéncia de acido nucléico) uma amplificacdo isotérmica assim como a
técnica LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) e a técnica de bDNA
(branched-DNA) baseada em amplificacdo do sinal pelo uso de sonda
ramificada.'®'?"12° Muitas destas técnicas estio disponiveis em kits comerciais,
mas estes testes, especialmente quando voltados para multiplos virus, tornam-
se consideravelmente caros.'?”'?® Alternativamente, protocolos de técnicas
moleculares tém sido padronizados pelos proprios laboratérios executores
(testes in-house ou home-brew). Testes in-house tém um custo de execucao
mais acessivel e possibilitam o uso destas tecnologias por laboratérios clinicos

e voltados para pesquisa.'?

Entre técnicas moleculares citadas acima, a mais conhecida e mais
utiizada é a PCR. A invencdo da PCR pelo Dr. Kary Mullis em 1983
revolucionou o campo da biologia molecular e medicina moderna.'?® Multiplicar
um fragmento especifico do DNA até que sua concentracdo em dada solucéo
seja suficiente para ser detectavel por métodos simples é a grande utilidade
desta técnica. A reacdo de amplificacdo pelo PCR convencional envolve

também etapas pré-PCR (extracdo ou isolamento do acido nucléico molde) e
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etapas pés-PCR para deteccao do resultado da amplificacao (eletroforese ou
outro método de identificacdo do fragmento amplificado). A etapa de extracao é
de extrema importancia para a garantia dos resultados da amplificacéo, ja que
a PCR depende de um molde de qualidade. A etapa p6s-PCR tem como
objetivo primario demonstrar o fragmento que foi amplificado e o método mais

comumente empregado para isso é a eletroforese em gel de agarose.''%

Mais recentemente houve a introducao da tecnologia de PCR em tempo
real (real-time PCR). Esta denominacgao é utilizada para definir uma PCR onde
as etapas de amplificagdo e deteccdo ocorrem simultaneamente, em um
mesmo tubo de reacdo. Para isso € necessario que entre 0s reagentes seja
acrescentado um marcador (fluoréforo) que propicie um aumento de
fluorescéncia proporcional ao aumento do fragmento amplificado. Este método
pode ser utilizado para quantificacao do alvo na amostra, o que dificilmente se
consegue com a PCR convencional seguida de eletroforese em gel. Porém,
para ensaios de quantificagdo absoluta (determinacéo do numero de cépias do
fragmento de interesse presentes na amostra) existe a necessidade de uso de
uma curva contendo padrées com as quantidades conhecidas e pré-
estabelecidas daquele alvo. Em ensaios qualitativos, a PCR em tempo real
diminuiu o tempo para execucao total do ensaio e a manipulacdo do DNA
amplificado, pois elimina a etapa de pés-PCR.'"®"""3® Estas vantagens da PCR
em tempo real tém facilitado ainda mais a disseminacao desta técnica entre os

laboratérios voltados para o diagnéstico clinico.'?”:'%

2.5.3 Métodos moleculares para tipagem viral

De uma maneira geral o termo “tipagem viral” refere-se a identificacao e
caracterizacao de subtipos, genoétipos ou cepas virais. Normalmente para
tipagem viral sdo utilizados métodos baseados em testes imunoldgicos ou
moleculares para caracterizacdo de proteinas virais (ou genes codificantes de
proteinas virais) consideradas alvo. Os métodos moleculares tém ganhado
mais espaco entre os laboratérios porque sao de execug¢ao mais rapida, muitos
profissionais atualmente sdo habilitados para sua execucdo e 0s anticorpos
para uso nos métodos sorolégicos sao de dificil obtencao. Ainda estes métodos

tém como vantagem possibilitarem o uso de amostras clinicas diretamente,
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sem a necessidade de passagem em cultura para a multiplicacdo do inécuo
inicial.?®™* As técnicas moleculares mais utilizadas sdo a PCR e o
sequenciamento. Outras técnicas sdo utilizadas associadas a PCR, como
RFLP (restriction fragment length polymorphism ou analise do polimorfismo dos

fragmentos de restrigao), hibridizacdo ou mesmo técnica de microarray .>

Estes métodos utilizam regides codificantes de proteinas variaveis entre
as diferentes cepas, gendtipos ou subtipos virais para estudo e distingdo entre
os diferentes tipos virais. Por exemplo, a tipagem de AdV é normalmente
direcionada para estudo das sequéncias dos genes da fibra ou do hexon,
embora nontranslated genes também possam ser investigados.?®**'% Para o
VRS a regidao génica mais estudada pertence a proteina G viral, uma proteina
de ligagdo do virus a célula do hospedeiro. A segunda regido variavel desta
proteina é a mais analisada para reportar os diferentes genétipos do VRS.'9%193
Alguns autores tém proposto também o estudo de outros genes, como 0s que
codificam a proteina F ou SH.™®'3” O virus IF tem suas cepas determinadas
principalmente pelo estudo dos genes que codificam as proteinas HA e NA .3
Porém alguns estudos tém trabalhado com mais regides genbémicas ou até
mesmo com o genoma completo deste virus. Estes estudos de genoma
completo podem ser importantes devido a caracteristica do IF possuir
segmentos gendmicos e poder sofrer “shift” de segmentos, além das mutacoes
de ponto."™®"° O PIV ¢ identificado em seus quatro diferentes tipos através de
do seu gene para proteina de superficie HN.'*

Assim, os métodos de tipagem viral tém grande importancia para
identificar e confirmar organismos de preocupacao particular de saude de uma
maneira rapida e oportuna. Estes métodos tém lugar de destaque em
programas de vigilancia objetivando controlar a propagacao de agentes
infecciosos e para auxiliar a fins de investigacéo epidemiolégica.'®*
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3.0 Objetivos
3.10bjetivos gerais

3.1.1 Estudar a epidemiologia molecular do virus sincicial
respiratério e descrever a epidemiologia dos seguintes virus: influenza,
adenovirus e parainfluenza em casos clinicos atendidos no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre.

3.20bjetivos especificos

3.2.1 Caracterizar o numero de casos de infecgcdes, niumero de
internacdes, infecgdes hospitalares e letalidade causada por virus respiratorios
em criangas atendidas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre 2007 a
2010.

3.2.2 Validar técnica de reagcdao em cadeia da polimerase em
tempo real para deteccdo e classificacdo em subgrupos dos virus sincicial

respiratério e influenza.

3.2.3 Caracterizar a diversidade genética do gene que codifica a
proteina G do virus sincicial respiratério em amostras obtidas de criancas
atendidas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre com infec¢des comunitarias
e hospitalares.
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Running title: Respiratory viruses in Southern Brazil.

Title: Viral epidemiology of pediatric respiratory infections at a tertiary
hospital in Southern Brazil.
ABSTRACT

Respiratory tract infections (RTIs) of viral origin are a major cause of
morbidity and mortality in children. This study sought to report the epidemiology
of human respiratory syncytial virus (RSV), influenza (IF), parainfluenza viruses
(PIV) and human adenovirus (ADV) in pediatric patients attending at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) from 2007 to 2010, including data on the 2009
influenza A(H1N1) pandemic. Variables such as number of cases of viral
infection, hospitalizations in general wards and intensive care units (ICUs),
nosocomial infections and lethality rates were collected. We observed a trend
toward an increased number of emergency department visits and confirmed
cases in the winter months. RSV accounted for most nosocomial infections.
Rates of ICU admission for ADV and RSV infection were highest in 2007 and
2010. During 2008-2009, H1N1 and ADV had the highest ICU admission rates.
ADV had the highest fatality rates during 2007-2009 (7.14%, 16.67%, and
7.14%). The lethality rate of HIN1 was similar to that of ADV (7.14%). In
summary, each virus can exhibit distinct behavior, causing hospitalization,
nosocomial outbreaks or lethality in children. Surveillance of well-known viruses
and emerging threats is important for management and to minimize impact on

the community.

KEYWORDS: Respiratory viruses; human respiratory syncytial virus; influenza

virus; parainfluenza virus; human adenovirus; influenza A (H1N1) virus.
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INTRODUCTION

Respiratory tract infections (RTls) are a major cause of morbidity and
mortality in children worldwide'?3. According to World Health Organization
data, RTls account for the deaths of approximately 4 million children per year.
Two-thirds of these deaths occur in infants during the first year of life, and 90%
occur in developing countries*®. Viruses are the most common causative
agents of RTI, and are responsible for a substantial percentage of childhood
mortality®’. Traditionally, the most widely researched viruses implicated in RTls
include human respiratory syncytial virus (RSV), influenza viruses (IF),
parainfluenza viruses (PIV), and human adenovirus (ADV)® These viruses
circulate within the community and are the cause of many hospitalizations.
Therefore, viral respiratory infections in hospital wards (nosocomial infection)
are also observed all year. Increased hospitalization rates and nosocomial
outbreaks can create a major financial burden®'%"".

The importance of respiratory virus surveillance has grown over the last
10 years, due to the unexpected emergence of several new respiratory viruses,
including influenza A(H5N1), human metapneumovirus, SARS coronavirus,
coronavirus NL63, human bocavirus, and influenza A(H1N1)'?'3, Furthermore,
the seasonality of some respiratory viruses is well established, and viral
surveillance and laboratory-based diagnostics play an important role in guiding
the timing of prophylaxis and other interventions'. On the other hand, this
seasonality may be variable. In temperate regions, for instance, viral infections
tend to peak in the late fall and winter, whereas in tropical regions, they occur
over extended periods associated with the rainy season'. In Brazil, a

continental country that is host to many different climates, regional surveillance
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studies on viral patterns play an essential role in the planning of prophylaxis
programs and other interventions. Thus, this study aimed to report the
epidemiology of major respiratory viruses (RSV, IF, PIV and ADV) among
pediatric patients seen at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) between

2007 and 2010, including data on the 2009 pandemic influenza A(H1N1).

MATERIALS AND METHODS

Population profile and study design

Porto Alegre is the capital of the Brazilian state of Rio Grande do Sul,
located at 10 m above mean sea level, latitude 30.01 S, longitude 51.13 W,
mean annual temperature 19°C, area 497km2, with a population of
approximately 1.5 million. Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) is a
university-affiliated tertiary referral hospital with over 800 beds that serves the
population of Porto Alegre and its metropolitan region.

This study followed an observational design and the data on all variables
were collected from children (age 0—12 years) seen at HCPA between 2007 and
2010. We ascertained the number of cases of respiratory infection attributable
to each viral agent of interest, the number of patients admitted to general wards
and intensive care units (ICUs), the number of nosocomial infections, and
lethality rates. The study protocol was approved by the HCPA Research Ethics
Committee.

Laboratory detection of viruses

Detection of RSV, ADV, IF, and PIV in nasopharyngeal aspirates was
performed by indirect immunofluorescence (lIF) assay using commercially

available monoclonal antibodies (Medivax®, Dublin, Ireland). Influenza A(H1N1)
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detection was performed using real-time PCR as per the CDC (Centers for
Disease Control and Prevention) protocol'®. This assay was performed in

Brazilian reference laboratories.

Definition and analysis of study variables

The number of lIF-confirmed cases of infection with each of the
respiratory viruses of interest (RSV, IF, PIV and ADV) was obtained from HCPA
Infection Control Committee reports, as was the number of hospitalizations in
general wards and ICUs. The criteria for nosocomial infection included absence
of respiratory symptoms at the time of admission and detection of a respiratory
virus within 7 days after admission'’. Nosocomial infection rates were
calculated as the percentage of nosocomial infections attributable to each virus
divided by the total number of nosocomial infections attributable to all viruses x
100.

The number of deaths due to viral respiratory tract infection was obtained
and the case lethality rates for each virus calculated. Case lethality was
calculated using the formula: (number of deaths / number of cases) x 100. All

results were obtained by descriptive analysis.

RESULTS

Approximately 12,160 pediatric patients were treated per year at the
HCPA Emergency Department. The Emergency Department is the point of
entry for the majority of patients seen at HCPA. The number of patients seen

and the number of suspected and confirmed cases of viral RTIs (due to RSV,
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IF, PIV and ADV) followed an upward trend during the winter months (June to

August) of each year (Figure 1).

INSERT FIGURE 1 NEAR HERE

The number of confirmed cases stratified by virus and severity
(admission to general wards or ICUs) is shown in Table 1. This table shows that
RSV and ADV were responsible for the highest rates of ICU admission in 2007
and 2010, while in 2008 and 2009, H1N1 and ADV accounted for the highest

rates of ICU admission.

INSERT TABLE 1 NEAR HERE

RSV was responsible for the highest rates of nosocomial infection
throughout the study period (81.5%, 61%, 37.7% and 53.5% in 2007 through
2010 respectively) (Table 2). ADV had the highest case fatality rates from 2007
to 2009 (7.14%, 16.67%, and 7.14% respectively). In 2009, the case fatality rate

of HIN1 was similar to that of ADV (7.14%) (Figure 2).

INSERT TABLE 2 AND FIGURE 2 NEAR HERE

DISCUSSION
In temperate regions, rates of viral infection generally tend to increase in
the late fall and winter, whereas in tropical regions, this increase occurs over

extended periods associated with the rainy season'®. In our study, conducted in
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Porto Alegre, we observed a trend toward increases in the number of confirmed
cases of viral infection in the winter months (June to August) of each year
(Figure 1). In fact, a substantial number of RSV and influenza cases occurred in
these months. These viruses, particularly RSV, are highly prevalent among
children (Table 1). Consequently, annual RSV outbreaks lead to increased
attendance of children to the HCPA Emergency Department. The frequency and
severity of RSV infections in this age group seem to be a consequence of
complex and multifactorial events, mainly involving immunological factors'®®.
Palivizumab, a humanized monoclonal antibody, is currently recommended as
prophylaxis for certain patient groups at risk of severe RSV infection''. Despite
its proven efficacy in reducing hospitalizations attributable to RSV, palivizumab
is still exceedingly expensive for developing countries such as Brazil. Therefore,
cost reductions through optimization of drug administration provide a way to
allow more children to benefit from RSV prophylaxis®.

Concerning nosocomial infections, RSV is known to be the foremost
cause of hospital-acquired respiratory infections among children'”?'. The rates
of hospital-acquired RSV infection observed in this study are consistent with this
information (Table 2). However, these rates showed some variation in each
year of the study period, and a decrease occurred in 2009. This downward
trend in 2009 may have been associated with extensive circulation of H1N1 in
this period. A similar phenomenon was reported by Mak and co-workers in
Hong Kong, and is most likely explained by virus interference®.

Regarding the severity of respiratory infections, using ICU admission as
a surrogate measure, we found higher rates of ICU admission for RSV and ADV

infection in 2007 and 2010, whereas in 2008 and 2009, the highest rates of ICU
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admission were attributable to HIN1 and ADV (Table 1). ADV infections often

2324 and these

lead to severe clinical consequences in hospitalized patients
infections are a matter of great concern to the members of hospital infection
control committees. During 2009, H1N1 accounted for a substantial portion of
ICU admissions. Libster and colleagues also reported higher hospitalization
rates due to H1N1 infection among Argentinean children. In Argentina, rates of
hospitalization for HIN1 were double those for seasonal influenza in 2008%. We
observed a similar increase in hospitalization rates in our sample, showing that
the emergence of HIN1 had a major impact on our health system. On the other
hand, RSV can account for even higher ICU admission rates, as observed in
2007 and 2010 in this study. These variations are probably associated with
circulating RSV genotypes and with the extent of the annual RSV outbreak in
each year®.

Our study also assessed the case lethality rates of viral RTls. Mirroring
the severity of respiratory infections as measured by ICU admission, ADV and
H1N1 had the highest case fatality rates, as expected. Linch and coworkers
reported that ADV disease is more severe, and dissemination more likely, in
patients with impaired immunity®*. Due to their severe clinical manifestations
and ability to start outbreaks, ADV infections are kept under close surveillance
in the hospital setting. As for H1N1, this new emergent strain of influenza
showed a distinct severity profile among pediatric patients. While seasonal
influenza had case lethality rates in the region of 5%, the lethality rate of H1N1
was 7.14%. Other studies have also noted that influenza A(H1N1) is associated

25,27

with substantial pediatric mortality Important tools for minimizing the
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severity of infection in children include antiviral therapy, particularly in patients
with preexisting neurological disorders or chronic lung disease, and vaccination.

In summary, each respiratory virus can show a distinct pattern of
behavior, causing hospitalization, nosocomial outbreaks, or even mortality in
children. Monitoring and surveillance of well-known respiratory viruses and
unexpected emerging threats plays an important role in guiding management
and minimizing impact on the community. Consequently, viral surveillance
studies are important to guide the timing of prophylaxis and other interventions.
Surveillance of RSV peaks, for instance, helps track RSV seasonality and thus
supports planning of prophylaxis for vulnerable children. Adequate surveillance
of influenza plays a major role in the design of appropriate vaccines, the
planning of prophylaxis schedules, and the detection of novel viruses'. Thus,
respiratory illness surveillance strategies have the potential to reduce

healthcare costs, morbidity and mortality.
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Figure Legends
Figure 1 — Number of patients treated for suspected infection with each respiratory virus (RSV, IF, PIV and ADV) and

confirmed cases of infection, 2007—2010.

Figure 2 — Lethality rates of respiratory viruses (RSV, IF, PIV and ADV), 2007-2010.



76

Table | — Number of confirmed cases by virus (ADV, IF, PIV and RSV) and severity (rate of admission to general wards or intensive

care unit).
ADV IF H1N1 PIV RSV

admissions  ICU admissions ICU admissions I1CU admissions ICU admissions ICU

cases (%) (%) cases (%) (%) cases (%) (%) cases (%) (%) cases (%) (%)

2 — — — 5 32
2007 14 8(57.1) (143) 25 5(20) 2(8) 68  23(33.8) (7.3) 201 119 (59.2)  (15.9)

2 4 — — — 7 38
2008 12 10 (83.3) (16.6) 20 11 (55) (20) 136 34 (25) (5.1) 296 168 (56.7) (12.8)

2 5 7 5 25

2009 14 9(64.3) (14.3) 105 50 (47.6) (4.8) 28 18 (64.3) (25) 105 67 (63.8) (4.8) 264 157 (59.5) (9.5)

2 — — — 33
2010 18 14 (77.8) (11.1) 6 4(66.7) 0(0) 98  60(61.2) 2(2) 307 259 (84.4)  (10.7)
8 18 — — — 19 128

Total 58  41(70.7) (13.8) 184  88(47.8) (9.8) 407 184 (45.2) (4.7) 1068  783(73.3) (12
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Table Il — Rates of nosocomial infection by respiratory viruses (RSV, IF, PIV and ADV) in each year (2007-2010).

Nosocomial infections

ADV (%) IF (%) HIN1 (%) PIV (%) RSV (%)
2007 11 0 0 7 81.5
2008 12 2 0 245 61
2009 1.4 29 4 27.5 37.7
2010 4.6 2 0 39.5 53.5

Nosocomial infection rates were calculated as the percentage of nosocomial infections caused by each virus/total number of viral

nosocomial infections x 100.
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5.2 Artigo 2 — Optimization of one-step duplex real-time RT-PCR for
detection of influenza and respiratory syncytial virus in
nasopharyngeal aspirates

Artigo publicado na revista “Journal of Virological Methods”



81

Short communication

Title: OPTIMIZATION OF ONE-STEP DUPLEX REAL-TIME RT-PCR
FOR DETECTION OF INFLUENZA AND RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS
IN NASOPHARYNGEAL ASPIRATES.

Fernanda de-Paris®®*, Caroline Beck®, Alice Beatriz Mombach Pinheiro
Machado® Rodrigo Minuto Paiva® Denise da Silva Menezes?® Luciana de
Souza Nunes®, Ricardo Kuchenbecker®, Afonso Luis Barth®®.

2 Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Servico de Patologia
Clinica, Unidade de Pesquisa Biomédica — Laboratério de Biologia
Molecular. Rua Ramiro Barcelos 2350, Porto Alegre - RS, Brazil 90035-
903.

® Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Faculdade de
Medicina, Programa de Poés-graduacao em Ciéncias Médicas. Rua
Ramiro Barcelos 2400, Porto Alegre - RS, Brazil 90035-903.

Cc

Instituto de Avaliacdo de Tecnologia em Saude/IATS/CNPq,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Faculdade de
Medicina, Programa de Pds-graduacdo em Epidemiologia. Rua Ramiro
Barcelos 2400, Porto Alegre - RS, Brazil 90035-903.

Email adresses:

FP: fparis@terra.com.br; fparis@hcpa.ufrgs.br
CB: beck.caroline@gmail.com

ABMPM: abmachado@hcpa.ufrgs.br

RMP: rpaiva@hcpa.ufrgs.br

DSM: dmenezes@hcpa.ufrgs.br

LSN: lucianadesnunes@hotmail.com

RK: rkuchen@gmail.com

ALB: albarth@hcpa.ufrgs.br

*Corresponding author. Mailing address: Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Unidade de Microbiologia e Biologia Molecular, Rua Ramiro Barcelos 2350,
Porto Alegre - RS, Brazil 90035-903. Phone: 55 51 3359-8860; Fax: 55 51
3359-8310. E-mail: fparis@hcpa.ufrgs.br



82

ABSTRACT

Viruses are major contributors to acute respiratory infection-related morbidity
and mortality worldwide. The influenza (IF) viruses and human respiratory
syncytial virus (RSV) play a particularly important role in the aetiology of acute
respiratory infections. This study sought to standardize a one-step duplex real-
time RT-PCR technique to optimize diagnosis of IFA/IFB and RSVA/RSVB
infection. Viral RNA was extracted with the commercially available QlIAamp Mini
Kit according to manufacturer instructions. RT-PCR was performed with primers
to the matrix protein gene of IFA, the hemagglutinin gene of IFB and the N gene
of RSVA and RSVB. The limits of detection were 1 copy/uL for IFA, 10
copies/uL for IFB, 5 copies/uL for RSVA, and 250 copies/uL for RSVB. The
specificity of RT-PCR was determined by comparison against a panel of several
respiratory pathogens. RT-PCR and indirect immunofluorescence (lIF) were
compared in a sample of 250 nasopharyngeal aspirates (NPAs) collected during
the year 2010. RT-PCR was more sensitive than |IF and able to detect viral co-
infections. In summary, RT-PCR optimized for IFA/IFB and RSVA/RSVB is
sensitive and specific for these viral agents and is therefore useful for
assessment of the aetiology of respiratory infections, whether for clinical or

epidemiological purposes.

KEYWORDS: respiratory syncytial virus; influenza virus; one-step real-time

PCR; molecular diagnostics; molecular epidemiology.
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1. Introduction

Viruses are major contributors to the morbidity and mortality of acute respiratory
infections worldwide (Fairchok et al., 2010). Among these viruses, influenza (IF)
and respiratory syncytial virus (RSV) are some of the most common aetiological
agents of respiratory infections. RSV is a well-known cause of lower respiratory
tract infection in young children (Hall et al., 2009) and is now recognized as an
increasingly important cause of respiratory infection in adults (Falsey et al.,
2005; Caram et al., 2009). Influenza viruses remain significant causes of
respiratory infections annually, despite the availability of vaccines and
increasing efforts to achieve targeted vaccination rates (Kehl and Kumar, 2009).
Furthermore, new IF strains have recently been described as aetiological
agents in epidemics (Gatherer, 2009).

Accurate detection of respiratory viruses is important to guide antiviral therapy,
to prevent nosocomial transmission during the seasonal period of more
hospitalizations, and, in some cases, to decrease the hospital healthcare-
associated costs (Kuypers et al., 2006). From a clinical standpoint, accurate
identification of the causative agent of respiratory tract infections is important for
proper clinical management. The proper identification of viruses is even more
important for epidemiological purposes, such as the surveillance of respiratory
infections during seasonal epidemics, assessment of high-risk groups, and
allocation of hospital resources. On the other hand, diagnosis can be
problematic, as a wide range of pathogens can cause acute respiratory
infections presenting with similar clinical syndromes. Nucleic acid amplification
testing is emerging as the preferred method of diagnostic testing for viral

respiratory infections. Real-time technology and the ability to perform multiplex
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testing have facilitated the use of this molecular technique to diagnose a variety
of respiratory viruses (Panning et al., 2009; Kehl and Kumar, 2009; Olofsson et
al., 2011). This study sought to validate a one-step duplex real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) technique with the objective of optimizing diagnosis of

IFA/IFB and RSVA/RSVB infection for clinical and epidemiological purposes.

2. Methods

2.1 Primer and probe design

The sequences of primers and probes, their original studies, and the results of
in silico evaluation are shown in Table 1. RT-PCR was performed with primers
specific to the matrix protein gene of IFA, the hemagglutinin of IFB, and the N
gene of RSVA and RSVB (Hu et al., 2003; Schweiger, et al., 2000; WHO,

2009).

INSERT TABLE 1 NEAR HERE

2.2 RNA extraction and amplification conditions

RNA was extracted with the commercially available QlAamp® Viral RNA Mini
Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), according to manufacturer instructions.
Amplification was performed with the SuperScript™ Il Platinum® One-Step
Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in a 7500 Real
Time PCR cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The amplification
protocol was 50 °C for 30 min; 95 °C for 2 min; and 45 cycles of 94 °C, 15 s,
and 55 °C, 35 s. Primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 800nM and probes

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) at 200nM were used for two
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different reactions, IFA/IFB amplification and RSVA/RSVB amplification.
Positive controls included Fluvac® (Innovator EWT, Fort Dodge, IA, USA) for
IFA and clinical samples for IFB, RSVA and RSVB, which were confirmed by
sequencing. Negative controls (sterilized water) were used in each reaction. In
clinical samples, detection of a human gene (RNase P) was used as the internal
control for the reaction. The reaction volume was 15 puL— 5uL of RNA and 10uL
of reagent mix.

Primer and probe sets were tested first as a single reaction, then as two duplex
reactions (RSVA/RSVB and IFA/IFB detection). Samples were considered
positive if the Ct (Cycle threshold) value was < 45 and the shape of the
amplification curve was appropriate. Samples were considered negative if the
internal control (RNAse P) was positive and there were no characteristic

amplification curves for viral targets.

2.3 Limit of detection and assay specificity

Analytical sensitivity (limit of detection, LOD) was established by quantitative
evaluation of the amplification products of positive controls. These
amplifications were purified by ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, OH,
USA) and quantified in a Nanodrop™ 1000 spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA). The number of copies of each control was
obtained and serial dilutions (from 1 to 10° copies/uL) were used to determine
the LOD. LOD assays were performed in duplicate for separate and duplex

reactions.
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Specificity assays were performed using a set of amplification products of
clinical isolates with positive results for different respiratory pathogens
(Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, Enterovirus, Adenovirus,
Cytomegalovirus, Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus influenzae, Herpes
simplex, Streptococcus pneumoniae, Pneumocystis jiroveci, Chlamidya
pneumoniae, RSV, Parainfluenza-1, Parainfluenza-2, Parainfluenza-3, and

Epstein-Barr virus).

2.4 Patient samples

Nasopharyngeal aspirate (NPA) specimens were collected in phosphate-
buffered saline (PBS) and frozen at —80°C, followed by RNA extraction and RT-
PCR amplification. This study included 250 NPAs collected between May and
September 2010 and previously tested for respiratory viruses by a commercially
available indirect immunofluorescence (lIF) assay (Medivax®, Dublin, Ireland).
A comparison between RT-PCR and IIF could thus be established. All NPAs
had been obtained for clinical purposes as part of standard care. The study
protocol was approved by the Institutional Review Board of Hospital de Clinicas

de Porto Alegre.

3. Results

In silico coverage of the selected oligonucleotides was >98% (Table 1). This
coverage rate was considerate adequate for use of this set of probes and
primers.

The positive controls showed adequate results (Ct <20) in both protocol
conditions (single and duplex reaction). The LOD was 1 copy/uL for IFA, 10

copies/uL for IFB, 5 copies/uL for RSVA, and 250 copies/uL for RSVB. These
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LODs were similar in separate and duplex reactions. LOD data showed a
Poisson distribution and the corresponding obtained Cts showed linearity (data
not shown).

All tests for different respiratory pathogens had negative results, which show an
absence of cross-reactivity between RT-PCR and this panel.

Of the tested samples, 51.2% (128/250) were positive for RSV by RT-PCR,
while only 34.3% (86/250) were positive by IIF. Furthermore, 3.6% (9/250) were
positive for IFB by RT-PCR, while only 1.2% (3/250) were positive by IIF. No
samples were positive for IFA with either technique. Among the clinical
specimens positives, 89.7% showed Ct values between cycles 12 and 39.

In this study, IIF failed to detect RSV in 46 samples (35 for RSVA and 11 for
RSVB) as compared with RT-PCR. RT-PCR failed to detect RSV in only five
samples when compared with IIF. All three samples that tested positive for IFB
on lIF were detected by RT-PCR. Furthermore, IIF did not detect IFB in six
samples when compared with RT-PCR (Table 2). It should be noted that RT-
PCR was able to detected co-infection (three RSVA/RSVB co-infections and

four RSVA/IFB co-infections), whereas the IIF technique was not (Table 2).

INSERT TABLE 2 NEAR HERE.

4. Discussion

The aim of this study was the optimizing of a one-step duplex RT-PCR
technique for IFA/IFB and RSVA/RSVB detection. Primers and probes were
adapted from different protocols (Table 1) to establish a single assay with the

same extraction and amplification conditions. This optimized assay proved
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specific for the viruses of interest, as no cross-reaction against a panel of other
respiratory pathogens was detected. Furthermore, this assay exhibited high
analytical sensitivity, being able to detect as low as 1 copy/uL of IFA, 10
copies/uL of IFB, 5 copies/uL of RSVA and 250 copies/pL of RSVB.

The results of this study demonstrated that protocol performed well on clinical
samples, resulting in an increasing the detection of IFB and RSVA/RSVB in
NPA specimens. The IIF assay detected 89 samples (35.6%) and RT-PCR
detected 133 (53.2%), thus proving the higher sensitivity of RT-PCR assay as
compared with IIF. This increased sensitivity could be explained by the ability of
PCR methods to detect lower viral loads in clinical samples, as previously
reported by Kuypers et al. (2006), who showed that the mean number of viral
copies per mL in specimens positive on both PCR and IIF was significantly
higher (107) than that of specimens positive only on PCR (10%). This suggests
that PCR is suitable for detection of respiratory viruses in samples from adults
which often exhibit lower viral loads than samples obtained from children
(Kuypers et al., 2006). Furthermore, it is known that probability of detection of
respiratory viruses increases with the duration of symptoms. Patients presenting
within 0—6 days of symptom from the onset exhibit less viral shedding than
those tested 7-14 days after symptoms arise (Brittain-Long et al., 2010;
Olofsson et al., 2011). Therefore, this optimized RT-PCR technique could
improve the possibility of viral detection in samples collected longer after
symptom onset.

In addition, it bears stressing that all samples testing positive for IFB on IIF were
detected by RT-PCR, and only five samples positive for RSV on IIF were not

detected by RT-PCR. Remarkably, none of the specimens used in this study
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were positive for IFA by either method. This was most likely due to the
extensive immunization campaign against influenza A/H1N1 and other seasonal
influenza strains that was carried out worldwide, including in Brazil, in 2010.
Another important aspect of optimized RT-PCR is that this technique can be
performed with frozen samples, unlike IIF, which requires fresh specimens. In a
previous study, respiratory viruses were detected by PCR in 25% of specimens
judged inadequate for IIF analysis (Kuypers et al., 2006).

Concerning viral co-infection, seven cases were found in this study (three co-
infections with RSVA and RSVB and four co-infections with RSVA and IFB) by
RT-PCR; none was detected with the IIF technique. Several studies have
acknowledged the possibility of multiple infections in viral respiratory diseases
detected by molecular methods (Kuypers et al., 2006; Paranhos-Baccala et al.,
2008). Furthermore, multiple respiratory viruses have been detected in
approximately 10% of respiratory specimens, with higher rates recorded in
samples from young children and immunosuppressed patients (Olofsson et al.,
2011). Some authors suggest an association between dual infections and
increased disease severity (Richard et al., 2008; Paranhos-Baccala et al., 2008;
Olofsson et al., 2011). Indeed, the clinical and epidemiological significance of
co-infections is uncertain, but infection with multiple viruses only can be
detected with the use of molecular techniques. Notably, the optimized RT-PCR
protocol described herein was able to detect RSVA and RSVB separately,
which may be very useful for studies with epidemiological purposes.
Furthermore, this study has considered that the real time PCR technique is
suitable for limited multiplexing. This technique is also excellent for in-house

testing, providing an affordable analysis capability for the outpatient clinic
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(Olofsson et al, 2011). Therefore, this RT-PCR technique could be feasible and
more cost-effective for routine clinical than a multiplex 15-virus panel or other
extended molecular diagnostics.

In summary, the one-step duplex RT-PCR technique optimized for IFA/IFB and
RSVA/RSVB described herein is suitable for the clinical laboratory setting,
requiring only one RNA extraction and using the same amplification conditions
as used for multiple virus detection, as well as internal controls. It is less labour-
intensive than |IF and exhibited reliable sensitivity and specificity, making it
useful for establishment of the aetiology of respiratory infections for clinical and

epidemiological purposes alike.
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Table 1 — “In silico” coverage of the sets of primers and probes against sequences obtained from GenBank using BioNumerics.

Possible
Viruses Oligo Primer/Probe Origin Sequences identity Identity Gaps Coverage
Flu A
InfA F 5’ GACCRATCCTGTCACCTCTGAC CDC, 2009 131 2882 2813 69 97.6%
InfA R 5" AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA CDC, 2009 131 3144 3144 0 100%
InfA Probe 5 FAM-TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG-BHQ CDC, 2009 131 3144 3144 0 100%
Total 99.24%
coverage
FluB
BHA-188 5" AR*ACCAGAGGGAAACTATGCCC Schweiger et al., 154 3388 3324 64 98.11%
2000
BHA-347 5" CTGTCGTGCATTATAGGAAAGCAC Schweiger et al., 154 3696 3671 25 99.32%
2000
BHA-273 5" VIC-ACCY*TCGGCAARAGY*TTCAATACTCCA-TAMRA Schweiger et al., 154 4158 4057 101 97.57%
2000
Total 98.31%
coverage
RSV A A21 5 GCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGA Hu et al., 2003 10 260 260 0 100%
RSV compl 5 AACATGCCACATAACTTATTGAT This study 10 230 225 5 97.83%
APB48 5’ FAM-ACACTCAACAAAGATCAACTTCTGTCATCCAGC- Hu et al., 2003 10 330 327 3 99.09%
TAMRA
Total 98.97%
coverage
RSV B B17 5" GATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTAA Hu et al., 2003 8 208 207 1 99.52%
B120 5" TGTCAATATTATCTCCTGTACTACGTTGAA Hu et al., 2003 8 240 238 2 99.17%
BPB45 5" VIC-TGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCATCCA- Hu et al., 2003 8 280 279 1 99.64%
TAMRA
Total 99.44%
coverage

* Oligonucleotideos degenerate in relation the original form reported by Schweiger et al., 2000.

Degenerate nucleotides: R=Aor G; Y =C or T and K= G or T. Fluorophores: FAM (6-carboxyfluorescein) and VIC (6-carboxyrhodamine).
Quenchers: BHQ (Black hole quencher) and TAMRA (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine). Possible identity = n® sequences obtained from
GenBank x n? nucleotides in primer or probe. Identity = n® matches between nucleotides in primer or probe and nucleotides of sequences from
GenBank. Gap = n? mismatches between nucleotides in primer or probe and nucleotides of sequences from GenBank.



Table 2: Results from 250 NPA samples.

Samples IFRSV IIFIFB RT-PCR RT-PCR RT-PCR

RSVA  RSVB IFB
(n = 250)

112 (44.8%)

64 (25.6%) + - + - -
35 (14%) - - + - -
11 (4.4%) + - - + -
11 (4.4%) - - - + -
5 (2%) + - - - -
3(1.2%) + - + + -
3(1.2%) - + - - +
2 (0.8%) - - + - +
2 (0.8%) + - + - +
1 (0.4%) + - - - +
1 (0.4%) - - - - +

[IF = imunofluorescence
RT-PCR = one step duplex RT-PCR

= negative; “+” = positive.
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5.3 Artigo 3 - Emerging respiratory syncytial virus subgroups A and B
among nosocomial and community-acquired pediatric infections in

Southern Brazil

Artigo submetido para a revista “Journal of Medical Virology”
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ABSTRACT

Human respiratory syncytial virus (RSV) is the main cause of lower
respiratory tract illness in children worldwide. Molecular analyses shows two
distinct RSV subgroups (A and B) that are comprised of different genotypes.
This variability contributes to RSV’s capacity to infect repeatedly and cause
yearly outbreaks. Different RSV genotypes circulate within the community and
within hospital wards. RSV is currently the leading cause of nosocomial
respiratory tract infections. The aim of this study was to evaluate the G protein
gene diversity of RSV amplicons in nasopharyngeal aspirate samples collected
from children with nosocomial or community-acquired infections. Sixty-three
RSV samples (21 nosocomial and 42 community-acquired) were evaluated and
classified as RSV A or RSV B by real-time PCR. Sequencing of the second
variable region of the G protein gene was performed to establish RSV
phylogenetics. We observed co-circulation of RSV A and RSV B, and RSV A
was the predominant subtype. All nosocomial and community-acquired RSV A
samples were from the same phylogenetic group, comprising NA1 genotype.
Conversely, RSV B samples were distributed across different groups: BA4,
POA1, POA2, POA3 and POA4. Among these, nosocomial and community-
acquired samples had distinct distributions. BA4, POA2, and POA4 were only
found in community-acquired isolates, whereas POA1 and POA3 were found in
nosocomial samples. This is the first study that describes circulation of the NA1
genotype in Brazil, as well as four new BA-like genotypes. Deciphering
worldwide RSV genetic variability will aid vaccine design and development.
KEYWORDS: respiratory syncytial virus, nosocomial infection, G-protein,

genetic variability, molecular epidemiology.
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INTRODUCTION

Human respiratory syncytial virus (RSV), order Mononegavirales,
family Paramyxoviridae, subfamily Pneumovirinae, and genus Pneumovirus is
considered the leading cause of lower respiratory tract infections in children
worldwide (Hall et al., 2009; Hall, 2010). RSV also infects adults and is a major
pathogen in older adults and immunocompromised individuals (Falsey et al.,
2005). RSV strains are separated into two major subgroups (A and B) on the
basis of antigenic and genetic variability. The main differences are found in the
attachment glycoprotein G. RSV G protein interacts with host cell receptors, is a
target for neutralizing antibodies, and is highly variable (Johnson et al., 1987). G
protein variability is greater than that of other RSV proteins, between and within
the RSV A and B subgroups. Molecular analysis of the second variable region
in the G protein has been used to characterize RSV genotypes (Peret et al.,
1998; Peret et al., 2000). This variability might contribute to the virus’s ability to
infect individuals repeatedly and cause yearly outbreaks (Peret et al., 2000;
Yamaguchi et al. 2011).

RSV has a clear seasonality. Outbreaks occur in the late fall and winter
in temperate regions, and during extended periods related to rainy seasons in
tropical regions (Moura et al., 2006; Goddard et al., 2007; Murray et al. 2012).
RSV A and B genotypes show complex, fluctuating dynamics. They may co-
circulate during a given season, with one or two dominant genotypes that are
then replaced in consecutive years (Zlateva et al. 2004; Shobugawa et al. 2009;
Botosso et al. 2009). These genotypes circulate within the community and
within hospital wards. Consequently, nosocomial infection by RSV is observed

every year. RSV is the leading cause of nosocomial respiratory infections and is
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a particular hazard for premature infants, infants with congenital heart disease
or bronchopulmonary dysplasia, and infants and children that are
immunodeficient (Mlinaric-Galinovic and Varda-Brkic, 2000; Visser et al., 2008).
Nosocomial RSV outbreaks can cause severe morbidity and mortality in infants,
and carry a substantial financial burden (Thorburn et al., 2004; Tatochenko et
al., 2010; O’Connell et al. 2011). Palivizumab is a humanized monoclonal
antibody that is currently recommended as prophylaxis for certain patient
groups at risk of severe RSV infection (O’Connell et al. 2011). However, it is too
expensive for wide-range use in developing countries such as Brazil (Weckx et
al. 2009).

Despite its pathogenic importance, there is no effective vaccine against
RSV (van Drunen et al., 2007). Future development of vaccines or
pharmacotherapy against RSV requires further understanding of the genetic
composition of viral strains prevalent in a target population. Little information is
available on the distribution pattern of epidemic RSV strains in Brazil. The aim
of the present study was to evaluate the genetic diversity of the G protein gene
in RSV samples collected from young children with nosocomial or community-

acquired infections.

MATERIALS AND METHODS
Patients

Twenty-one pediatric patients were diagnosed with nosocomial RSV
infections at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a southern Brazil tertiary
referral center, in 2010. Diagnostic criteria of nosocomially infected patients

included absence of respiratory symptoms at the time of hospital admission and
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detection of RSV by indirect immunofluorescence in nasopharyngeal aspirate
samples within seven days of admission (Mlinaric-Galinovic and Varda-Brkic,
2000). Nasopharyngeal aspirate samples from 42 pediatric patients with
community-acquired RSV infection were also analyzed. These patients were
admitted to the same ward as the nosocomially infected patients one week
before or after their admission. Community-acquired RSV patients stayed at the
hospital for least three days.

All nasopharyngeal aspirate samples were obtained for clinical purposes
as part of standard care. The study protocol was approved by the Institutional

Review Board of Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Sample handling and nucleotide sequencing

Nasopharyngeal aspirate samples were collected in phosphate-buffered
saline (PBS) and frozen at —80°C until RNA extraction was performed. The
samples were named according to the city of origin (e.g. Porto Alegre — POA),
number, and infection setting (nosocomial, H; community-acquired, C). RNA
from a 140 ul aliquot of each sample was extracted with a QlAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. RSV-positive samples were classified as RSV A or RSV B by
group-specific real-time PCR (RT-PCR), as described previously (de-Paris et
al., 2012).

For nucleotide sequencing, RT-PCR was performed on extracted RNA
using primers and amplification conditions described previously (Peret et al.,
1998). PCR products were purified using a PureLink PCR Purification kit

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Both strands were sequenced in an ABI 3500
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Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using the BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

Phylogenetic analyses

Sequences were assembled using BioNumerics software version 6.0 and
aligned with ClustalW. Phylogenetic analyses were performed with MEGA
version 5.05 software (Tamura et al., 2011), using the neighbor-joining method
and bootstrap analysis (1,000 replicates). Reference sequences for RSV A and
RSV B strains originating from the United States (Peret et al., 2000), Uruguay
and Argentina (Frabasile et al., 2003; Viegas and Mistchenko, 2005; Galiano et
al., 2005; Trento et al., 2006), Brazil (Moura et al., 2004; Antoniassi et al.,
2008), South Africa (Venter et al., 2001), Kenya (Scott et al., 2004), New
Zealand (Matheson et al., 2006), Japan (Shobugawa et al., 2009; Dapat et al.,
2010; Yamaguchi et al.,, 2011), and Belgium (Zlateva et al., 2005) were
obtained from GenBank.

Pairwise nucleotide distances (p-distances), the number of pairwise
nucleotide differences divided by the total number of nucleotides in the
sequenced segment, were calculated using MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011).

A lower p-distance indicated a greater similarity in compared sequences.

Nucleotide sequence accession humbers.
The GenBank accession numbers of the nucleotide sequences obtained
in the present study are JX524454 to JX524456; JX568889 to JX568900;

JX627410 to JX627433; JX678714 to JX678729.
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RESULTS

RT-PCR results confirmed the presence of both RSV A and RSV B
subgroups in the samples (21 from nosocomial RSV patients and 42 from
community-acquired RSV patients). RSV A was the predominant subgroup in
both nosocomial and community-acquired samples. Three cases of RSV A/B
co-infection were detected in two nosocomial samples and one community-
acquired sample. Patients with nosocomial RSV infections tended to be older
and have longer hospitals stays (Table 1).

We were able to obtain 56 sequences (40 RSV A and 16 RSV B) for
phylogenetic analyses. Seven samples showed no amplification or low-quality
sequencing. Samples without amplification may have degraded RNA and
samples with low-quality sequencing could be suffering non-specific
amplifications. Consequently, these samples were not considered for the
phylogenetic analysis.

All RSV A sequences (40 sequences), whether nosocomial or
community-acquired, were grouped with the NA1 isolate sequences. This
phylogenetic branch presented a bootstrap value of 95 %. This phylogenetic
branch, comprising sequences from NA1 isolates and POA samples, was
clearly distinct from other genotypes (Figure 1). Moreover, the calculated intra-
genotype p-distance showed a high similarity between RSV A POA sequences,
and the NA1 genotype (Table 2).

The RSV B sequences proved to be distinct and were distributed across
different groups we termed BA4, POA1, POA2, POAS, and POA4. Most notably,
the POA1, POA2, POA3, and POA4 phylogenetic branches had high bootstrap

values of above 90 % (Figure 1). Although the BA and POA genotypes were
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grouped into different phylogenetic branches, all had the 60 nucleotide insertion
originally reported in BA strains. Furthermore, sequences acquired from both
nosocomial and community-acquired RSV B samples presented distinct
distributions. Calculated p-distances showed high intra-genotype similarity and
high inter-genotype diversity among the RSV B sequences (Table 2). In
addition, the BA4, POA2, and POA4 genotypes were only found in community-
acquired RSV patients, whereas POA1 and POA3 genotypes were only found

nosocomial RSV patients.

DISCUSSION

RSV is recognized as the leading cause of respiratory tract illness in
children and is a major nosocomial pathogen. We evaluated RSV genetic
variability in nasopharyngeal aspirate samples taken from children with
nosocomial and community-acquired RSV infections at a large hospital in
southern Brazil during 2010. The patients with nosocomial RSV infections were
characterized by prolonged hospital stays and increased mortality. Increased
risk of severe RSV-associated is usually associated with clinical conditions such
as prematurity, chronic lung disease, congenital heart disease, and
immunosuppression (Mlinaric-Galinovic and Varda-Brkic, 2000; Hall et al.,
2009). These same conditions are common among children with prolonged
hospital stays (Visser et al., 2008).

RSV A was the predominant subgroup in both nosocomial (15/21 or
71.43 %) and community-acquired (30/42 or 71.43 %) infections. Only three
cases of RSV A/B co-infection (4.76 %) were observed. In previous RSV

studies, co-circulation of subgroups A and B within the same population have
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been described during epidemic periods, and with different predominance
patterns (Shobugawa et al., 2009; Zhang et al., 2010). Shifts in predominance
of particular circulating RSV subgroups within a given time interval have also
been described (Scott et al., 2004; Arbiza et al., 2005; Zhang et al., 2010).
These shifts appear to correlate, at least in part, with G-protein gene variability
(Zhang et al., 2010).

Only one RSV A genotype was found circulating within the study’s
patients. It showed high similarities with the previously identified NA1 genotype
isolated from Japan (Shobugawa et al., 2009). All RSV A POA sequences
(nosocomial and community-acquired) were grouped with this genotype in a
phylogenetic branch which presented a bootstrap value of 95%. The p-distance
calculated among these sequences was low, demonstrating homogeneity
among samples. This is the first study to describe circulation of the Japanese
NA1 genotype in Brazil. Introduction of this genotype to Brazil is probably
recent, and it may be predominant in the Porto Alegre area. Peret and
colleagues have hypothesized that a constant shift in predominant genotypes
affects protective immunity, allowing for more efficient virus transmission and
pathogenicity. Therefore, new RSV strains can be introduced into a given
population but local factors such as strain-specific immunity will determine
which strains will circulate successfully and cause outbreak (Peret et al., 1998).

This study reports the presence of five different, circulating RSV B
subgroup genotypes in southern Brazil during 2010: BA4, POA1, POA2, POAS,
and POA4. BA4 is a previously described subgroup (Trento et al., 2006), but
POA1, POA2, POA3 and POA4 are newly identified. The POA1, POA2, POAS3,

and POA4 phylogenetic branches had high bootstrap values (above 90 %), and
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the p-distance also indicated high similarity within each group. However, all
RSV B POA genotypes were grouped with the BA genotypes. The BA genotype
was first described in Buenos Aires, Argentina, and harbors a 60 nucleotide
duplication within the G protein gene (Trento et al., 2003). It has also been
reported in Europe and Asia (Shobugawa et al., 2009; Zlateva et al., 2005;
Parveen et al., 2006). The rapid and global spread of the BA genotype implies
that it may have a selective advantage over other circulating strains (Salter et
al., 2011). However, it is possible that there may be mutations elsewhere in the
genome that confer more efficient replication when compared with other RSV B
genotypes. Indeed, RSV (both RSV A and RSV B subgroups) exhibits rapid
evolutionary rates (Trento et al., 2006), which might justify the emergence of
many different genotypes. One could speculate that the POA genotypes are
actually RSV B BA variants (BA-like genotypes), the predominant genotypes
that exhibit high RSV mutation rates.

Interestingly, the nosocomial and community-acquired RSV B genotypes
identified in this study were distributed among different groups. The BA4, POA2,
and POA4 genotypes were only found in community-acquired samples,
whereas the POA1 and POA3 genotypes were only found in nosocomial
samples. The selective advantage of the POA1 and POA3 genotypes in the
nosocomial RSV infections may be related to their ability to infect patients with
impaired immunity (Peret et al., 2000). Another possibility is that these
genotypes could have originated from asymptomatic infections from hospital
staff or relatives of the infected patients (Crowcroft et al., 2008).

In summary, this work evaluated the genetic diversity of RSV within a

given patient cohort. To our knowledge, this is the first time that circulation of
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the RSV A NA1 genotype has been confirmed in Brazil. In addition, we report
the identification of four new BA-like genotypes (POA1-4). A better
understanding of RSV molecular epidemiology will be essential in vaccine
development and anti-viral pharmacotherapy against RSV infection. Currently,
palivizumab is recommended as a preventive measure in high-risk settings.
Unfortunately, this agent is too costly for use in developing countries (Weckx et
al., 2009). Therefore, the development of an efficient vaccine should remain a

high priority in managing RSV infection.
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Figure Legend

Figure 1 — Phylogenetic trees for RSVA (A) and RSVB (B) nucleotide
sequences based on the second variable region of the G protein, using the
neighbor-joining method with MEGA version 5.05. Reference strains (AF013254
for group A and AY911262 for group B) were used as the outgroup sequences
in the tree. The scale bars show the proportions of nucleotide substitutions, and
the numbers at each branch are bootstrap values determined for 1,000

iterations. Only bootstrap values with >70% significance are shown.
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Table 1 — Characteristics of patients with hospital- and community-acquired

RSV infections treated at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 2010.

Patients

Hospital-acquired Community-acquired
Characteristics infection (n=21) infection (n=42)
Mean age (months) 15 9
Mean length of stay (days) 26.09 10.28
Deaths 3 1
RSVA infection 15 30
RSVB infection 8 13

Mixed RSVA/B infection 2 1
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Table 2 - Pairwise nucleotide distances (p-distances), intra-genotype and inter-

genotype, for RSVA (NA1) and RSVB (BA4, POA1-POA4) isolates.

Subgroup  Genotypes

Intra-genotype

Inter-genotype (neighbor cluster)

RSVA NAT
BA4
POA1
RSVB POA2
POAS
POA4

0.0130
0.0139
0.0000
0.0030
0.0030
0.0223

0.053 (NA1 x NA2)
0.02251 (BA4 x BA9)
0.02727 (POA1 x BA7)
0.05757 (POA2 x POA3)
0.02424 (POA3 x BA10)
0.040 (POA4 x BAB)
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6.0Consideracoes Finais

Os dados levantados durante a realizagao deste trabalho mostraram que
cada virus respiratério (ADV, IF, VRS e PIV) tem um padrdo distinto de
comportamento, provocando diferentes niveis de hospitalizacdo, surtos
nosocomiais € mortalidade em criancas. Apesar dos padroes de sazonalidade
ja descritos para cada virus respiratorio, os eventos climaticos e mesmo a
emergéncia de novas cepas virais podem agregar mudangas nos
comportamentos esperados. Assim, a vigilancia sobre os virus respiratorios,
seja 0s mais comuns ou virus emergentes, desempenha um papel importante
na orientacdo de estratégias direcionadas a minimizar o impacto destes
patdgenos sobre a comunidade. Estas estratégias de vigilancia de doencas
respiratérias tém o potencial de reduzir os custos de salude, morbidade e
mortalidade.

Para esta vigilancia, as técnicas moleculares mostram-se as mais
adequadas. Como vantagens estas técnicas tém mostrado um menor tempo de
execucao, resultados sensiveis e especificos. Também a realizacao de testes
moleculares in-house permite a adequacdo dos protocolos conforme a
necessidade assistencial de cada laboratério. O uso dos protocolos in-house
possibilita a decisdo sobre qual técnica sera implantada, quantos e quais 0s
virus respiratérios a serem detectados e se o0s subtipos virais seréao
discriminados. Os kits comerciais costumam apresentar protocolos onde a
técnica, os tipos virais e mesmo a quantidade de amostras clinicas a ser triada
vem previamente estabelecidos.

Em relacao a tipagem viral, este tipo de estudo é de grande importancia
para maior compreensao da composi¢cao genética das cepas virais prevalentes
na populagdo alvo. Especialmente no Brasil, onde h& pouca informacao
disponivel sobre o padrao de distribuicdo das cepas virais. Os dados relatados
nesta tese mostram a circulacido de genétipos emergentes do virus VRS em
criangas atendidas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A compreensao da
circulacdo destes novos gendtipos e seu impacto na populacdo tem
importancia epidemiolégica, no planejamento do desenvolvimento de vacinas
ou tratamentos farmacéuticos.

Os resultados obtidos na realizagdo desta tese, assim como muitos

outros estudos presentes na literatura, demonstram o impacto das epidemias
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sazonais de virus respiratérios. Portanto, torna-se evidente que estudos de
vigilancia deveriam ser conduzidos periodicamente para acompanhar o padrao
de comportamento destes virus na populagao alvo. Preferencialmente estudos
de tipagem molecular deveriam ser realizados também para todos os virus
respiratérios considerados importantes para uma determinada regido
geografica no sentido de acompanhar a introducdo de novos genétipos e cepas

virais e seu impacto nas populagdes atingidas.
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7.0 Informac6es complementares — producao cientifica relacionada
atese

Esta tese é resultado de um projeto que foi contemplado com verba no
edital FAPERGS n°007/2009 (programa de pesquisa de infeccoes respiratérias
causadas por virus — PPIR). Este mesmo projeto concorreu em selecao de
bolsista de iniciacdo cientifica PROBIC/HCPA, sendo contemplado com a
bolsa.

O trabalho de desenvolvido da técnica de one-step duplex real-time PCR
para a deteccao de IFA/IFB e VSRA/VSRB presente nesta tese foi destacado
em dois congressos (XXIll Saldo de Iniciagcdo Cientifica - 2011 — Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e 312 Semana Cientifica do HCPA - 2011) com

mengdes honrosas.
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