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ARTIGO ORIGINAL

Falta de associagao entre carga viral e
gravidade da bronquiolite aguda em lactentes
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RESUMO

Objetivo: Investigar a correlacao entre a carga viral do virus sincicial respiratorio
e o tempo de internacao hospitalar em lactentes com episodios de sibilancia aguda.
Métodos: Este foi um estudo transversal de dois anos envolvendo lactentes de até 12
meses de idade com bronquiolite no momento da internagao em um hospital terciario.
Para a identificacao dos virus respiratorios foram coletadas secrecoes nasofaringeas.
As amostras foram analisadas (por todo o periodo do estudo) por imunofluorescéncia
direta e (no segundo ano do estudo) por PCR guantitativa em tempo real para tres virus
humanos (rinovirus, virus sincicial respiratorio e metapneumovirus). Resultados: Das 110
amostras avaliadas por imunofluorescencia direta, 56 (50,9%) foram positivas para um
Unico virus, e 16 (14,5%) foram positivas para dois ou mais virus. Nessas 72 amostras,
o virus mais prevalente foi o virus sincicial respiratorio, seguido por influenza. Das 56
amostras avaliadas por PCR quantitativa em tempo real, 24 (42,8%) foram positivas para
um Unico virus, e 1 (1,7%) foi positiva para dois virus. Nessas 25 amostras, o virus mais
prevalente foi o virus sincicial respiratorio, seguido por rinovirus humano. A coinfeccao
nao influenciou o tempo de internagao ou outros desfechos. Alem disso, nao houve
associacao entre a carga viral de virus sincicial respiratorio e o tempo de internacao.
Conclusdes: A coinfeccao e a carga viral do virus sincicial respiratorio nao parecem

influenciar os desfechos em lactentes com bronquiolite aguda.

Descritores:
respiratorio humano.

INTRODUGCAO

O desconforto respiratorio e a sibilancia sdo sintomas
respiratérios muito comuns em criangas e podem ser a
expressdo clinica de uma grande variedade de problemas
no trato respiratorio. Independentemente da causa, a
sibilancia € um motivo frequente de procura por cuidados
médicos em servicos de emergéncia, especialmente
durante os primeiros anos de vida.®¥) A principal causa
de sibilancia em lactentes é a bronquiolite viral aguda, a
qual é frequentemente acompanhada por outros fatores
de risco, tais como o tabagismo materno e o nascimento
prematuro.

Um estudo relatou que quase metade de uma populagdo
com menos de um ano de idade atendida em um servigo
de emergéncia apresentava sintomas respiratdrios.®
Em outro estudo, foi relatado que 17% das criangas
com sibilancia haviam sido internadas pelo menos uma
vez durante o primeiro ano de vida.® A principal causa
de internagdo hospitalar entre aqueles lactentes foi
bronquiolite aguda causada por infeccdo por virus da
familia Paramyxoviridae, a qual incluiu o virus sincicial
respiratério (VSR) humano, do género Pneumovirus.
Outros agentes que tém sido frequentemente ligados
a bronquiolite e a sibilancia recorrente incluem: virus

Bronguiolite; Coinfecgao; Carga viral;

Hospitalizacao; Virus sincicial

da familia Adenoviridae, inclusive os varios adenovirus
humanos dentro do género Mastadenovirus; virus da
familia Picornaviridae, tais como os do género Enterovirus,
o0 qual compreende varios rinovirus humanos (HRVs, na
sigla em inglés), inclusive as espécies Human rhinovirus
A, B e C; outros virus da familia Paramyxoviridae,
especialmente as varias espécies Human parainfluenza
virus do género Respirovirus e Human metapneumovirus
(HMPV) do género Metapneumovirus; e virus da familia
Orthomyxoviridae, a qual inclui os géneros Influenza
virus A, B e C. A taxa de coinfeccdo também foi elevada.
Em um estudo, o VSR ocorreu como infecgdo Unica em
68,8% das criancas com sibilancia, enquanto quase um
terco estava coinfectado por outro virus respiratorio.®
Os virus mais frequentemente associados ao VSR s&o o
HMPV e os HRVs.® Tais infeccOes resultam em custos
elevados para o sistema de salde e comprometem a
qualidade de vida dos lactentes e da familia. Uma questdo
importante que ainda esta aberta ao debate é o papel da
carga viral, especialmente a do VSR, na determinacdo
da gravidade dos episddios de sibilancia aguda.®® No
presente estudo, avaliou-se a ocorréncia de infecgdo
e coinfecgdo por virus respiratorios em lactentes com
sibilancia no momento da admissdo hospitalar, assim
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como a associagao entre a carga viral e os desfechos
relacionados a gravidade da doenca.

METODOS

Este foi um estudo transversal envolvendo lactentes de
até 12 meses de idade com bronquiolite aguda admitidos
em um hospital terciario — Hospital Sao Lucas da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul — na cidade de
Porto Alegre (RS) entre setembro de 2009 e agosto de 2011.
Os critérios de incluséo foram ter < 12 meses de idade; ter
sido admitido com diagnéstico clinico de bronquiolite aguda
(baseado em sintomas prodrémicos, com sibilancia, estertores
crepitantes e taquipneia); ter sido recrutado nas primeiras 48
h de internagao; e ter histéria de manifestagdes clinicas de
infecgdo do trato respiratério inferior (sibilancia ou desconforto
respiratério) ha < 72 h. Os pacientes com histéria de doenga
pulmonar relacionada a prematuridade (tal como a displasia
broncopulmonar) foram excluidos, assim como aqueles com
cardiopatia congénita, doenga pulmonar cronica (fibrose cistica
ou bronquiolite obliterante) ou sintomas clinicos sugestivos
de infecgdo por Bordetella pertussis e aqueles que haviam
recebido macrolideos previamente.

Os dados sobre as condigdes clinicas no momento da
admiss&o hospitalar, os sinais vitais e os sinais de desconforto
respiratério foram obtidos dos prontuarios médicos. Aanamnese
foi realizada com os pais ou responsaveis, por meio de um
questionario padronizado. As informagdes sobre a evolugao
clinica da doenca até a alta, tais como o tempo de internagdo
hospitalar, a duragéo da oxigenoterapia e a sibilancia, assim
como as informagdes relacionadas as variaveis demograficas
na admisséo, foram coletadas pelos médicos e pesquisadores
do estudo.

No primeiro dia de internagéo, todos os pacientes foram
submetidos a lavagem nasofaringea para a identificagao
dos virus respiratérios. Para evitar a inclusao de lactentes
em periodo de convalescenga, foram recrutadas e coletadas
amostras apenas de pacientes com histéria de manifestagdes
clinicas de infecgéo do trato respiratério inferior (sibilancia ou
desconforto respiratério) ha < 72 h. A coleta de amostras e a
imunofluorescéncia sao procedimentos de rotina na avaliagdo
de lactentes com bronquiolite no Hospital Sao Lucas, embora
a PCR nao o seja. Todas as amostras coletadas durante
0 segundo ano do estudo foram congeladas a -80°C e
armazenadas para posteriores testes de PCR.

Foi realizada imunofluorescéncia direta (IFD) para VSR,
adenovirus, parainfluenza e influenza para a detecgéo de
antigenos nas secrec¢des nasofaringeas. Para a IFD, foi
utilizado um anticorpo especifico marcado com fluorocromo
conjugado (Biotrin, Dublin, Irlanda) para as detec¢des dos
grupos e tipos especificos de anticorpos monoclonais e a
confirmagéo por cultura. Esse teste foi realizado em todos os
pacientes avaliados durante o periodo do estudo (setembro
de 2009 a agosto de 2011) e foi utilizado para investigar o
papel do numero de virus diferentes na determinagao da
gravidade da bronquiolite aguda. Foram definidos dois grupos
de pacientes: aqueles infectados por um Unico virus e aqueles
infectados por dois ou trés virus.

As amostras coletadas no segundo ano do estudo
foram submetidas a PCR em tempo real para VSR,
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HRV e HMPV. O RNA total foi extraido pelo método
TRIzol ((Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O cDNA foi
sintetizado com o kit Superscript III (Invitrogen,
Karlsruhe, Alemanha) e quantificado com o ensaio
Qubit (DNA HS; Invitrogen). A qualidade do cDNA
para cada paciente foi testada por amplificagdo do
gene endogeno B-actina utilizando-se um sistema de
PCR em tempo real (StepOne™; Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), incluindo TagMan Master Mix
(Applied Biosystems) e primers especificos (Applied
Biosystems). As amostras que ndo amplificaram a
B-actina foram excluidas da andlise. As reagdes de
PCR quantitativa em tempo real foram realizadas
para amplificar genes especificos de HRV, VSR e HMPV
utilizando-se 4 ng de cDNA em triplicata para cada
paciente. As sequéncias de primers, sintetizadas e
clonadas em plasmideos pUC57 (GenScript, Piscataway,
NJ, EUA), foram utilizadas para fazer uma diluigdo de
10 vezes e gerar uma curva padrao iniciando-se em
4 ng. Esse teste foi realizado em todos os pacientes
durante o segundo ano do estudo (setembro de 2010
a agosto de 2011) e foi utilizado para investigar o
efeito da carga viral nos marcadores de gravidade
da bronquiolite.

A carga viral (em cépias/ml) foi calculada a partir
da quantidade de cDNA utilizada na PCR. A analise
estatistica da carga viral foi realizada por meio do
programa GraphPad Prism, versdo 5.02 (Graphpad
Software, San Diego, CA, EUA).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (Protocolo n® 09/04 678). Os pais ou
responsaveis legais de todos os participantes assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido.

Os dados foram resumidos como média + desvio-
-padrao ou como mediana e intervalo interquartil,
dependendo de sua distribuicdo. As caracteristicas
foram comparadas entre os dois grupos. As variaveis
apresentaram distribuigdo ndo paramétrica. O teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar variaveis continuas entre os grupos. Para
correlacionar variaveis continuas (por ex., a carga viral
e o tempo de internagdo hospitalar), foram utilizados
os testes de correlagdo de Spearman ou de Pearson.
O nivel de significancia estatistica foi de p < 0,05. A
analise dos dados foi realizada por meio do programa
Statistical Package for the Social Sciences, versao 17.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

RESULTADOS

Entre setembro de 2009 e agosto de 2011, foram
recrutados 127 pacientes, dos quais 110 preencheram
todos os critérios de inclusdo (primeiro episddio de
sibilancia). Informagoes clinicas foram coletadas para
todos os pacientes incluidos. Em todos os 110 pacientes,
as amostras nasais coletadas foram adequadas para
analise por IFD, e 56 amostras foram submetidas a
PCR quantitativa em tempo real para identificacdao de
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virus respiratérios especificos (HRV, VSR e HMPV). A
média de idade dos pacientes foi de 3,21 meses, e 62
(56,3%) dos 110 pacientes eram do sexo masculino
(Tabela 1). Dos 110 lactentes avaliados, 109 (99,1%)
apresentavam retragdes subcostais ou intercostais e
necessitaram de oxigenoterapia. A média do tempo de
internagao foi de 6 dias, e nenhum desses lactentes foi
admitido na unidade de terapia intensiva ou necessitou
de ventilagdo mecanica (Tabela 1).

Das 110 amostras analisadas por IFD, 72 (65,4%)
apresentaram resultado positivo para um virus e 38
(34,6%) apresentaram resultado negativo. O virus
mais comum foi o VSR, o qual foi identificado em
65 (90,2%) das 72 amostras positivas, seguido por
influenza, identificado em 15 (20,8%); parainfluenza,
identificado em 10 (13,8%); e adenovirus, identificado
em 3 (4,1%). Na amostra total, 56 (50,9%) dos 110
pacientes apresentaram resultado positivo para um
virus e 16 (14,5%) apresentaram resultado positivo
para dois ou trés virus. A coinfeccdo ndo mostrou
influéncia sobre o tempo de internacdo hospitalar ou
qualquer outra variadvel (Tabela 2). Entre as 56 amostras
analisadas por PCR quantitativa em tempo real (durante
o0 segundo ano do estudo), especificamente para avaliar
o impacto da carga viral, o VSR foi novamente o virus
mais frequentemente detectado, sendo identificado em
19 (76%) das 25 amostras positivas, seguido por HRV,
identificado em 4 (16%), e HMPV, identificado em 2
(8%). A analise por PCR quantitativa em tempo real

mostrou que, no segundo ano do estudo, 31 (55,3%)
dos 56 pacientes apresentaram resultado negativo,
24 (42,8%) apresentaram resultado positivo para
um virus, e 1 (1,7%) apresentou resultado positivo
para dois virus.

As médias das cargas virais para VSR, HRV e HMPV
foram de 1.340.000 cdpias/ml, 614.000 cdpias/ml e
175.000 cépias/ml, respectivamente. Como se pode
observar na Figura 1, a carga viral do VSR nas secre¢des
nasais, determinada por PCR em tempo real, nao
mostrou correlagdo significativa com os marcadores
de gravidade clinica em nossa casuistica (p > 0,05).
Constatamos que as cargas virais ndo influenciaram
o tempo de internagdo hospitalar ou a duragdo dos
episodios de sibilancia.

DISCUSSAO

Em nosso estudo, as cargas virais do VSR em
lactentes com sibilancia ndo influenciou o tempo
de internagdo hospitalar, o qual foi utilizado como
marcador de gravidade da bronquiolite aguda ou dos
episddios de sibilancia. Dado o papel das infecgbes
virais na sibildncia, a hipdtese de que cargas virais
elevadas ou coinfecgdo por diferentes tipos de virus
poderiam influenciar a histéria natural da sibilancia
aguda é razoavel e ldgica.” Porém, a associacdo entre
as cargas virais e a gravidade permanece incerta e
controversa na literatura, assim como a associagao

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes de acordo com o questionario preenchido na admiss&o e varidveis associadas

a gravidade clinica.?
Caracteristicas

Idade, meses

Sexo masculino, n (%)

Peso atual, kg

Irmaos, n (%)

Tempo de internacao hospitalar, dias
Frequéncia respiratoria, ciclos/min
Sp0, na admissao, %

Retracoes, n (%)

Ventilacao mecanica, n (%)

Uso de esteroides orais, n (%)

Bronquiolite aguda (primeiro episédio de sibilancia)
(N =110)
3,21+£2,5
62 (56,3)
5,66 + 1,90
67 (60,9)
6,05 + 3,22
50,58 + 11,60
95,27 + 3,42
109 (99,1)
0(0,0)
8(7,3)

aResultados apresentados em média + desvio-padrdo, exceto onde indicado.

Tabela 2. Gravidade associada ao nimero de virus respiratorios identificados por imunofluorescéncia direta.?
Nuamero de virus identificados
1

Variaveis

(n = 56)

Idade, meses 3,00 + 2,47 2,38 +2,42 0,373
Peso atual, kg 5,51 + 1,88 5,50 + 1,90 0,974
Frequéncia respiratoria, ciclos/min 51,09 + 12,51 49,06 + 10,53 0,557
Sp0, na admisséo, % 95,14 + 3,46 94,63 + 3,52 0,601
Dias de oxigenoterapia 6,17 + 2,93 5,44 + 2,96 0,377
Tempo de internacao hospitalar, dias 6,83 + 3,22 5,63 £ 3,22 0,188
Durac@o da sibilancia, dias 4,51 +2,93 3,81 + 3,01 0,402

aResultados apresentados em média = desvio-padrdo. *Comparagdes pelo teste t de Student.
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Figura 1. Carga viral do virus sincicial respiratério (VSR), em relagéo a dias de internagdo hospitalar (A*), dias de uso
de oxigénio (B) e dias de sibilancia (C). *r = —0,217; p = 0,372.

entre a coinfecgdo e a gravidade.® 1) Na pratica clinica,
o tamanho da carga viral e a infecgdo por mais de um
virus podem gerar incerteza quanto ao progndstico de
tais infecgdes.> No presente estudo, a gravidade da
sibilancia aguda nao foi afetada pelas cargas virais do
VSR nas secrecdes nasofaringeas.

Quando se utilizou a IFD para diagnosticar infecgao por
virus respiratdrios (influenza, parainfluenza, adenovirus
ou VSR), constatou-se que aproximadamente 65% das
amostras foram positivas para pelo menos um desses
patdgenos. Nossos resultados de IFD sdo semelhantes
aos obtidos em estudos prévios na literatura, nos quais
a taxa relatada de infecgdo por virus respiratorios entre
criangas com sintomas respiratérios varia de 45% a
70%.02 No presente estudo, o VSR foi o patdgeno
mais prevalente, seja isoladamente ou em conjunto
com outro virus.

A PCR em tempo real foi positiva para VSR, HRV e
HMPV em 44,6% das amostras analisadas. Essa taxa
de positividade contrasta com os 93,5% relatados em
um estudo que utilizou PCR convencional e em tempo
real para 12 diferentes virus respiratdrios.(!>) Porém, é
semelhante as taxas relatadas em estudos utilizando
apenas PCR em tempo real, as quais variaram de 44%
a 64%.(41% Nosso estudo teve poder insuficiente para
analisar o impacto da coinfeccdo na gravidade da
doenca. Atualmente, os efeitos relatados da coinfecgdo
na carga de doenga entre criangas sao inconsistentes
e controversos. Uma possivel explicagdo é que tais
efeitos ocorrem apenas em circunstancias especificas,
tais como a coinfecgdo VSR/HRV®™ ou a coinfeccdo VSR/
HMPV. Além disso, varios fatores ambientais também
podem ser determinantes da gravidade das infecc0es
respiratorias virais, da mesma forma que variacoes
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genéticas em genes ligados a resposta imune contra
infecgbes. (1319

No presente estudo, acreditamos que a auséncia
de associacdo entre a carga viral e as medidas de
desfecho relacionadas a gravidade destaca-se como
principal resultado. Em tal andlise, poder-se-ia esperar
uma correlacdo ou tendéncia grafica entre as variaveis
carga viral e tempo de internagdo hospitalar. Porém, ndo
houve absolutamente nenhuma tendéncia ou correlagdo
entre as duas. Estudos prévios sobre a carga viral e
a gravidade também relataram achados conflitantes.
Poucos estudos investigaram a associagdo entre a
gravidade da doenca e a carga viral. Fodha et al.*®
descreveram uma correlagdo positiva entre a carga
viral do VSR e a gravidade da doenga (determinada
pela frequéncia respiratdria, tempo de internagdo
hospitalar e necessidade de admissdao em unidade
de terapia intensiva) em criangas internadas com
infecgdo respiratoria. Zhou et al.(*®) e Hasegawa et al.(!”)
mostraram que uma maior média da carga viral do VSR
associou-se a maior gravidade da doenga, assim como
a maior duragdo da internacao hospitalar e sintomas.
Entretanto, também ha relatos de associacOes negativas
e inversas. Martin et al.**") relataram que o aumento da
carga viral em criangas infectadas pelo VSR associou-se
a diminuicdo de internagdes, do uso de antibidticos e
da frequéncia respiratéria. Em comparagdo com nossa
amostra de pacientes, a amostra avaliada por aqueles
autores foi consideravelmente maior, compreendendo
1.264 lactentes, dos quais 418 apresentaram resultado
positivo para VSR por PCR quantitativa. Os autores
detectaram associagdes inversas limitrofes (por ex., OR
=0,80; IC95%: 0,70-0,99 para internagdo hospitalar).
Considerando-se esses achados, ha que se aventar
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a possibilidade de associagBes aleatdrias ou auséncia
de associacdo entre a carga viral e a gravidade da
doenga em episodios de sibilancia aguda.

Nosso estudo tem algumas limitagdes relevantes, tais
como o pequeno tamanho da amostra, a coleta de uma
Unica amostra nasal e a utilizagdo de testes de PCR
apenas em um subamostra. Porém, nossos achados
contribuem para o conhecimento atual sugerindo que
ndo ha correlagdo entre a carga viral e a gravidade da
doenca respiratoria em lactentes.

Em conclusdo, segundo nossos resultados, a
coinfeccdo e a carga viral ndo parecem influenciar
os principais desfechos em bronquiolite aguda.
Constatamos também que as cargas virais do VSR
em lactentes com sibilancia ndo influenciaram a
gravidade dos episodios de sibilancia aguda no
primeiro ano de vida. Novos estudos que investiguem
os efeitos da carga viral e das combinacgdes virais
podem ajudar a esclarecer essa questao importante
e controversa.
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