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Fazer uma tese significa, pois, aprender a por orde nas
proprias idéias e ordenar os dados: é uma experiéiac de
trabalho metddico; quer dizer, construir um “objeto” que, como
principio, possa também servir aos outros.

Umberto Eco
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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério é considerado o @pal agente etioldégico das
infeccdes respiratérias agudas do trato inferiorceancas menores de dois anos de idade,
sendo a bronquiolite viral aguda a principal defdém de causar uma elevada morbidade
na fase aguda, a bronquiolite pelo Virus Sinci&aspiratorio tem sido associada a
problemas respiratorios em longo prazo, especidbmarsibilancia recorrente.

Este estudo teve como objetivos determinar a taxandidéncia de sibilancia
recorrente apdés um quadro de bronquiolite pelo svi@incicial Respiratdrio em uma
amostra de criangas menores de um ano atendidaBremto-Socorro e sua eventual
associacdo com diferentes fatores de risco. A smélos dados foi realizada por meio do
modelo linear generalizado com distribuicdo de $twie funcao de ligacao logaritmica.

Setenta e seis criangas foram acompanhadas, ppetiodo de dois anos e meio. A
mediana da idade foi de um més e meio; 58% eramergas do sexo masculino; em 68%
dos casos havia um familiar com infeccéo respii@t@guda no domicilio; 91% das maes
nao fumaram na gravidez e em 35,5% dos casos tawvfamiliar fumante no domicilio. A
meédia de anos de escolaridade para pai e mae foitdeanos; havia em média cinco
habitantes por domicilio e trés pessoas dividindoesmo quarto de dormir do paciente.
Sessenta e dois por cento dos pacientes foramthlosulos durante a bronquiolite. As
taxas de incidéncia de sibilancia recorrente beutgustada foram de 3,7 e 3,6 episodios
crianca-ano respectivamente. As variaveis analéssameno potenciais fatores de risco
foram: idade e sexo do paciente, hospitalizacgmaaéda bronquiolite, histéria familiar de
asma e de atopia. Na andlise multivariada somexnte e historia familiar de asma se
mostraram independentemente associados ao desfethra de incidéncia de sibilancia
recorrente foi 37% maior nas meninas e 41% maiopacentes com historia familiar de
asma. _ConclusédoEste € o primeiro estudo brasileiro e o tercaim mundo em
desenvolvimento sobre este assunto e mostrou um@artamte morbidade respiratéria de

criancas ap6s um quadro de bronquiolite viral agneda Virus Sincicial Respiratorio.

Palavras-chave: Virus Sincicial Respiratério; Brongiiolite Viral Aguda; Sibilancia

Recorrente



ABSTRACT

Respiratory Sincytial Virus is the most importaause of lower respiratory tract
infection in children younger than two years oldcuge viral bronchiolitis is the most
relevant clinical manifestation of the Respirat@&@yncytial Virus infection, with a high
morbidity in the acute phase and long-term resmiyaproblems, especially, recurrent
wheezing.

The aims of this study are to determine the inaiderate of recurrent wheezing
after Respiratory Syncytial Virus bronchiolitis ichildren below 12 months of age,
attending Emergency Rooms and to explore the petatssociations with different risk
factors. The statistical analysis was performedgisi generalized linear model, under the
Poisson distribution and linked with a logarithrfuaction.

Seventy six children were followed during two yearsl a half. The median age
was a month and a half; 58% were boys; in 68% @fctises there was a person with acute
respiratory infection in the family; 91% of the rhets did not smoke during pregnancy and
in 35.5% of the cases there were a passive smokéeifamily. Parents schooling had an
average of eight years of attendance; there weeehibusehold members and three persons
sharing the patient bedroom, in average. Sixty{eaent of the patients were hospitalized
in the acute phase of the bronchiolitis.

The crude and adjusted incidence rates of recurmaezing were 3.7 and 3.6
episodes child-year respectively. Different riskctéas for recurrent wheezing were
assessed, including age, gender, hospitalizedriezdtduring bronchiolitis, parental history
of asthma and atopy. In the multivariate analysily gender and parental history of asthma
were independently associated to recurrent wheeZifige incidence rate of post-
bronchiolitis recurrent wheezing was 37% higher aghéemale (versus male) babies and
41% higher in children with a parental history afthana._ConclusianThis is the first
Brazilian study and the third among developing orai addressing this question,
evidencing the great concern related to respiratooybidity in children after Respiratory

Syncitial Virus bronchiolitis.

Key-word: Respiratory Syncytial Virus; Acute Viral Bronchiolitis; Recurrent

Wheezing
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1. INTRODUCAO

As InfeccOes Respiratorias Agudas do Trato Infer{tRATI) representam
importantes enfermidades, que afetam a saude @Gag@s em todo o mundo. Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram queac#ec20% de todas as mortes de
criangcas até cinco anos de idade que ocorrem, dmndanundo, sdo decorrentes destas
doencas, incluindo a pneumonia, a bronquiolitdbeoaquite’. Estas afeccdes tém especial
relevancia nos paises em desenvolvimento. Dado®rdanizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS) revelam que 29% das hospitalizac@®8edas consultas em menores de
cinco anos de idade, na regido das Américas, séarrdates de infeccbes respiratorias
agudas.

Dentre os agentes etiologicos destes quadros agspns destacam-se 0s virus e as
bactérias. Estudos epidemioldgicos evidenciam deetre os virus associados a quadros
respiratorios, o mais freqtientemente identificade casos de IRATI é o Virus Sincicial
Respiratério (VSRY™. Este virus é considerado o patdgeno mais impertaas infeccdes

respiratérias agudas nas criancas menores derumgia idadé’.

1.10 Virus Sincicial Respiratério
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Figura 1. Modelo do Virus Sincicial Respiratorio, ustrando o nucleocapsidio viral
envolto por um envelope lipoprotéico e as proteinate superficie F e G
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O VSR foi descrito pela primeira vez em 1958 rata-se de um virus RNA, de fita
Unica e polaridade negativa, com 15.222 nucleasideovelopado, pertencente a familia
Paramyxoviridaee ao géner®neumovirus®. Seu genoma contém 10 genes que codificam
onze proteinas: NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, MMR-2 e L. As proteinas de
superficie, F e G sdo as mais importantes do padateista da fisiopatologia da infec¢édo
pelo VSR, por induzirem a resposta imunitéria depledeiro. A proteina G promove a
ligacdo entre o virus e a célula do hospedeiroyamg a proteina F estad associada a fusao
da membrana celular com o envelope viral (FiguraAlproteina F estimula a resposta
humoral e celular, citotoxica. A proteina G é rdwmmida por anticorpos neutralizantes,

mas ndo induz resposta citotoxica relevante

Dois grupos distintos de VSR, A e B, foram iden#ifios a partir de reacdes com
anticorpos monoclonai$** e, posteriormente com andlise genéniitas grupos A e B
diferem entre si, principalmente em relagdo a fmat&, com variabilidade em torno de
50% na seqiiéncia de aminoacidb¥: Variabilidade antigénica e genémica também tém
sido observadas no ambito de cada grupo. Estas;@as também ocorrem principalmente

em relac&o a proteina'&'’.

Com relacéo a epidemiologia do VSR, dois aspeéto®specialmente relevantes: a
sua sazonalidade e a sua capacidade de produzici®s subseqientes, em um mesmo
individuo.

O VSR tem uma ampla distribuicdo mundial, j& tesido descrito em varias partes
do mundo, em diferentes contextos e condi¢cdes ttata Os padrbes de sazonalidade,
a(s) época(s) do ano e a duracdo dos surtos egio€causados por este virus sdo questdes
em debate e ainda nado totalmente compreendidaspdises de clima temperado, as
epidemias s&o, habitualmente, anuais, nos mesasateo, chegando até a primavétak
descrito também, na Finlandia, um padrdo bianuapidemias, com um grande pico de
ocorréncia do VSR nos meses de inverno e um de neengmroporcdes durante a
primavera®. J& nas regides de clima tropical, os episédi@@apcos parecem ocorrer nas
estacdes chuvosas

No Brasil, com sua grande diversidade climatica, Inéd um padrao definido, com

resultados contrastantes nas diferentes publicaBdesente na regido sul do pais, de clima
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temperado, as epidemias de VSR tém sido relatadamases de inverrfd Em Fortaleza,
Ceara, regido nordeste do pais, de clima tropaslinfec¢cbes pelo VSR se mostram
associadas a periodos chuvosos, com os primeisos cgorrendo em janeiro ou fevereiro
e os Gltimos em julho ou agostb No sudeste do pais, nas cidades do Rio de Jan&ia
Paulo, as epidemias do VSR tém sido relatadas tumoucom inicio no final do més de
marco/inicio de abril, se estendendo por um peridelcinco mese$** Em Vitdria,
Espirito Santo, também regido sudeste do paispssonestudo realizado por um periodo
de 12 meses, o VSR foi identificado ao longo denidses, porém com um pico de
ocorréncia do final do verdo até meados do outfaveleiro a maioj”.

Uma caracteristica importante observada nestasread, em varias partes do
mundo, é a circulacdo simultanea dos dois grupdg3R. Anderson et at’ relataram que
estes referidos grupos ja existiam ha cerca den@9 antes do estudo, com a co-circulacéo
de ambos os grupos durante uma mesma epidemia.

Painéis de estudos seccionais seriados tém evéadiEncima alternancia entre os
grupos em relacdo a predominancia em diferenteepas, porém, com maior freqiéncia
de predominancia para o grupo'®°>% Um estudo que analisou 10 periodos epidémicos
(1978 a 1988) registrou, em apenas uma epidemjaredominio do grupo B°. Em
Rochester, Nova York, EUA, ao longo de 15 anosstiede, em nove surtos epidémicos o
grupo A foi predominante, em quatro foram obsersgat@por¢des similares de virus dos
dois grupos e em dois o grupo B foi predomin&hte

Observa-se maior variabilidade genética dentrordpagA do que no grupo B, o
que explicaria a predominancia do grupo A nas epiaie’’. Estes autores analisaram trés
periodos epidémicos do VSR, e, em dois, 0 grupoiAldminante, ainda que com cepas
geneticamente distintas. Esta variabilidade fodenciada também com relacdo ao grupo
B, porém em menor escala. Esta limitada varialdkddo grupo B contribuiria para uma
menor disseminagdo destas cepas e predominangeupo A. Outra possivel explicacao
para o predominio do grupo A seria a diferencaeeo$r dois grupos, no que se refere a
imunidade cruzada. Muelenaer et 3. mostraram que criancas que tiveram infeccdo
primaria por VSR do grupo A apresentavam niveisagles de anticorpos neutralizantes
contra cepas de VSR do grupo B, enquanto que, quanafeccdo primaria era pelo VSR
do grupo B, niveis mais baixos de anticorpos nkrdrgtes contra cepas do grupo A foram

encontrados.
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Diferentes gendtipos, tanto do grupo A quanto dep@&lem co-circular numa
mesma epidemia, em uma comunidade, e gendtiposlasmi sdo habitualmente
identificados em regides geograficamente distalit€sAnalises filogenéticas de ambos os
grupos revelam um padrdo de evolucdo semelhanteiras influenza B, com varias
linhagens coexistindo numa mesma epidemia, cong&elpositiva de novas variantes em
funcdo da resposta imune do hospedeiro. Além distwos gendtipos do VSR se
disseminam assim que surgem, com uma variagdo tammpais pronunciada do que a

variabilidade geogréafic¥.

Outro aspecto que merece destaque na epidemidlogSR € a ocorréncia de
repetidas infeccdes, em todas as faixas et&tias imunidade a re-infeccdes é adquirida
gradualmente. Um importante estudo sobre epidegiido VSR mostrou que a taxa de
ataque para primo-infeccéo era de 98%, com 75%gunsla infeccdo, e 65% na tercéira
Diferencas antigénicas entre cepas do VSR (den&ote os grupos) podem contribuir
para a habilidade deste virus em promover infeag@opresenca de imunidade pre-
existente Porém, isto ndo esta ainda bem elucidado. Apdsprimeeira infeccao por um
grupo do VSR, aumenta a chance de que uma nowg@dfevzenha a ocorrer por virus de
outro grupo™®2® A re-infeccéo por cepas de grupo homélogo podiém ocorrer®. A
elevada proporcao de alteragbes de nucleotide@s)de a modificagdes na codificacdo de
aminoacidos na proteina G de ambos o0s grupos, imnapontada como um possivel
mecanismo de escape do VSR frente a resposta irdanbospedeiro, promovendo
repetidas infeccde¥. Em recente estudo sobre diversidade genéticaSR &m repetidas
infeccdes, os autores analisaram amostras de rs@teas, e em cinco delas, a re-infecgéo
foi por um grupo heterélogo ou por genotipo diféeepertencente ao mesmo grupo. Mas,
nas duas outras criancas, a re-infeccdo ocorreu @anesmo genotipo, com pequenas
diferencas na proteina G do virus. Os autores t@istge pequenas variacdes gendmicas
poderiam explicar as repetidas infeccées do VSRd@@ndo que, até o momento, existem

poucos estudos desta natureza, o que dificultawsies definitivas sobre este assufito

O VSR é o principal agente etioldgico de brongteslie pneumonias na crianga nos
primeiros anos de vida (lactentes e pré-escolaren),percentuais que variam de 5 a 40%,

nas pneumonias, e de 40% a 90%, nas bronquidfitEsn importante estudo realizado em
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Washington (EUA), ao longo de 13 anos, em criangasaté seis anos de idade,
hospitalizadas com infeccdo respiratoria aguda, SR Moi identificado em 43% das
bronquiolites e em 25% das pneumonias Em recente estudo sobre hospitalizacdes
associadas a infec¢des virais pelo VSR, InfluenRarainfluenza, os autores identificaram
que dentre as internacfes hospitalares causadad/B&, em 79% o diagnostico era de
bronquiolite e em 27% era de pneumadtiidnticorpos contra 0 VSR sdo encontrados em
praticamente todos os adultos e criangas a parirtrds anos de idade. Com um ano de
vida, 25 a 50% das criancas apresentam anticompasaco VSR, demonstrando a alta
frequiéncia desta infeccdo nesta idAHe\ média de idade de criancas hospitalizadas com

infeccdo pelo VSR é de trés meses, segundo repiddlizada em 199’

A prevaléncia elevada do VSR em infec¢cbes respiestéagudas também foi
evidenciada em estudos realizados em paises emvdésmento, com taxas que variaram
de 11 a 37%.

No Brasil, estudos epidemiolégicos sobre o VSR ®ndenciado uma elevada
prevaléncia deste virus em criancas com infecgéssratérias agudas (IRA). Um estudo
longitudinal na cidade do Rio de Janeiro (RJ), digrguatro anos, avaliou a etiologia viral
das infeccdes respiratérias agudas em criancasragede cinco anos de idade. Dentre 656
amostras o VSR foi identificado em 67,8% defasAinda no Rio de Janeiro, em outro
estudo também sobre IRA, em 827 crian¢as hospitidiz ou atendidas em ambulatorios, o
VSR foi identificado em 38% dos cast's Resultados semelhantes foram descritos em
outras cidades do Brasil. Em Porto Alegre (Rio @eando Sul), de 2337 amostras de
criangcas menores de cinco anos de idade com irdege8piratorias agudas, em 492 (21%)
houve identificacdo do VSR’ Em Ribeirdo Preto (S&o Paulo), um estudo avadiou
etiologia de IRA em criancas menores de dois ar@sddde, atendidas em setor de
emergéncia e mostrou que de 829 amostras analisegig21,6%) foram positivas para
VSR “. Em Vitéria (Espirito Santo), o VSR foi identifita em 28% das amostras
provenientes de criangas menores de cinco anosdalde iatendidas com infecgéo

respiratéria agud®.

Dados da OMS apontam para nimeros globais anuasdéan de 64 milhdes de
pessoas infectadas pelo VSR, com 160.000 mortes.BNIA, estima-se que o VSR seja

responsavel por 18000 a 75000 hospitalizacbesmpmreapor 90 a 1900 mortes anuais. A
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taxa de incidéncia de infeccdo do trato respiratdnferior pelo VSR, em criancas
saudaveis, foi calculada em 37 por 1000 criancas+aws dois primeiros anos de vida, com
um risco de hospitalizacdo de 6 por 1000 criangas-a Estudo recente com criangas
menores de cinco anos de idade mostrou que maretiale das hospitalizacdes por VSR
ocorreram com lactentes menores de seis niésé#m de uma elevada morbidade aguda,
a bronquiolite viral aguda pelo VSR também deteanatios custos para a saude publica.
Stang et al** estimaram um custo médio de 7140 délares porrigcté um ano de idade
e de 6910 dolares por crianca menor de cinco amidade numa internacdo hospitalar por
bronquiolite pelo VSR- estimativas obtidas a partir de dados de cercad@6 hospitais,

em 17 estados americanos.

A apresentacao clinica da doenca causada pelo \@Rpka e heterogénea, e varia
desde uma infeccdo de vias aéreas superioresa@iquiolite ou pneumonia, dependendo
principalmente da exposicdo prévia ao virus e @daddda criangca. A principal destas
apresentacdes clinicas é a bronquiolite viral agB¥a\). A associacdo entre VSR e BVA
€ tado relevante que o aumento do numero de atenttimmgor esta doenca em uma
determinada comunidade é suficiente para se afiquaeste virus esta circulando naquela
localidade, mesmo antes do diagndstico viroléginarante o pico de ocorréncia de VSR,
80% ou mais das bronquiolites sdo causadas porvéste, segundo revisdo sobre o

assunt®’,

1.2 A Bronquiolite Viral Aguda

Como conceito geral, a BVA é uma infeccdo respiiat@e etiologia viral,
caracterizada por inflamacao aguda, edema e nedeos&ulas epiteliais das pequenas vias
aéreas, aumento da producdo de muco e broncoesfrasmo

Geralmente, o diagnéstico de BVA se baseia na ept&sio clinica e os autores
buscam uma definicdo que leve em consideracaofasteembora ndo exista ainda um
consenso em torno disto. Nos EUA, considera-se atiagnostico de BVA um primeiro
evento de sibilancia, em lactente previamente salidassociado a sinais e sintomas de
infeccdo respiratoria aguda. Na Europa, maior pestado a presenca de taquipnéia,
hiperinsuflacdo pulmonar e creptacdes pulmonarfesati, ao longo da evolucao clinica da

doenca®®. A maioria dos clinicos baseia seu diagnésticB\da a partir de uma histéria de
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infeccdo de vias aéreas superiores, seguida deeskspiratorio e sibilancia, em crianca

menor de 12 meses de iddde

A BVA é a principal doenca do trato respiratoriéenor do lactente, com pico de
ocorréncia aos dois meses de idad® curso clinico da BVA inicia com sinais e sintmm
de um resfriado comum, com tosse, febre baixa fugmarinorréia, que duram de dois a
quatro dias. A seguir, surgem dispnéia e sibilosmaioria das criangcas apresenta um
quadro de bronquiolite leve, ndo necessitando dpitadizacdo, e que dura em torno de
uma semana. Em situacdes de maior gravidade, otagredispnéia, sibilos audiveis,
irritabilidade, esforgo respiratério com batimentizsaletas nasais e retracdes torécicas. A
cianose pode também estar presente, mas nao @riteqil\ ausculta do térax, além dos
sibilos, mostra um tempo expiratério prolongadmcas e crepitacdes. Geralmente, o pico
do esforco respiratorio ocorre de um a dois dias) melhora clinica importante apos este
periodo. Durante a convalescenca, sibilos e tempoadorio prolongado podem persistir
por sete a dez dids

Estudos tém mostrado que 15 a 30% das criancasitdizsjglas devido a
bronquiolite evoluem com complicagbes agudas eemegu admissdo em Unidades de
Terapia Intensiva, com suporte ventilatério e usdomgado de oxigénit’.

As taxas de mortalidade sdo baixas em criancasasgaisd inferiores a 1%,
considerando o0 acesso a cuidados intensivos. Poadguns fatores de risco como
prematuridade, cardiopatias congénitas, imunodegfttas e doencas pulmonares cronicas
(principalmente fibrose cistica e displasia brontomnar) estdo associados a
apresentacdes mais graves da BVA, e podem levaras tle mortalidade mais elevadas.
Por exemplo, pacientes em quimioterapia podem aptastaxas de mortalidade de 15%.
Em pacientes imunodeprimidos estes numeros chegaf®% e em pacientes com
cardiopatias congénitas a 378

A BVA pode ocorrer a partir de uma infeccdo respnia do trato superior por
diversos virus, como os virus Influenza, Paraimbhae Adenovirus, Metapneumovirus,
Picornavirus, porém tem o VSR como o principal &getiol6gico™.

A infeccéo pelo VSR inicia em células das vias agmiperiores, e se propaga até o

trato respiratorio inferior, principalmente, bromgos. Neste local ocorre necrose epitelial
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e destruicdo dos cilios. A seguir, observa-se ustiéncia de reacdes inflamatérias
levando a edema da parede do bronquiolo, produgdmuto, acimulo de fibrina e de
restos celulares. Esta cadeia de eventos leva abstiacdo das pequenas vias aéreas, que
pode ser parcial ou total, e vai determinar os dahaadioldgicos de hiperinsuflacdo ou
atelectasias, respectivamente. Estes fendmenosuilost induzem alteragdes na relacao
entre perfusdo e ventilagcdo que culmina com hipexeQuadros mais graves podem
apresentar insuficiéncia ventilatoria, com impaeampoxemia, retencdo de €6 acidose
respiratéria’®. Em casos ndo complicados, o epitélio bronquiggenera em trés a quatro

dias, porém, este tempo pode se prolongar, poraluagis semands

Um dado que merece atencdo com relagéo a infeet@d/@R é a possibilidade de
infeccdo nosocomial, principalmente, em Unidade3@@pia Intensiva Neonatal. O virus
permanece viavel por longos periodos no ambierdgpertiendo do tipo de superficie,
temperatura e condicdes de umidadeA transmissdo do VSR ocorre principalmente por
contato direto (com as maos) com secrec¢des coradasnem superficies, mas também
pode ocorrer por meio de particulas grandes irdast& inoculadas em olhos e narinas —
contato préximo — & distancia de 1 mefto

No recém-nascido, a BVA pode se apresentar de fatassica, como ocorre no
lactente, ou de forma atipica, com apnéia e ciam®tusivamente. Outras vezes, o0 recém-
nascido apresenta somente sintomas inespecificoso cletargia, irritabilidade e
dificuldade para mamar. O modo de transmissdo dB ¥Ssua viabilidade no meio-
ambiente, a dificuldade de reconhecimento da doentaxeonatos, a capacidade de re-
infeccbes em todas as faixas etarias fazem do M8Rmportante agente de infecgcédo

hospitalar em pediatrf&.

1.3 Sibilancia Recorrente

Além de causar uma alta morbidade respiratériaagadVA pelo VSR tem sido
associada a problemas respiratérios em longo prazocipalmente, asibilancia
recorrente (SR) Vérios autores tém relatado um aumento do ndrder@pisédios de
sibilancia, hiperreatividade brénquica e asma atividuos apés um quadro de BVA A
literatura aborda este assunto com frequéncia,é@stroversa em muitos aspectos. Os

estudos utilizam metodologias distintas e, por,iséo dificlmente comparaveis.
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Desde 1959, a associacdo entre bronquiolite e 8Ratada na literatura médica.
Wittig et al. °> encontraram 49% de doencas alérgicas respiratdriakiindo asma
brénquica, oito anos apés um evento agudo de bialitgu Outros trabalhos, nos anos
seguintes também evidenciaram esta associacaonaoasavia a especificacdo do agente
etioldgico da bronquiolité>>> Em 1971, é publicado o primeiro trabalho relatantha
associacdo entre BVA pelo VSR e desenvolviment®RI&. Os autores evidenciaram uma
incidéncia de 56% de SR nos anos seguintes a Buia associacdo desta com historia
familiar de asma.

Na unica metanalise existente sobre SR apds BVA Y¥ER, publicada em 2000,
os autores encontraram 30 artigos publicados ¢artesro de 1978 e dezembro de 1998.
Deste total, 10 artigos preencheram os seguinitésias para a analise, definidagriori,
no protocolo do estudo: a) todos os pacientes @@weler menos de um ano de idade no
inicio da doenca, b) os pacientes deveriam ter Bakpitalizados por bronquiolite, c) o
diagnéstico de bronquiolite pelo VSR deveria tdogionfirmado laboratorialmente e d) ter
sido utilizado um grupo-controle. Os resultadosficor@ram a existéncia de SR apés o
evento agudo de bronquiolite e estes episodioshdareia persistiram por 5 a 10 anos de
seguimento. A SR foi definida como “trés ou maiseégios de sibilancia confirmada por
um medico ou o uso dgoncodilatador no ano anterior”. Esta metanalisstrou também
que a freqUiéncia de pacientes com SR apds um eps@tbronquiolite por VSR decresceu

com o aumento do tempo de seguiméhto

Elevadas taxas de prevaléncia ou incidéncia de &R BVA pelo VSR foram
relatadas por diversos autores. Sims ef®aqvaliaram criancas oito anos apés o evento
agudo de bronquiolite por VSR e encontraram uma tex 51% de SR, sendo esta taxa
significativamente mais elevada do que aquela whdarno grupo-controle. Porém, estes
episddios de sibilancia ndo foram graves a pont@sidtar em internacdes hospitalares e a
metade destes pacientes relatava ndo ter apresesibdldncia nos dois anos anteriores a
pesquisa. Pullan & Hey’, em estudo de seguimento de 10 anos, encontra2&mdé
incidéncia de SR apdés BVA por VSR. Um estudo prospe que avaliou criancas que
tiveram BVA por VSR nos primeiros dois anos de vaeontrou uma taxa de 21% de
recorréncia de doenca do trato respiratorio infeigom alterac6es da funcdo pulmonar,
que persistiram, em alguns casos, até os oitodmmade’. Sly et al®*acompanharam 48

criancas apos hospitalizacdo por BVA pelo VSR ataehm que 92% destas criancas
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tinham sintomas sugestivos de asma cinco anosap®A. Uma taxa de 44% de SR foi
encontrada em Qatar (regido do Golfo Arabe), emestudo retrospectivef. Um estudo
prospectivo, realizado na Holanda, com duragédond@nn, encontrou uma taxa de 47% de
incidéncia de SR apos o evento agudo de bronauipbt VSR. Ao longo do periodo de
acompanhamento, os pais anotaram diariamente angee®u nao de sintomas de doenca
respiratoria (tosse, coriza e “chiado”) em seuw§i| o que facilitou a avaliagdo ap6s um
ano de seguimenfS. Um estudo longitudinal realizado na Suécia auadid criancas ap6s
hospitalizacdo devido a BVA pelo VSR, além de 98tiades, pareados por sexo, idade e
local de residéncia, com resultados sistematizadp8s 1, 3, 7 e 13 anos de
acompanhamento. A asma (definida como “trés ou ppESddios de sibilancia verificados
por um médico”) foi mais freqiiente no grupo VSRtedps os periodos de analf$&®

Um importante aspecto na discussao acerca da SRBAP® por VSR se refere a

guais fatores de risco poderiam estar envolvidasuaggénese.

Bont et al.®® avaliaram a possivel associacéo entre obstruciaxipaéreo (sibilos
expiratorios ou tempo expiratério prolongado) dteam episdédio agudo de bronquiolite e
SR, e evidenciaram uma forte associagao. A incidémhe SR foi de 61% no grupo com
obstrucao do fluxo aére@rsus21% no grupo-controle.

A hospitalizacdo da crianca a época da BVA é apantamo fator de risco para SR
apos bronquiolite, indicando uma relacdo de gradada doenca aguda com
desenvolvimento de SR. Porém, existem poucos estallardando esta associacao, ja que
a grande maioria destes é realizada em criangaméntas. Cifuentes et &l.evidenciaram
maior risco relativo para SR apés BVA pelo VSR emangas internadas, se comparadas ao
grupo-controle. Esta associacdo também foi evidelacem um estudo realizado no Rio
Grande do Sul, porém, com criancas que tiveramdoiiotite ndo somente pelo VSR.
Neste estudo longitudinal, foram comparados daipag de criancas que tiveram BVA no
primeiro ano de vida. Os autores evidenciaram uroep¢ual de 61,9% de SR entre as
criancas que haviam sido hospitalizadas, ao pass@igtre as criancas sem hospitalizacéo
prévia este percentual correspondia a 23°8%orém, criancas nao-hospitalizadas com
quadros de BVA pelo VSR também podem apresentacc@Ro foi demonstrado em um

grande estudo longitudinal, realizado em Tucsoizoha, EUA®®.
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O habito de fumar no domicilio da crianga constituiro fator de risco explorado
por estudos epidemiolégicos sobre SR apds BVA p&R. Schauer et al® avaliaram
varios fatores de risco envolvidos no desenvolvimate SR apos BVA, dentre eles o
habito de fumar no domicilio por parte do pai, déere o habito de fumar da méae durante a
gravidez. Os autores apontaram como fatores de mstependentes para SR somente a
BVA pelo VSR e o habito de fumar da mée duranteaaidez. O fumo passivo ndo se

mostrou associado & SR apds bronquiolite em oasisio$>%®

O termo “sibilancia recorrente apds BVA’ ndo temaudefinicdo consensual entre
os autores e isto pode levar a diversas interfiesaStein et af® dividiram a SR em duas
categorias: sibilos infreqiientes — até trés episode sibilancia no ano anterior, e sibilos
freqlientes — mais de trés episodios no ano ant@woda entrevista). Para quantificar os
sintomas respiratérios ao longo de um ano, Boai.&¢ contaram o nimero de episédios
de tosse e/ou sibilancia, considerando como undeipisa presenca destes sintomas por
dois ou mais dias consecutivos. Outra definicdob&am encontrada na literatura,
mencionada anteriormente, define SR como: “trés nmais episédios de sibilancia
confirmada por um médico ou o uso de broncodilatadano anterior®”.

Face a falta de consenso quanto a definicdo depBRBVA e dada a semelhanca
desta com os sintomas de asma bronquica, persistiecanfusdo em relacdo a estes dois
termos. Além disto, o proprio termo “asma’ vem sengscutido pela literatura recente.
Sendo uma doenca bastante heterogénea na infadoiée-se a existéncia de varios tipos
de asma. Stein & MartineZ propdem trés diferentes fenétipos para a asmaasibs
transitorios, asma mediada por IgE e asma naocatopi

Um dos fenadtipos estaria associado a uma modalidadsitoria de sibilancia, com
episodios que persistem até a idade pré-escolarngo estdo associados a uma historia
familiar de asma ou atopia e que poderiam ter clatoo de risco primério uma reducéo da
funcdo pulmonar do lactente, antes deste apresemar doenca respiratéria do trato
inferior ">
Um outro fenétipo de asma seria a, assim denominaslaa classica ou asma
atopica, com niveis elevados de IgE, eosinofilau déstes intradérmicos positivos e uma

predisposicdo genética (historia familiar positpeaa asmaj’.
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O terceiro fenotipo (asma nao atopica) seria remtaslo por aquelas criancas que
iniciaram os episddios de sibilancia ap6s uma doeegpiratoria aguda do trato inferior,
ocorrida antes dos trés anos de idade. Estas asaapresentavam um aumento
significativo de SR até a idade dos 10 anos, e s@bincia decrescia a niveis pouco
relevantes aos 13 anos de idade. Nao foi obserassiaciacdo com atopia ou historia
familiar de asm&®. A partir destes achados, os autores sugerem dpfecgéo do trato
respiratorio inferior pelo VSR ndo constitui, istdanente, um fator de risco para a asma
atopica, condicdo morbida mais prevalente em camn@ idade escolar e na adolescéncia.

Este fendtipo corresponderia ao que aqui estamusiaando SR apds BVA pelo VSR.

A ndo relacdo entre SR apds BVA pelo VSR e doetdgica também foi relatada

1% que ndo encontraram diferenca entre os grupos @uwaniiagndsticos

por Sims et a
clinicos de eczema, rinite alérgica e urticaridlaPu& Hey >° pesquisaram sensibilizacdo
alérgica dez anos apdés BVA pelo VSR por meio di&edesutaneos e nao evidenciaram
associagcdo entre estas duas condi¢des clinicas. Mdasha acordo sobre este fato na
literatura. Schauer et al° evidenciaram que ocorreu sensibilizacdo alérgimacgancas
um ano apoés a ocorréncia de BVA pelo VSR. Estalsénacédo foi principalmente devida
a antigenos alimentares. Sigurs et’@ke Sigurs™ também relataram ser uma BVA pelo
VSR no primeiro ano de vida um fator de risco irefegfente para a sensibilizacdo alérgica.
Outro dado importante nesta discuss&o é a higridiar de asma. Siguré relata,
em uma revisao de seus artigos anteriores, quehicacao de historia familiar de asma e
BVA pelo VSR aumentou o risco para asma (definidemm@ trés ou mais episoédios de
sibilancia verificados por um médico), aos tréssade idade. Porém, esta associacdo ndo
permaneceu significativa quando as criancas coarpleisete anos e meio de idads
treze anos, foram evidenciados dois fatores de metependentes para asma: uma histéria
de BVA pelo VSR na infancia e histéria familiar aema®®. Uma histéria familiar de asma
também foi relatada como fator de risco para SR &A pelo VSR por Welliver &

Duffy “°. Porém, estudos de outros autores néo evidenctatassociagaf !

Ainda pairam muitas duvidas acerca da patogénesgRdapés BVA pelo VSR.
Seria 0 VSR o causador do desenvolvimento da sthdé&recorrente nos anos seguintes a
um evento agudo de bronquiolite ou seria este Vvidesfato, um marcador de uma

suscetibilidade pré-existente? Como a maioria dasgas tem infec¢do pelo VSR até trés
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anos de idade, parece pouco provavel que someritdeecdo esteja relacionada a
problemas respiratérios em longo prado

Na primeira situagdo, ocorreria um dano teciduakado pela infeccéo viral, o que
tem sido estudado em modelos animais. Algumas eei@é sugerem que uma infeccao
pelo VSR levaria a uma exposicdo e ativacdoirdeant receptors ativacdo neural
colinérgica e aumento da expressdo de receptohdares de neuropeptideos (substancia
P), todos envolvidos com o efeito broncoconstrictirservado nesta infeccdd e
possivelmente associados aos efeitos em longo ftazo

Porém, a maioria dos estudos sugere a segundaesepdExistiiam condicdes
anteriores a infeccdo pelo VSR, que, na presencsirds, determinariam 0s sintomas
respiratorios em longo prazo.

Alteracbes anatbmicas ou funcionais das vias aégemeticamente determinadas,
poderiam levar a uma diminuicdo da funcdo pulmanaredispor a crianca a sibilancia
durante uma infeccdo viral. Esta hip6tese foi ewilrla por Martinez et af? que
conduziram estudo no qual avaliaram a funcdo puéimate 124 criancas antes da
ocorréncia de qualquer infeccdo do trato respi@tarferior, e acompanharam estas
criancas ao longo do seu primeiro ano de vida. Wencas com diminuicdo da funcao
pulmonar antes de qualquer infeccdo respiratoniasaptaram um risco maior de infec¢ao
do trato respiratério inferior, acompanhada ddéilia, ao longo do primeiro ano de vida.
Posteriormente, esta condicdo foi avaliada comor fdé risco para a SR. Este estudo
integra uma série de analises de uma coorte quepardou criancas até a adolescéncia.
Os autores identificaram que estas criancas sedansibilantes transitérios, ou seja,
agueles que apresentam sintomas recorrentes aig dertrés a cinco anos de idade,
geralmente ndo associados a atpia

Outra hipotese bastante estudada é a interacao eings e a resposta imunologica
do hospedeiro. Algumas possibilidades s&o aventad@snca grave pelo VSR ocorrendo
em uma crianga com pré-disposicdo a atopia, emidade vulneravel, doenca grave pelo
VSR levando a inflamacédo e remodelamento das ¥éesasa inferiores, e, por ultimo, que
criancas com doenca grave pelo VSR teriam um defdd sistema imunoldgico,

facilitando a sensibilizaco alérgica e o deserinwnto de SR®.

N&o esta bem definida ainda a natureza da resposteoldgica desencadeada pelo

VSR, mas dados sugerem que exista um predomintesgpesta celulaf-helpertipo 2 .
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Habitualmente, uma infec¢éo viral induz uma respostular citotéxica, com linfécitos-
helpertipo 1, caracterizada por elevada producdgatema interferorfIFN-y). Pom, na
BVA pelo VSR observa-se um desequilibrio na relagétve estas duas respostas, com
aumento da reposta Th2 e/ou resposta Thl deficieote producéo de citocinas IL-4 e IL-

5, tipicas de doencas alérgicas, como asma brémQuic

Ainda existem muitas questbes ndo respondidas soM8R, a bronquiolite e 0
desenvolvimento de SR. Resultados controversos sedo publicados, principalmente,
em relacdo a aspectos epidemioldgicos. Provavedmésib se deve a diferencas
metodoldgicas e a falta de padronizacdo dos terrilimados e critérios de inclusdo nos
estudos. Além disto, a maioria dos estudos € eeldizom criangas hospitalizadas, o que
indica uma maior gravidade da doenca, ndo deveamidoathados ser comparados com
estudos em pacientes ambulatoriais.

Existe a necessidade de estudos adicionais sobep&RBVA pelo VSR, para que
seja possivel ampliar o conhecimento sobre est@ig&m clinica, principalmente em paises
em desenvolvimento. A grande maioria dos estudesl&ada em paises desenvolvidos e
ainda pouco se conhece sobre esta condicdo clemtgpaises em desenvolvimento,
principalmente em locais de clima tropi¢alDada a sua relevancia em satde publica, além
das inegaveis especificidades dessas populacdestextos, em termos da composicéo
étnica e perfil imunogenético, das cepas viraisutaintes em cada contexto e comunidade,
das condicbes ecologicagnso latoem que tém lugar os quadros morbidos, além das
diferencas relativas ao acesso aos servicos deesaldsua respectiva qualidade e
resolutividade, ndo resta davida de que se trataumd@ lacuna a ser urgente e

necessariamente preenchida.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

« Determinar a taxa de incidéncia de sibilancia nerde ap6s um evento de bronquiolite
viral aguda pelo Virus Sincicial Respiratorio, emauamostra de crian¢gas menores de

um ano de idade, atendidas em um setor de Proimr®0o

2.2 Objetivos especificos

» Identificar os principais virus respiratorios déesr como agentes etiologicos da
bronquiolite viral aguda: Virus Sincicial Respindd) Metapneumovirus Humano,
Influenza A e B, Parainfluenza tipos 1, 2 e 3 efmlérus;

» Descrever uma amostra de criancas menores de umieaidade atendidas em Pronto-
Socorro com um quadro de bronquiolite viral agudl [Virus Sincicial Respiratério,
em relacdo a variaveis socio-demogréficas e hdbitwgortamentais dos pais;

* Determinar a frequéncia de internagdo hospitalatedgrupo de criangas por doenca
respiratoria aguda ao longo do periodo de acompastia;

* Investigar possiveis fatores de risco associaduiilancia recorrente pos-bronquiolite,
como idade da crianca e necessidade de hospitizaz momento da doenca aguda,
sexo do paciente, habito materno de fumar duragtaadez, presenca de fumantes no

domicilio da crianca e historia familiar de asnatapia.
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3. METODOLOGIA

3.1 Descrigao do estudo

Este estudo foi realizado no setor de Pronto-Socdao Hospital Infantil Nossa
Senhora da Gléria (HINSG), situado na cidade dérlit- Espirito Santo (ES). Ha 70 anos
0 HINSG é o hospital de referéncia da rede estadoaBervico Unico de Saude no
atendimento de urgéncia e emergéncia em pediairiaS) atendendo principalmente aos
municipios da Regido Metropolitana de Vitéria, beomo do interior do estado e de

regides limitrofes com os estados de Minas GerBshéa.

Trata-se de um estudo observacional, longitudprakpectivo, conduzido no periodo
de marco de 2004 a outubro de 2006, acompanhaiahgas apds um evento de BVA pelo

VSR, de modo a observar a sua possivel associagi&R.

Os pacientes foram arrolados em dois periodoszarasetembro de 2004 e marco a
setembro de 2005. Estes meses correspondem a époaoaaior circulacdo de virus
respiratérios na regido do estutfoA selecéo dos pacientes ocorreu de segunda a sext
feira, somente no periodo matutino, com coleta elegdo de nasofaringe (SNF) —
espécime clinico eleito para o estudo — de criaggaspreencheram os seguinteérios
de incluséo
» Faixa etaria: menores de um ano de idade.

» Primeiro episédio de sibilancia.

* Quadro clinico compativel com bronquiolite viraludg, definida pela presenca de
sibilos e hiperinsuflagdo pulmonar, com curso cbnniciando com sinais e sintomas
de uma infeccdo do trato respiratorio superior yoor periodo de dois a quatro dias,
seguido por dispnéia e sibilds

» Tempo de doenca inferior a oito dias.

« Consentimento, por escrito, do responsavel peknca, apos explanacdo sobre os

propositos do estudo e leitura de Termo de Comsentp Livre e Esclarecido.
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Critérios de exclusdo foram excluidas as criancas submetidas a ve#itilanecanica
durante o evento agudo de bronquiolite ou no perioebnatal, bem como aquelas que
apresentavam doengas associadas a um maior riscande bronquiolite grave:
prematuridade, cardiopatia congénita e doencasgnaras cronicas como fibrose cistica e

displasia broncopulmonar.

O tamanho da amostra foi inicialmente calculadm @aoobjetivo de comparar dois
grupos de criangas: um grupo de criancas com By pesultado laboratorial positivo
para VSR e outro grupo de criancas com BVA, comltado laboratorial negativo para
VSR, o que significaria ser positivo para outrogiyziou ter amostra clinica totalmente
negativa. Neste contexto, cada grupo deveria cargar 60 participantes. Dada a alta
prevaléncia do VSR, ndo foi possivel, ao longo édguo de recrutamento, em duas
epidemias, compor o grupo de criangas negativas@#&SR. A amostra acompanhada foi,
portanto, o universo de pacientes que preenchesaamitérios de inclusdo, no servigco de

emergéncia de referéncia de Vitéria, ao longo desdypidemias de VSR, em 2004 e 2005.

3.2 Coleta de dados

3.2.1 Coleta de amostras bioldgicas

A coleta de SNF foi realizada mediante aspiragé@o¢lo utilizado um sistema coletor
constituido de uma sonda de aspiracdo numero plaalzoa um equipo de infusdo de soro,
conectado a um aspirador manual ou de parede. €ialaoletado era enviado, dentro de
uma caixa térmica com gelo, ao Nucleo de Doencixdimsas (NDI) da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), para realizagéexaame laboratorial. A descricdo deste

procedimento encontra-se no ANEXO 1.

3.2.2 Entrevista com o responsavel pela crianca

O responsével pela crianca era entrevistado, s@guo roteiro de um questionario
estruturado, para a obtencdo de informacdes réésrenvariaveis sécio-demograficas ou
que caracterizassem uma eventual associacdo covihaoB com a SR, como descrito a

seqguir:
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» Dados do periodo neonatal e doengas associadas

* Aleitamento materno exclusivo

» Dados relacionados a transmisséo domiciliar de¢dfe respiratoria

» [Escolaridade materna e paterna

* Habitos comportamentais durante a gravidez (ingedédalcool e habito de fumar) e
presenca de fumantes no domicilio

» Historia familiar (pais) de atopia, investigada estacdo a sinais e sintomas de rinite
alérgica

e Historia familiar (pais) de asma brénquica

» Dados clinicos e radioldgicos da BVA

O questionario utilizado estd no ANEXO 2.

3.2.3 Seguimento das criancas

ApoGs a entrevista, o responsavel pela crianca i@ceb cartdo com as informacdes

necessarias ao acompanhamento do paciente, listaaasiir:

* Ainformacéo de que o paciente era participantengrojeto de pesquisa

* Os telefones de contato com a pediatra responpéiekeu acompanhamento

* O dia de retorno a primeira consulta de seguimento

» Local para anotagdo, caso fosse necessario praowrautro servico de saude, quanto
a presenca de sinais de broncoespasmo duranteaatgpmaulta. Isto era feito de forma

simples, com apenas ux; assinalando “sim ou nao”

O seguimento dos pacientes ficou sob a respoidzd®l da pediatra responsavel pelo
estudo e ocorreu sempre no ambulatorio anexo ao-NDFES, no periodo de abril de
2004 a outubro de 2006. As criancas acompanhada® fas que preencheram os critérios

de inclusdo no estudo e que apresentaram resudiaoi@torial positivo para o VSR.

A primeira consulta de retorno era marcada comntemvalo de um més apos o dia
do atendimento no Pronto-Socorro e inclusdo dangaiano estudo. Nesta consulta, o
responsavel pela crianca era interrogado quantmi@o do paciente durante e apés a

BVA, como descrito a sequir:
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» Sobre a ocorréncia de hospitalizacdo durante a BUA0 intervalo até a primeira
consulta de retorno
* Tempo de hospitalizacéao
* Duragéao dos sintomas
* Medicacgao utilizada
» Se houve recorréncia de sibilancia no intervalcagdéimeira consulta de retorno, apos
a cessacao dos sintomas da bronquiolite.
As criancas eram submetidas a exame clinico geaafamilia orientada novamente

sobre o estudo e sobre a necessidade de mantempathamento ambulatorial.

As consultas de retorno eram agendadas em inderdg trés meses. Em cada
consulta o responséavel pela crianca era entrevisiadnto a sinais e sintomas de doenca
respiratoria aguda, principalmente sibilancia, dtea tempo transcorrido desde a ultima
consulta, necessidade de hospitalizacdo ou deiatent em setor de Pronto-Socorro e
medicagéo utilizada. As anotagbes do cartdo eramfeidas, sendo entdo marcada a
consulta subsequente. Se necessério, eram sagit@tames complementares. O
responsavel pela crianca era autorizado a fazetatoopor telefone ou comparecer ao

ambulatério em caso de doenca respiratéria aguda.

Em caso de falta a consulta, a familia era coddaper telefone para remarcacao da
mesma. Se nao fosse possivel o contato por telefanem caso de uma nova falta, o
prontuario do paciente era separado para postelsda domiciliar. Estas visitas eram
realizadas pela pediatra responsavel pelo estudorganizadas por municipio de

procedéncia do paciente.

3.3 Métodos laboratoriais

O diagnéstico laboratorial, virolégico, foi realita por meio da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) no NDI - UFESIe técnica de biologia molecular, no
NDI - UFES e Laborat6rio de Virus Respiratériosiaistituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ.

O processamento do espécime clinico (ANEXO 3)readizado no mesmo dia da
coleta, no periodo vespertino. As laminas eramdpes enfreezera -70C para posterior

realizagdo da RIFI, utilizando unkit comercial contendo anticorpos monoclonais
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especificos para sete diferentes virus respiradAdenovirus, Influenza A, Influenza B,
Parainfluenza Tipo 1, Parainfluenza Tipo 2, Pahaémiza tipo 3 e VSR (Chemicon
International, Inc. Temecula, CA “Respiratory PateViral Screening & Identification
Kit"). A descricdo da RIFI encontra-se no ANEXO 4.

O diagnostico molecular foi realizado, visando ededcédo do genoma do VSR e
também do Metapneumovirus humano (hMPV) por meiot&aica de Transcricdo
Reversa-Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-BEfR)ida por semi-nested PCR (RT-
snPCR).

A técnica de RT-snPCR utilizada para o diagnoslicd/SR foi realizada conforme
descricdo de Galiano et &.com modificacbes estabelecidas no NDI-UFES (ANEXO
Na primeira PCR foram utilizados o iniciador rewetss3 e o iniciador direto LG5 que
amplificam o gene completo da proteina G, tantagdgo A quanto do B. Na snPCR
foram utilizados os iniciadores diretos GA480 e G®&4junto com o iniciador reverso
LG3, em reacles separadas, para amplificacdo @esegspecificas do gene G do VSR
dos grupos A e B, respectivamente.

Para o diagnostico do hMPV foi seguido o protoogémtiimente cedido pelo Dr.
Juan Arbiza $eccion Virologia Facultad de Ciéncias Universiddd la Republica -
Uruguay) e modificado no NDI-UFES (ANEXO 5). Foram utildws iniciadores descritos
por Coté et al’? para gene N: N1 e N3, utilizados na primeira PO & N3, na snPCR.

3.4 Mensuracao da variavel-desfecho

O desfecho do estudo foi a taxa de incidéncia aei®@R apdés BVA pelo VSR. Nao
foi definidoa priori um nimero minimo de episodios de sibilancia pararacterizacdo do
desfecho. A cada consulta ou visita domiciliar eoaatado o niumero de episédios de
sibilancia ocorridos no intervalo desde a ultimalia¢do do paciente. Foram considerados
episddios de sibilancia quando obedecida algumasiesndi¢des:

* Anotacgdo, no cartdo de acompanhamento da criaeita, dor um médico, sobre a
ocorréncia de sinais de broncoespasmo em algunsaltan

* Prescricdo médica de broncodilatadores.
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» Descricdo por parte da mée ou do responsavel palaca de tosse, acompanhada de
chiado no peito ou dificuldade para respirar, euda exigido o uso de broncodilatador
para seu alivio. Neste caso, somente foi considesdoilancia caso a informacgéo
estivesse correta quanto ao nome do medicamerdge  edmtervalo e se tivesse ocorrido
alivio dos sintomas imediatamente apds o0 uso. faerdk, o broncodilatador utilizado

nestas situacfes era um beta 2 agonista, em rexidz.

3.5 Mensuracgéo das co-variaveis: historia familiade asma ou atopia

A histéria de atopia familiar foi avaliada a partie informacdes sobre sinais e
sintomas atuais de rinite alérgica no pai e/ou Aa.rDefiniu-se rinite alérgica a partir da
combinagéo de dois ou mais dos seguintes sinastamas:

Espirros frequentes (em salva)

Coriza frequente

Prurido nasal frequiente

Obstrucao nasal frequente

A histéria familiar de asma foi avaliada de acocdm perguntas sugeridas pelo |l
Consenso Brasileiro no Manejo da Asfriadescritas no Anexo 2. Foi avaliada a presenca
de asma brénquica no pai e/ou na mae. Foi condi@lesaama bronquica quando havia
resposta positiva para diagnéstico médico de apnegenca de sibilancia cuja melhora
estava associada a uso de medicagdo broncodilataddnistéria patologica pregressa de
asma brénquica na infancia ou adolescéncia. Quandiistoria de asma era relatada
somente em relacéo ao periodo da infancia ou afwlesm dos pais, era perguntado sobre a
necessidade de atendimento em setor de prontohaEmd, uso de medicacéo
broncodilatadora para alivio dos sintomas e intgfea hospitalares. Em caso de duavida,
esta questdo voltava a ser investigada ao longoedodo de seguimento, contando com

informacgdes dos avés, sempre que possivel.

Para a analise multivariada, estas variaveis @hatfamiliar de asma” e “histéria

familiar de atopia”) foram definidas de duas forrdesintas:
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Variavel “atopia familiar 1"

* ao menos um familiar com atopia (pai e/ou mée doiteralérgicayersusauséncia
(nenhum familiar) de histéria familiar de atopia
Variavel “atopia familiar 2”:

* histéria de atopia (rinite alérgica) no pai ou r@etuamente exclusivosgrsusem
ambos os paigersusauséncia de historia familiar de atopia
Variavel “asma familiar 1"

e ao menos um familiar com asma (pai e ou m@eyusauséncia (nenhum familiar)
de historia familiar de asma.
Variavel “asma familiar 2

* histéria de asma no pai ou mée (mutuamente exosjrersusem ambos 0s pais

versusauséncia de historia familiar de asma

3.6 Analise estatistica

Para a criacdo do banco de dados e analises pralés foi utilizado o programa
SPSS versdo 10.0. Para a elaboragdo dos modedtistesis foi utilizado o programa de
dominio publico R versao 2.4.1 (2006).

Inicialmente, foram desenvolvidas analises expoias, sendo os resultados
representados em tabelas e graficos. Os dados favafmados quanto a frequéncia e
completitude, sendo entédo calculadas as medideshdéncia central e disperséo.

A andlise dos dados do estudo longitudinal foiafgior meio do modelo linear
generalizado com distribuicdo de Poisson e fung@dighcao logaritmica. O critério
estabelecido para a inclusdo dos participantesnahsa foi a disponibilidade de dados
referentes a linha de base e dois ou mais pontasservacdo ao longo do periodo de
acompanhamento.

Foi calculada a taxa de incidéncia anual de sibidarecorrente apds bronquiolite viral
aguda pelo Virus Sincicial Respiratorio no periode dois anos e meio de
acompanhamento das crian¢cas. O numerador destéotaxaimero total de episédios de
sibilancia ocorridos no periodo. O denominadordmnposto pelo total de criangas-ano

observadas.
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Foi verificada a associacdo entre sibilancia recoer e possiveis fatores de risco: a
idade da crianca no momento do diagnéstico de B¥Agexo do paciente, o habito de
fumar por parte da mée durante a gravidez, a pras@gnu ndo) de familiar fumante no
domicilio do paciente, a necessidade de internhg&pitalar quando do episodio de BVA,
a histéria familiar de atopia (rinite alérgica rss) e a historia familiar de asma nos pais.
A medida de associacao foi a razao de taxas deéémcia com intervalo de confianca de
95%. Os fatores, cuja associacdo com o desfechsignificante ao nivel de p =< 0,10,

foram incluidos na analise multivariada.

3.7 Termo de consentimento livre e esclarecido

O acompanhante era informado sobre o projeto dmjuma, sendo a crianca
efetivamente incluida no estudo exclusivamente aptfzmsentimento expresso do pai, mae
ou guardido legal, por escrito. O termo de cons®ito encontra-se em anexo (ANEXO
6). Este projeto foi aprovado pelo Comité de EéoaPesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude — UFES e pelo Comité de Etica em Pesquisid8® — FIOCRUZ.

A identificacdo do paciente foi mantida em sigillorante todo o procedimento de
diagnostico laboratorial. Cada amostra clinicalsecem cdédigo ao chegar ao laboratoério
que foi utilizado em todos os procedimentos deism&os resultados. As fichas contendo
os dados pessoais dos pacientes estdo arquivadasn®@mo proprio, sob a guarda da

pesquisadora responsavel pelo projeto.
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4. RESULTADOS

Durante os periodos de marco a setembro de 2004rgoma setembro de 2005
foram coletados espécimes clinicos (SNF) de 1@&hcas menores de 12 meses de idade,
com quadro clinico compativel com bronquiolite Maguda, atendidas em Pronto-Socorro

e gque preencheram os critérios de inclusédo do @stud

4.1 Diagnaostico virolégico

O VSR foi o virus mais frequentemente identificadeguido pelo hMPV. N&o
foram detectados os seguintes virus: Adenovirtisieinza A, Influenza B e Parainfluenza
tipo 2.

Foi realizada RIFI em todas as 166 amostras. Emedfas (25%) o resultado foi
inconclusivo. O VSR foi pesquisado por RIFI e RTRR@ hMPV por RT-PCR e os
demais virus somente por RIFI.

A reacédo de RT-PCR para o VSR foi realizada emdtb6stras e a reacédo de RT-
PCR para o hMPV em 160 amostras. Estes resultatis apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Virus respiratorios identificados em 16@&riancas menores de 12 meses de
idade com bronquiolite viral aguda, Vitoria, Espirito Santo, 2004/5

Virus Método

RIFI RT-PCR

N (%) N (%)

positivo negativo positivo negativo

Virus Sincicial 91 (55) 34 (20) 114 (69) 42 (25)
Respiratorio
Metapneumovirus NR NR 24 (14) 136 (82)
Humano
Parainfluenza tipo 1 3(2) 122 (73) NR NR
Parainfluenza tipo 3 2(1) 123 (74) NR NR

RIFI — reacdo de imunofluorescéncia indireta; RTRPEC transcricdo reversa-reagdo em
cadeia pela polimerasiR — nao realizado
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A presenca de co-infeccdo pelo VSR e hMPV foi adaiem 155 amostras em que
foi realizada a RT-PCR tanto para VSR quanto ppBW Observou-se a presenca de co-
infeccdo em 16 (10,3%) destas. Ndo foi observadanfeocdo pelo VSR e o0s virus
Parainfluenza.

4.2 Distribuicdo temporal do VSR

Em 126 (76%, de um total de 166 amostras), obtevesultado positivo para VSR
por algum dos métodos utilizados (RIFI ou RT-PCRYistribuicdo destas amostras por
época do ano em que houve coleta de espécimeo;lastd apresentada no Grafico 1. No
periodo de coleta do ano de 2004, a ocorrénciavde Bem como a identificacdo do VSR,
aconteceu principalmente no més de marco, enguanperiodo de coleta do ano de 2005,

tal fato foi verificado especialmente nos mesesd® e junho.

B Total de casos de bronquiolite
80 - O VSR positivo
o 70 4
=
)
= _
3 60
5
5 50 -
3
o 40 -
o
d
o 30
(]
©
o 20 A
o
©
E 10 -
P4
O,
> ISR )} > . 9 > O
§U§CE(D<‘D§O'§CELQ<‘D
= = = 2 F o g 5 = z =2 T o g
Q9 = o T 3 o Q = O T 3 a
© o o © g 3 © o o o©° g 3
a ©® o o g T o ® o o g =3
® N oo © S 3 ® N oo @ 2 3
N 2 O v NO® N 2 O o NO?
S © & © 89 N F & &2 &5 o 8§ N F
S & 5§ 5 8 8% o a9 a o & 8 2
= = E N o o SN
=) o
= a
Epoca do ano

Grafico 1. Distribuicdo temporal dos casos de brongolite viral aguda pelo
Virus Sincicial Respiratério, Vitoria, Espirito Santo, 2004/5
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4.3 Resultados do estudo longitudinal

Das 126 criancas positivas para VSR por RIFI ouFER foi possivel acompanhar,
ao longo do periodo subsequente ao evento agudwamguiolite, 76 (60%) delas. A
utilizacdo conjunta dos dois métodos quanto aondistico de VSR, nestas amostras, ficou
assim distribuida:
* 45 amostras positivas nos dois métodos
* 17 amostras inconclusivas na RIFI e positivas ndPRR
* 6 amostras negativas na RIFI e positivas ha RT-PCR

* 8 amostras positivas na RIFI e negativas na RT-PCR
Todos os resultados apresentados a seguir refereneste grupo de 76 criangas.
4.3.1 Caracterizacdo da amostra
Setenta e seis (76) criancas foram acompanhadgenmdo de abril de 2004 a
outubro de 2006 com o objetivo de identificar SBsaBVA pelo VSR.

A idade destas criangas, no momento do diagnédcBVA, variou de menos de

um més a nove meses, com mediana de um més e eniglade (Grafico 2).
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Gréfico 2. Distribuicéo por idade, de 76 criangas mnores de um ano, com diagndstico
de bronquiolite viral aguda pelo Virus Sincicial Repiratério, Vitoria, Espirito Santo,
2004/5

A maioria (58%)os pacientesra do sexo masculino.

A média e mediana de habitantes por domicili@écinco pessoas, ao passo que a
média e mediana do numero de pessoas dividindossnmeuarto de dormir do paciente
foi de trés. Na maioria dos casos (68%) havia umili@ com infeccéo respiratdria aguda
no domicilio do paciente, no momento do diagnosie@VA.

A escolaridade dos pais foi avaliada quanto aoanarde anos escolares concluidos
com aprovagao e teve uma média e mediana de @) tamto para 0s pais quanto para as
maes.

A maioria das maes (91%) relatou nao ter fumadarde a gravidez. Em 35,5%
dos casos havia um familiar fumante no domiciligpdoiente.

Foi avaliada a necessidade de hospitalizacdo dmrmga durante a BVA como
medida de gravidade da doenca. Quarenta e setep@tintes (62%) necessitaram de

internacdo hospitalar. Estes resultados estdoaesks na Tabela 2.



46

Tabela 2. Caracteristicas da amostra de 76 crianca®om diagnéstico de bronquiolite
viral aguda pelo Virus Sincicial Respiratorio, acorpanhadas no estudo longitudinal,
Vitoria, Espirito Santo, 2004/5

Variaveis Resultados
Variaveis categoricas n (%)
Sexo
Masculino 44 (57,9)
Feminino 32 (42,1)
Familiar com infeccéo respiratoria aguda
Sim 52 (68,4)
Nao 21 (27,6)
nao informado 33,9

Habito da mée de fumar na gravidez

Sim 7(9,2)

Né&o 69 (90,8)
Familiar fumante no domicilio

Sim 27 (35,5)

Nao 49 (67,5)
Hospitalizacdo do paciente a época da BVA

Sim 47 (61,8)

Nao 29 (38,2)
Variaveis continuas Média (desvio padrao)
Habitantes por domicilio 4,9 (1,74)
NUmero de pessoas no quarto do paciente 3,1(0,78)
Escolaridade materna 8,0 (2,34)
Escolaridade paterna 7,9 (2,59)

BVA — bronquiolite viral aguda
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4.3.2 Perfil cronologico do seguimento dos pacieste

O acompanhamento dos pacientes ocorreu ao longondeeriodo de dois anos e
meio (abril de 2004 a outubro de 2006). Cada caaparticipou do estudo de forma
diferente ao longo deste periodo de observacdoefenforam considerados para analise e
constam dos resultados, os pacientes com trés supmatos de observacéo (linha de base
mais duas visitas subsequentes), totalizando @6gas. O tempo com que cada uma destas
criancas contribuiu com seus dados para a anatiseresultados esta representado no

Grafico 3.
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Gréfico 3. Perfil cronolégico do seguimento de caderianca no estudo, no periodo de
abril de 2004 a outubro de 2006, Vitoria, Espiritdsanto
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4.3.3 Hospitalizacdo do paciente durante o acompaaimento

Durante o periodo de acompanhamento dos paciesas, criangcas (8%)
necessitaram de internacdo hospitalar devido agdoesspiratéria aguda acompanhada de

sibilancia.

4.3.4 Taxa de incidéncia de sibilancia recorrente

O desfecho deste estudo foi a taxa de incidénci@Rl@pds um evento de BVA
pelo VSR. Mensurou-se esta taxa por ano de obs®vdgtaxa bruta de SR apos BVA
pelo VSR foi de 3,7 episddios crianca-ano (IC 9398,— 4,1). Este valor corresponde a
média das taxas individuais de cada crianca, addss da seguinte forma:

* numerador: numero de episddios de sibilancia aptades pela crianca

* denominador: tempo, em anos, em que cada criamgeipau do estudo

A descricao destes valores encontra-se no ANEXO 7.

4.3.5 Anélise bivariada

A taxa de incidéncia de SR apos BVA pelo VSR mass® discretamente
decrescente & medida que era mais elevada a idacttadca no momento do diagnostico
de bronquiolite, mas esta aparente tendéncia n&statisticamente significante (p=0,36).

Observou-se associacao entre o sexo do pacierpeesenca de SR apos BVA pelo
VSR. As meninas apresentaram uma taxa de incidéncial de SR 20% maior do que 0s

meninos.

N&o foi observada associacdo entre o desfecho 8REMWA pelo VSR e o0 habito
de fumar por parte da mée durante a gravidez (p¥0a&sim como também néo foi
observada associacdo entre SR apds BVA pelo VSPresanca de fumante no domicilio
do paciente (p=0,15).
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A necessidade de internacdo do paciente durantéAarBostrou-se associada ao
desfecho. Criancas que foram hospitalizadas quaodepisédio agudo de bronquiolite
apresentaram uma taxa de incidéncia anual de SKRBENA pelo VSR 39% maior que as

criancas que nao foram hospitalizadas.

Na analise bivariada, a variavel “histéria familide atopia” ndo se mostrou
associada ao desfecho sob nenhuma das alterndéivagegorizacao (“atopia familiar 1” e
“atopia familiar 2”). Também foi testada a possiwgkeracao entre “historia familiar de
atopia” e “histéria familiar de asma”, mas o readt ndo foi significante do ponto de vista

estatistico (p=0,53).

Por outro lado, a “histéria familiar de asma” mostse associada a SR apos BVA

pelo VSR, em ambas formas de categorizacao (“aamiidr 1” e “asma familiar 2”).

Os resultados da andlise bivariada com as variayags foram estatisticamente
associadas ao desfecho, com nivel de significateiaté 0,10, estdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3. Analise bivariada para sibilancia recorrate apés bronquiolite viral aguda
pelo Virus Sincicial Respiratério, Vitoria, Espirito Santo, 2004/6

Variavel n (%) RT* IC (95%)**

Sexo do paciente
masculino 44 (57,9) 0,83 0,68-1,03
feminino 32 (42,1) 1,00

Hospitalizacdo na BVA
sim 47 (61,8) 1,39 1,11-1,76
néo 29 (38,2) 1,00

Asma familiar 1:
asma no pai e/ou made 41 (63,1) 1,40 1,12-1,75
auséncia de HFA 24 (36,9) 1,00

Asma familiar 2
asma no pai ou méae 18 (29,1) 1,37 1,07-1,76
asma em ambos os pais 3 (4, 8) 1,52 0,98-2,37
auséncia de HFA 41 (66,1) 1,00

* RT - razado de taxas de incidéncia de sibilanetrrente
** 1C(95%) - intervalo de confianca de 95%
BVA — bronquiolite viral aguda; HFA — historia faimr de asma

4.3.6 Analise Multivariada

Foram selecionadas para a analise multivariadajagdveis que se mostraram
associadas ao desfecho com nivel de significareciatél 0,10, além da idade do paciente,
em virtude da relevancia desta Ultima variavelitesdtura.

Quanto a histéria familiar de asma, optou-se pelelusdo desta variavel
categorizada como “asma familiar 1”. Utilizandoaseategorizacao “asma familiar 2" nao
houve modificacdo significativa da medida de efeftem disto, a categoria “asma em
ambos os pais” foi observada em apenas trés pasieia Tabela 4 estdo apresentados os

resultados da analise multivariada.
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Tabela 4. Andlise multivariada para sibilancia recarente apds bronquiolite viral
aguda pelo Virus Sincicial Respiratorio, Vitoria, Epirito Santo, 2004/6

Variavel RT* IC(95%)**

Idade do paciente 0,96 0,88-1,04

Sexo do paciente
masculino 0,73 0,58-0,92
feminino 1,00

Asma familiar 1

asma no pai e ou mée 1,41 1,13-1,76
auséncia de HFA 1,00

Hospitalizacdo na BVA
sim 1,28 0,98-1,67
nao 1,00

* RT — razdo de taxas de incidéncia de sibilanetamrente
** |C(95%) — intervalo de confianca de 95%
BVA — bronquiolite viral aguda; HFA — historia faimr de asma

No modelo final, a taxa de incidéncia de SR ap¥# Belo VSR ajustada para
idade e sexo do paciente, histéria familiar de asrhaspitalizacdo do paciente a época da
BVA foi de 3,6 episddios crianca-ano (IC 95%, 2,8,9). Este modelo sugere que apenas
0 sexo do paciente e a histéria familiar de asmapetfa menos um dos pais (quando
comparada com a auséncia de historia familiar deapsestdo associados ao desfecho,
controlando-se as analises para a idade do pa@emteospitalizacdo do paciente a época
da BVA.

A taxa de incidéncia de SR apds BVA pelo VSR fd¥e3maior nas meninas do que
nos meninos. Evidenciou-se uma maior taxa de incidéde SR ap6s BVA pelo VSR
(41% a mais) em pacientes com historia familiaradma em pelo menos um dos pais,
quando comparados a pacientes sem historia fardiaasma. O efeito da hospitalizacao
do paciente perdeu significancia estatistica quaoddrolado por idade e sexo do paciente

e histéria familiar de asma.
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4.4 Caracterizagao das perdas de seguimento

As perdas do seguimento foram avaliadas quanteonabisos para o abandono do
seguimento e quanto ao perfil destes pacientes.

Em 80% destas perdas, o responsavel pela crianggangompareceu ao
ambulatorio para consultas de retorno e nos deB@#is, isto ocorreu por uma ou duas
vezes apenas.

Em caso de falta a consulta, a familia era cordapad telefone ou era feita visita
domiciliar para remarcacédo da mesma, e tentativastgte do paciente para o projeto. Em
62% dos casos perdidos, o motivo foi recusa emragat no estudo. Isto foi considerado
qguando o responsavel nos comunicava sua decis@mando ndo fazia contato apos as
nossas ligacdes telefonicas ou recados deixadospapemtes ou vizinhos. Em 30% dos
casos houve mudanca ou erro de endereco. Motivesrsds, que nao 0S acima
mencionados, contabilizaram 8% dos casos perdidos.

Estes dois grupos de pacientes mostraram-se diéeream alguns aspectos. No
grupo que nao foi acompanhado, as maes fumaram fnegentemente na gravidez
(p=0,010), havia um maior niumero de fumantes noicibn (p=0,004) e os pais tinham
menor escolaridade (p<0,001).
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5. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo, realizado no Brasil resadibilancia recorrente apos
bronquiolite viral aguda pelo Virus Sincicial Regpdrio, de acordo com o0s artigos
publicados até o momento. Neste sentido, ndo &sipel comparar os achados do presente
estudo com a literatura nacional, como sera resadiasbguir.

Albernaz et al®® publicaram um estudo longitudinal, aninhado & eode 1993, em
Pelotas (Rio Grande do Sul), cujo objetivo eraiava hospitalizacdo prévia por BVA
como fator de risco para SR trés anos apos umeagnido desta doenca. Os participantes
eram criangcas com diagnostico de BVA antes dos d2mde idade, baseado em critérios
clinicos, porém sem identificagdo do agente etiolbgOs autores encontraram um risco
cinco vezes maior de sibilancia recorrente entrecreancas que foram hospitalizadas
devido a BVA.

Zhang et al®* avaliaram criangcas menores de 12 meses de idadehistoria de
BVA, primeiro episodio de sibilancia, em Rio Gran@&o Grande do Sul), até um ano
apos o evento agudo de doenca. O objetivo erar testeso de prednisolona oral na
prevencdo de SR apOs BVA, por qualquer etiologinds que néo foi demonstrada
diferenca entre os grupos. O uso de prednisoladanép reduziu a prevaléncia de SR ap0s
BVA em um ano de seguimento dos pacientes.

Em 2006 foi publicado outro estudo sobre SR, tambhéntidade de Rio Grande
(Rio Grande do Sul), sobre fatores de risco pare@Rcriancas menores de 13 anos de
idade. Uma amostra de criangas menores de cincodeniglade foi selecionada em 1997, e
em 2004 estas criangas foram novamente visitadasccobjetivo de avaliar fatores de
risco para SR, definida como trés ou mais episédéosibilancia nos 12 meses anteriores
ao estudo. Com este critério diagndstico e a idimdeparticipantes, a principal doenca em
guestdo era a asma, considerando tanto os sililgEssistentes (episodios desde a

infancia) quanto os sibilantes tardios (sibilarcigartir dos cinco anos de idad®)

Como relatado por Cardoso et %].a maioria dos trabalhos sobre doenca do trato
respiratorio inferior, no mundo em desenvolvimerttata de pneumonia, com poucos
estudos sobre as doencas sibilantes. Dentre estasas sibilantes, a incluséo do termo SR
apos BVA faz-se importante, pois apesar do manejepisédio agudo ser semelhante ao

da asma, a evolucédo em longo prazo é diferente.
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Uma revisdo sobre seqielas de infeccbes viraispagses em desenvolvimento
ressalta a importancia desta condicdo clinica. @sres citam um trabalho desenvolvido
na Argentina sobre SR que evidenciou hiper-reatédbronquica em criangcas pequenas
(média de seis meses de idade no primeiro epistedgibilancia). Eles concluem que estas
criancas apresentavam hiper-reatividade bronquicaiada apos a infeccao viral, eram
sibilantes transitérios e ndo deveriam ser conaiter asmatic&s,

Uma historia de bronquiolite nos primeiros anowvida € algo importante e merece
atencdo por parte do médico responsavel pelo malgejama crianca sibilante, tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimentoeZ alparticularidades dos paises
menos favorecidos economicamente devam ser coadeerUm estudo brasileiro, em fase
de publicacdo, desenvolvido em Uruguaiana (Rio @Grado Sul), com criangas de baixo
nivel socio-econémico avaliou fatores de risco pasena aos dez anos de idade. Os
resultados encontrados revelaram que na maioriacdess a asma nado era de origem
atopica. As criancas com fendtipo de asma ndoadpiham uma forma leve da doenca,
quando comparado com 0s atopicos e a infeccdoghmiritos aumentou o risco de sibilar.
Uma historia de bronquiolite (etiologia ndo condagiantes dos dois anos de vida foi o
principal fator de risco independente para asmdsergou-se interacdo sinérgica entre
histéria de bronquiolite e infec¢do por helmint@s. autores sugerem que uma exposicao a
infeccdes virais e helmintos, de forma conjuntajeta exerca um papel importante no

mecanismo desta asma nao atofica

5.1 Aspectos gerais do estudo

A amostra deste estudo foi de conveniéncia, arpdatdemanda hospitalar por
atendimento em Pronto-Socorro, de criancas comrquadichico de BVA. Foi assegurada a
correta inclusdo dos pacientes através da obséavéacrigidos critérios de inclusdo dos
participantes do estudo: somente criangcas menerd? aneses, apresentando um primeiro
evento de sibilancia e sem doencas concomitarstescontribuiu para uma maior validade
interna do estudo.

O estudo recrutou todas as criangas elegiveis tergn pesquisade- o Hospital
de referéncia do estudo, mas se viu as voltas dficaldades intrinsecas a clientela e aos

procedimentos adotados, como descrito a seguir:
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» Coleta de dados somente no periodo matutino, goéspéecimes clinicos deveriam
ser obrigatoriamente processados no proprio deokda, a tarde.

* Coleta de dados trabalhosa e demorada (coletapbxiese clinico e entrevista),
possibilitando, no maximo, colher os dados de p&sentes por turno (manha).
Além disto, a crianca s6 podia ser liberada paraoleta de dados apéds a
confirmacdo do diagndstico de bronquiolite por gattt equipe médica, o que
significava esperar o atendimento médico no PSguase invariavelmente, a
realizacdo de radiografia de térax.

» Disponibilidade de tdo-somente um Hospital, a époom plenas condi¢cdes para
realizar o trabalho.

» Rigidos critérios de inclusdo dos participantegggralmente no tocante a ser o
primeiro episddio de sibilancia apresentado pelanca e ndo haver nenhuma
doenca de base, ndo ser prematuro e nao ter dalizentilagdo mecanica no

periodo neonatal.

Uma grande dificuldade encontrada quanto a compidade de estudos
epidemioldgicos sobre BVA é a diversidade de ¢agutilizados pelos diferentes autores,
quanto a inclusdo dos participantes, devido a fatauma definicdo consensual deste
diagnéstico™. No presente estudo, procuramos garantir este@izigo ao limitar a idade
para menores de 12 meses, primeiro episédio dargiia e presenca de sinais e sintomas
de uma infeccdo de vias aéreas superiores antetederepisédio de sibilanci®. O
primeiro episédio de sibilancia é fato importante diagnéstico de BVA e condicdo
primordial para este estudo, ja que o desfecho eestdo € exatamente a sibilancia
recorrente.

Foram excluidos os pacientes que apresentavame@asdilinicas associadas a um
maior risco de SR, como doengas concomitantes ggueentam o risco de uma BVA
grave), prematuros e pacientes que necessitaramerdigacdo mecanica durante a BVA.
Estas condicdes clinicas representam fatores dasé@me sao rotineiramente excluidas em
estudos sobre SR ap6s BVA. Devido a isto existeocg® dados a respeito da evolugéo
em longo prazo destas crian¢8s A inclusdo destes pacientes poderia conduzir a um
sobre-estimacao da magnitude do desfecho, ja gae @ndicdes clinicas estdo associadas

a recorréncias frequentes de sibilancia.



57

Os participantes foram criancas que necessitaranatendimento de urgéncia
durante a BVA, ja que o local do estudo foi um sd® Pronto-Socorro, incluindo sala de
emergéncia. As salas de emergéncia representaiabde maior identificacdo de VSR,
quando comparados os locais de atendimento aonpatieOs resultados deste trabalho,
portanto, ndo devem ser comparados com estudosackzd com pacientes atendidos em
ambulatorios, que apresentam uma forma mais brataderonquiolite. Muitas das
diferencas encontradas em relacdo aos desfechosstddos epidemiolégicos sobre
sequelas de BVA pelo VSR podem ser explicadas grelo de gravidade da doenca inicial

e/ou local de recrutamento dos paciefites
5.2 Diagnostico laboratorial e prevaléncia viral

O diagnostico etiologico da BVA neste estudo fadzlo na RIFI e RT-PCR.

Apesar do isolamento viral em cultura de célulasceesiderado o padrédo ouro, a
RIFI € o método recomendado pela OMS para o didgigndésaboratorial de virus
respiratérios °°. Este método apresenta boa sensibilidade e eisidmife quando
comparado com a cultura de células (sensibilidad80% a 97% e especificidade maior
que 90%)°*. Além disto, o isolamento viral em cultura de &&unecessita de uma infra-
estrutura laboratorial dispendiosa, com pessomldate, condi¢cdo ainda ndo disponivel em
nosso laboratorio.

A técnica de RT-PCR, quando comparada a cultureétidas, tem sido apontada
como uma melhor alternativa para o diagndstico mlesvrespiratérios em espécimes
clinicos, devido & alta sensibilidade do métdtddJm recente estudo de base populacional
evidenciou que esta técnica (RT-PCR) dobrou a dexdeteccédo de virus respiratorios em

criancas menores de cinco anos de idade, hospilalizcom infeccao respiratéria agtitla

Dentre as amostras de SNF das 76 criangcas acongaanhaste estudo, em 45
(59%) o resultado foi positivo pelos dois métodatsoratoriais eleitos para o diagndstico
laboratorial do VSR (RIFI ou RT-PCR). Em 23 (309 astras o resultado da RIFI foi
inconclusivo ou negativo, mas a infeccao pelo V8Rcbnfirmada por meio da RT-PCR.
Resultado negativo na RIFI pode ocorrer por inaddguquantidade de células de
descamacdo do epitélio da nasofaringe no espédimeo¢ condicdo essencial para o

diagndstico de virus respiratorios por meio de pissgde antigenos ou por isolamento
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viral. E os resultados inconclusivos ocorrem dewadpresenca de grande quantidade de
muco, dificultando a leitura das laminas, com preaede fluorescéncia inespecifica. Em
oito (10%) amostras o resultado da RIFI foi posifpara VSR, porém, foi negativo na RT-
PCR. A ndo deteccédo de acido nucléico viral emscpssitivos para o antigeno, apesar de
repetidas extracdes, sugere que possa ter ocatadmdacdo do acido nucléico ou a

presenca de inibidores da reagcdo na amostra clinica

O VSR foi o virus mais frequentemente identificagste estudo. Considerando os
dois métodos laboratoriais utilizados (RIFI ou RTH, o VSR foi identificado em 76%
dos casos. O VSR é conhecido como o principal agsidlégico da BVA, em percentuais
gue variam de 40% a 90%, de acordo com o estud@aniuo pico de ocorréncia do VSR,

80% ou mais dos casos de BVA estdo associados ainss'®.

O segundo virus mais freqientemente identificado futMPV, em 14% dos casos.
A possibilidade de identificacdo de outros virdémado VSR nos casos de BVA é fato
relevante, pois vem preencher uma importante lanarepidemiologia desta doenca. Cerca
de 15% a 35% de casos de bronquiolite e de pneaneomipacientes pediatricos ndo tém o
agente etiolégico detectadd Desde sua identificacdo em 20810 hMPV vem sendo
descrito em diversas partes do mundo e em paciglge®das as faixas etarias, mas
principalmente associado a casos de pneumoniangligdite em criancas nos primeiros
anos de vida, sendo considerado como segundo agienimportancia nestes casos, logo
ap6s o VSR

Um importante aspecto relatado nos estudos sobRVh&a possibilidade de co-
infeccdo com o VSR. No presente estudo, a taxadefeccao pelo hMPV e VSR foi de
10%, considerando o total de amostras testadasaparas os virus. As taxas encontradas

em outros trabalhos, variam de 0,5 a 10% do tetandostra&®98190.101

O papel do hMPV como patégeno em casos de co-éde@nda ndo estd
adequadamente estabelecido, mas dados sugerem mentauda gravidade da BVA.
Semple et al*®? evidenciaram que a co-infeccdo de VSR e hMPV atonesm dez vezes
o risco de internacdo da crianca com BVA em umalélie de Terapia Intensiva. Alguns
autores também relataram esta associdta8? a despeito de outros trabalhos ndo terem

encontrado diferencas em relacdo a infeccdes porinioo agent€®?%°> No presente
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estudo, a associacdo entre co-infeccdo por VSR BWhEkI gravidade da BVA nao foi

avaliada.

Além do VSR e do hMPV, foram também pesquisadosgis Parainfluenza tipo
1, 2 e 3, Adenovirus e Virus Influenza A e B. Dsgste0 identificamos o0s virus
Parainfluenza 1 e 3, que sdo os mais frequientégedenvirus Parainfluenza em pacientes
com BVA % Além dos virus aqui pesquisados, outros tambémasé&ociados a BVA,

como os enterovirus, coronavirus, e, principalmergeinovirus’.

5.3 Distribui¢cao temporal do VSR

A identificacdo do VSR ocorreu em todos os mesesstiodo e foi proporcional ao
namero de casos de BVA. Este fato demonstra adeldiceta entre diagnostico de BVA e
infeccdo pelo VSR. O aumento do numero de casoB\We em uma comunidade e
internacdes hospitalares por esta doenca é umdanztculacdo do VSR, mesmo antes de

sua identificaco laboratoridl

Apesar do VSR ter sido identificado em todos os ewmedo estudo, foram
observados picos de ocorréncia distintos nos dwi®gos de coleta de espécimes clinicos.
No periodo de coleta do ano de 2004, a época der ndaintificacdo do VSR ocorreu no
més de margo, e em menor escala nos meses de afaib. No periodo de coleta do ano
de 2005, a maior identificacdo do VSR ocorreu ng ae abril, com apice nos meses de

maio e junho e declinio no més de julho.

A pesquisa de virus respiratorios iniciou em VaofEspirito Santo) ha dez anos,
porém ndo houve coleta sistematica de amostrag@onesste periodo. De julho de 1997 a
julho de 1998, foi identificado VSR em amostrasad@ncas com infec¢do respiratoria
aguda em dez dos 12 meses de estudo. Porém, dgmworréncia foi observado do final
do verdo (fevereiro/marco) até meados do oufbnBstes resultados coincidem com o que
foi encontrado no ano de 2004. Porém, no ano dg, 208pidemia de VSR foi mais tardia,

no final do outono e inicio do inverno.

Estes dados sugerem dois padrdes de surto de M@8Regta regido, um no final do
verao até meados do outono e outro mais tardigjamdo no final do outono, se

estendendo até meados do inverno. Nao é possowlidn, com este estudo, definir o



60
padrdo de sazonalidade do VSR para esta regiamo secessarios estudos de séries mais

longas de anos, desenhados para esta finalidade.

A sazonalidade do VSR no hemisfério sul revelardive padrées, como relatado na
revisdo de Weber et al. Em paises com clima temperado ou mediterraneepidemias
de VSR ocorrem nos meses de inverno e parecemdegandentes do periodo de chuva.
J& em areas tropicais ou subtropicais, a maiouleigéo de VSR tem sido associada a
época de chuvas. Em paises proximos a linha dodéqoapadréo de ocorréncia ndo é bem
definido, com surtos relatados na primeira metaaleb, porém, sem relacdo aparente

com chuvas ou temperatura.

No Brasil, pelos dados até agora publicados, pareocger, com excecao da regido
sul, uma circulacdo maior de VSR na primeira metoleano?’, como encontrado no
presente estudo. Ainda n&o contamos no Brasil corestudo abrangente sobre associacéo
entre variaveis climaticas e padréo de ocorrénzi¥8R. Vale ressaltar que ndo somente a
questdo climéatica deve influenciar a dindmica dasdesmias do VSR, fatores

comportamentais dos individuos também tém sidotades'®

5.4 Caracterizagcdo da amostra

A amostra avaliada neste estudo revela caractadssemelhantes as descritas por
outros trabalhos, descritos a seguir. Em nossal@sforam acompanhadas 76 criancas
menores de 12 meses de idade, com diagnostico depBM VSR, atendidas em um setor

de Pronto-Socorro, por um periodo de dois anosie ap®s a doenc¢a aguda.

A maioria (78%) destas criangas tinha até dois mele idade a época do
diagnostico de BVA. O intervalo da faixa etariaigarde recém-nascidos até lactentes com
nove meses de idade, com mediana de um més e Visdgoressaltar que estes resultados
referem-se a uma amostra de criancas que buscteadiraento em Pronto-Socorro e pode
ndo representar a distribuicdo da faixa etariaadgeptes com BVA. Porém, os resultados
aqui encontrados sado semelhantes aos descritosnegramde estudo realizado em 1973,
em Washington, EUA, sobre a epidemiologia do V/S®s autores evidenciaram ser a
BVA mais freqliente entre os lactentes menores idarseses de idade, principalmente aos

dois meses. Em recente trabalho sobre fatoressde piara infeccdo do trato respiratorio
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inferior pelo VSR, realizado na Italia, com paceésnhospitalizados, a idade da crian¢ca no
inicio da época de maior circulacdo do VSR (laetenenor de trés meses) se mostrou

fortemente associada ao desfetfo

A BVA é doenca diagnosticada nos primeiros mesevida, com decréscimo
importante até cerca de um ano e seis meses de, igadcipalmente entre aqueles
pacientes hospitalizadds Isto ocorre devido a algumas caracteristicas ulmdo do
pequeno lactente, ainda imaturo, relativamente ‘adaptado” a vida extra-uterina. A area
de troca gasosa aumenta consideravelmente nopriloisiros anos de vida; a resisténcia
aérea é mais elevada no neonato e lactente dooguadnltos; a parede toracica muda de
forma e ha diminuicdo da frequéncia respiratoria abdecorrer da idade. Tudo isto faz
com gue a crianga pequena seja mais susceptivadrica aguda bem como sequelas em

longo prazo decorrentes de enfermidades resp@atofi

A raz&@o masculino:feminino dos casos, no presesitale, foi de 1,4:1. Esta maior
propor¢cdo de criancas do sexo masculino é relgtadautros autores, mas ndo parece
haver diferenga em relagédo ao risco de desenvoiwarBVA a partir de uma infec¢ao pelo
VSR. Além da BVA, em outras sindromes em que o %8R agente etioldgico, também
nao foi possivel evidenciar diferencas entre oss®Em outro estudo que avaliou fatores
de risco para doenca respiratéria aguda do tréaon pelo VSR no primeiro ano de vida,
0s autores também encontraram maior propor¢caoaerpes do sexo masculino, quando a
idade foi estratificada entre um e trés meses,np@adiferenca ndo foi estatisticamente

significante™**

A presenca de um familiar da crianca com infecg@piratoria aguda, a época do
diagndstico de BVA, ocorreu em 68% dos casos. Elaada freqiéncia de infeccéo
respiratéria no domicilio do paciente sugere a mdnmeia da dindmica de transmissdo do
VSR no contexto do ambiente familiar. Um estudaitudinal, realizado durante um surto
de VSR na comunidade, em Rochester, Nova York (EW#strou que a introducéo do
virus no domicilio resultou em altas taxas de aaqam 46% de infectados, considerando
todas as faixas etéarias, nos domicilios pesquisalossar das criancas menores de 12

meses apresentarem as maiores taxas de ataque dee60%), os autores evidenciaram
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que a introducao do virus no domicilio ocorreu @@almente por meio de um irmao mais
velho. Uma crianga menor de 12 meses néo foi, erhume dos casos, a Unica infectada na
familia. Quando havia apenas uma pessoa infectadambiente familiar, em 80% dos
casos, a faixa etaria dos pacientes acometidosrgetzdo era de dois a dezesseis anos de

idade!*?

Ainda sobre transmissédo do VSR no domicilio, od@do importante € o nimero
de habitantes por domicilio, e 0 nUmero de pesgoaslividem o quarto de dormir com a
crianca. No presente estudo, a mediana foi de gessoas por domicilio e de trés para
pessoas dividindo o mesmo quarto de dormir. Esteseros representam medidas de
aglomeracao intradomiciliar e séo estudados comooefs de risco para infecgéo pelo VSR.
Um inquérito sorologico de VSR evidenciou que quaadmenta o numero de habitantes
por domicilio de trés para seis pessoas, aumeptapdrcao de individuos infectados em
cerca de trés vezé§® Holberg et al'** mostraram que o nimero de pessoas dividindo o
mesmo quarto de dormir foi um importante risco miyanca respiratéria do trato inferior
pelo VSR. Entre lactentes de um a trés meses de,idaisco relativo para doenca do trato
respiratorio inferior pelo VSR foi de 1,6 para upessoa dividindo o quarto de dormir do

paciente e de 4,7 quando este numero foi de duasEupessoas.

Em nossa amostra, a escolaridade materna e paeeanediana de oito anos de
estudo concluidos com aprovacdo. E um nUmero faegbradiante do fato que,
considerando trabalhos brasileiros, o ponto desamhsiderado como fator de risco para
infeccdo do trato respiratoério inferior pelo VSR de menos de cinco anos de escolaridade

materna*** | 115

Albernaz et al. >, em um estudo sobre fatores de risco para hagpitab
devido a BVA de qualquer etiologia, também evidarash associacdo entre escolaridade
materna inferior a cinco anos e o desfecho. Poramgnalise multivariada, esta variavel
nao permaneceu associada ao desfecho. A escolpdéeina ndo se mostrou associada a

hospitalizacdo devido a BVA.

Conforme informacéo obtida, a grande maioria dassna&s criancas participantes

do presente estudo (91%) ndo fumou durante a gravidsta variavel (fumar durante a
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gravidez) pode estar subestimada devido ao conbatingeral dos maleficios do fumo

durante a gravidez e medo de uma resposta positiva.

Em 35,5% dos casos havia um familiar fumante noicitiomdo paciente. N&o foi
perguntado sobre qual familiar fumava no ambieatailfar. O fumo passivo, por parte da
mae, se mostrou associado (risco 57% maior) a tatigpcdo por BVA em criangcas com
idades entre 90 e 179 dias a época da internagitalar''>. Em criancas na faixa etaria
de 28 e 89 dias a época da hospitalizacdo ndossevol associacdo entre fumo passivo
por parte da mée e internacao hospitalar por BV&\aores discutem que este resultado
pode indicar a importancia do tempo de exposicéuao na relacdo entre esta variavel e

o desfeche- hospitalizagéo por BVA.

O presente estudo nédo teve por objetivo estudarefatde risco para a BVA. As
variaveis aqui citadas revelam apenas as carditasisla amostra e foram descritas porque
integram a lista de fatores de risco associadogA, Brincipalmente um quadro grave que

leve a hospitalizacao do paciente.

Diversos artigos tém sido publicados sobre estatgageprincipalmente em paises
desenvolvidos. Uma recente revisdo sobre BVA peRYem pacientes saudaveis,
evidenciou como fatores de risco: sexo masculu@de inferior a seis meses, ter nascido
na primeira metade da época de circulacdo do V&iromeracao (domiciliar e creches). O
autor ndo evidenciou associagédo entre o desfeattai® grau de escolaridade materna,

nivel sécio-econdmico, duracéo do aleitamento materdéficit nutricionat™®.

Em paises em desenvolvimento, também parece n&p associacdo entre BVA e
fatores de risco relacionados a condicdes sociaisteentais. Weber et at’evidenciaram
como fatores de risco para uma infeccdo do traspinaodrio inferior pelo VSR, em
pacientes hospitalizados, em Gambia (Africa): agi@pido no ambiente familiar, ter um
irméo falecido e nacionalidade do pai (ndo ser dmi@a). O principal fator de risco foi a
aglomeracado. Quando esta aglomeracao foi esteatdipor nimero e idade dos irmaos, foi
evidenciado maior risco quando havia duas ou nm@&®gas, entre trés e cinco anos de
idade, documentando mais uma vez a importanciatgaducido do VSR na familia por
irm&dos mais velhos. As medidas apontadas quanteven;do das infec¢cdes agudas do

trato respiratério inferior incluem o manejo adetpiada doenca, a prevencao pela
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vacinacao e a identificacdo e controle dos fatdeesisco. Os autores comentam que, no
caso do VSR, esfor¢cos deveriam ser concentradosentdo do controle da doenca e
vacinagdo, ja que associacoes relevantes com s$asm@ais ou ambientais ndo foram

evidenciadas.

5.5 Estudo longitudinal

5.5.1 Taxa de incidéncia de sibilancia recorrente

O presente estudo evidenciou uma taxa de incid@ei@R apds BVA pelo VSR
bruta de 3,7 episédios por crianga-ano, ao longdaie anos e meio de acompanhamento
dos pacientes. Este achado evidencia uma importantbidade respiratoria nos anos
subsequentes a um evento agudo de bronquiolite \68®, como relatado em outros
estudos, tanto em pacientes hospitalizados duranteloenca aguda, em paises
desenvolvidos®®16366118 comop aqueles entre pacientes de paises em deserardo
626780 A SR apés uma infeccdo respiratéria do tratorimfepelo VSR também foi
evidenciada em pacientes com doenca menos grawe, ngo levou a internacao

hospitalaf®.

Ainda ndo se sabe ao certo se esta morbidadea&sEr com episddios recorrentes
de sibilancia, em paises em desenvolvimento ou egiéia tropical, teria um padrdo

diferente dos paises desenvolvidos, em termos @ediu e gravidade.

Osundwa et al. evidenciaram em Qatar (Golfo AraB®),apés BVA pelo VSR em
proporcdes semelhantes aos de paises desenvoldididsdas criangas com bronquiolite
pelo VSR antes de 12 meses de idade tiveram SHai®®nos seguintes ao evento agudo
da doenca, comparado com 13% das criancas do gompm|e®.

Cifuentes et al., em estudo realizado no Chilepemmaram uma taxa de incidéncia
de SR apdés BVA pelo VSR de 3,36 episddios criamgg-apos 12 meses de seguimento de
pacientes menores de 24 meses & época da broteffiolPorém, ndo houve diferenca
significativa quando estas criangas foram comparaden um grupo controle composto de

pacientes que tiveram resultado negativo para VSR.
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No estudo realizado em Gambia (Africa), foi evidada uma taxa de incidéncia de
SR apds uma infeccao respiratéria aguda do tréoion pelo VSR de 8,4 episddios por
100 criangas-ano, aos 12 meses de idade. Estaaaxabruptamente para 0,1 episddio por
100 criancas-ano aos trés anos de idade. Os awmmantam que, talvez, em paises em
desenvolvimento, as seqiielas de uma infeccéo @R teriam uma duracdo mais bré&%e
Além disto, eles ressaltam que o principal achazesiudo foi o elevado risco de infeccéo
do trato respiratorio inferior sem sibilancia (pmewnia), nos anos subsequentes a infecgédo
pelo VSR (tempo de seguimento, em média, de 253ndskes concluem que as sequelas
de uma infeccdo do trato respiratorio inferior pglBR em paises em desenvolvimento

podem ser diferentes das descritas nos paisesvobsdas ®’.

No presente estudo, os resultados obtidos refeeeantsn periodo de dois anos e
meio de seguimento dos pacientes. A evolucao destdicao clinica no decorrer do tempo

devera ser objeto de estudo posterior.

Em paises desenvolvidos, ha coortes acompanhadimgo periodo de tempo que
evidenciam SR muitos anos apdés um evento agudd/éeoB de uma infeccao respiratéria
aguda do trato inferior pelo VSR. Sigurs et®§].na Suécia, apresentaram resultados de
pacientes aos 13 anos de idade, que tiveram BVA Y8R antes dos 12 meses de vida.
Anteriormente, estes pacientes tinham sido avadi@dm um, trés e sete anos de idade. Na
adolescéncia, aos 13 anos, observou-se uma fateiagdo entre BVA pelo VSR na
infancia e sintomas de asma e alergia. No estudptialinal de Tucson, Arizona (EUA) os
autores evidenciaram um risco aumentado para SRiaf@@cao respiratdria aguda do trato
inferior pelo VSR antes dos trés anos de idadecmancas de até seis anos. Porém, este
risco declinou com o decorrer da idade, chegamuiwais irrelevantes aos 13 arfdsVale
ressaltar que estes pacientes se distinguiam a@mgdal coorte anterior, de Sigurs et al.,
uma vez que se tratava de criancas menores dentnésde idade a época da infeccéo pelo

VSR, que nado foram hospitalizadas.

No Brasil, as informacdes até agora disponiveis,asdda coorte de Pelotas (Rio
Grande do Sul), iniciada em 1993, As criancas halgmdas por BVA (qualquer
etiologia), antes dos 12 meses de idade apresentamarisco cinco vezes maior de SR aos

trés anos, quando comparadas com os conftbles
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Os episodios de sibilancia apés BVA pelo VSR, apeésafreqiientes, tém sido
relatados como leves, n&do exigindo internacéo tadapido paciente, e ausentes por longo
periodo de tempd. Este aspecto da SR ndo costuma ser abordadatigus @ertinentes.
No presente estudo, em 8% dos casos fez-se neaessarspitalizacdo devido a episodios
de sibilancia, em algum momento do periodo de aeaahmmento. Em todos os casos (seis
criangas) de internacao, houve o relato de somengeinternacdo por cada paciente. Uma
taxa semelhante (7%) de hospitalizacdo por doersparatoria, acompanhada de sibilancia,
foi relatada em um estudo longitudinal de seguimeetcriancas ap0s infeccéo respiratoria
aguda do trato inferior pelo VSR Em uma revisdo sobre seqiielas em longo prazo de
BVA, o autor cita que 10% a 15% dos pacientes shd@pitalizados por uma doenca
respiratoria aguda ao longo dos dois anos substagi@muma BVA (considerando qualquer

etiologia)*®.

N&o resta duvida da evidente morbidade respiratgriacipalmente SR, ap0s uma
infeccdo respiratoria aguda do trato inferior pégR, tanto em paises desenvolvidos como
em desenvolvimento, apesar de ainda existirem od@dos oriundos destes ultimos.

Um dado relevante, recentemente abordado, é adgdelide vida destes pacientes
durante os anos que se seguem a um evento agudiedgo do trato respiratério inferior
pelo VSR. Bont et al*'® aplicaram um questionario utilizado para medir aligade de
vida relacionada a saude de criancas de um a amez®de idade, em pacientes que tiveram
infeccdo aguda do trato respiratorio inferior péBR antes dos 13 meses de vida. Foram
entrevistados os pais de 128 criancas do grupodredi340 do grupo controle. Os autores
evidenciaram uma pior qualidade de vida no grugdac& quando comparada com o grupo
controle, em topicos relacionados a problemasigéstrpulmonares, do sono, do apetite e
alimentares. Os autores discutem 0s possiveis osofara estes resultados, mas o que
chama a atencao é a constatacdo da importanaedgao pelo VSR no pequeno lactente
quanto a sua qualidade de vida, ndo somente neajuefere aos problemas respiratorios,

mas também em varios outros aspectos da saudélinfan



67

5.5.2 Andlise dos fatores de risco para sibilancracorrente

Neste estudo foram analisados 0s seguintes fatieresco associados a SR apés
BVA pelo VSR: a idade da crianca a época da BVAexo do paciente, a hospitalizacédo
do paciente durante a BVA, o habito de fumar patepda mae durante a gravidez, a
presenca de familiar fumante no domicilio do paeiena histéria familiar (nos pais) de
atopia (rinite alérgica) e asma. A selecdo desttsrds foi realizada com base em

resultados anteriormente publicad®g!®36467.69.75.118

Apesar de diversos autores direcionarem seus asstod sentido de identificar
fatores de risco para SR apés BVA pelo VSR, estedaando sdo bem conhecidos e
resultados conflitantes vém sendo publicados. Ariitasabemos porque algumas criancas

sdo mais propensas do que outras para desenvévapd BVA pelo VSR.

A idade da crianga a época da BVA é uma variavpbitante e considerada com
muita frequéncia nos estudos epidemiologicos s@ire Isto porque, tendo os eventos
fisiopatoldgicos da BVA ocorrido em uma época mu#cente da vida da crianga, com um
pulmao ainda imaturo, poderia haver alteracbesndaréd bronquica e sequela respiratoria
dai decorrente. Porém, esta associacao entre d#adeanca a época da BVA e SR néo é
fato esclarecido. No presente estudo, observoursetendéncia no sentido de uma menor
taxa de incidéncia de SR em criancas mais vellgg®éa da BVA, porém, esta associacéo
ndo se mostrou significativa. Outros estudos tamb&mevidenciaram tal associaca8®
Porém, Cifuentes et & encontraram no grupo VSR negativo uma associatgie ielade
e SR. Criancas mais velhas a época da BVA viertanraenos frequientemente SR no ano

seguinte. Porém, isto ndo ocorreu no grupo VSRiposi

Criancas do sexo feminino tiveram maior taxa delémcia anual de SR apés BVA
pelo VSR, se comparadas a criangas do sexo maschiierentes resultados séo relatados
na literatura a este respeito. Alguns autores m@orgraram diferenca estatisticamente
significativa entre sexo do paciente e SR apds Bel VSR> No primeiro estudo, os
autores estratificaram o grupo de criancas queatneBVA pelo VSR de acordo com o

desfecho (criancas com SR e criancas sem SR, nds apdés a bronquiolite), e nao
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evidenciaram diferenca em relacdo ao sexo do faci€tullan & Hey, ao contrario,
relataram, dez anos apds uma infeccéo respiraguida do trato inferior pelo VSR, que a
SR ocorria principalmente em meninas com poucosisside atopia®’. Welliver et af**
relataram que criancas do sexo masculino apresemtam risco trés vezes maior do que

criancas do sexo feminino de ter SR apos BVA p&8®YV

Estes resultados mostram que ndo ha, até o momentoconclusdo definitiva a
respeito de uma associacao entre sexo do paciSReapos BVA pelo VSR. Em 1988 foi
publicado um estudo longitudinal que avaliou a &mpulmonar de lactentes antes de
apresentarem qualquer infeccao respiratoria agadaatb inferior. Os autores mostraram
que, para ambos os sexos, uma diminui¢cao da fyngdamnar se mostrou associada a um
maior risco de sibilar quando estes pacientes apt@gm uma infecgéo respiratoria aguda
do trato inferior. Porém, no caso dos meninos,teragdao significativa foi uma menor
condutancia das vias aéreas, ao passo que, nasasematava-se de uma diminuicdo da
capacidade residual funcional do pulméo. Portgoéoece que, lactentes de ambos sexos
tém maior risco de sibilar , desde que apresentaa diminuicdo da fungéo pulmonar ao

nascimento devido a aspectos fisiopatoldgicosristi.

A hospitalizacédo do paciente a época da BVA tera ajbntada como um fator de
risco para o desenvolvimento de SR ap6s BVA. Negte estudo, a hospitalizacao prévia
do paciente mostrou-se associada ao desfecho, tamdena taxa de incidéncia anual de
SR. Porém, esta associacao deixou de ser signidicaa analise multivariada, controlando-
se para o sexo do paciente e histéria familiarsiieaa Albernaz et af® evidenciaram um
risco cinco vezes maior de SR em pacientes quenfdraspitalizados por BVA (sem
especificacdo da etiologia), quando comparados wongrupo controle de criangas nao
hospitalizadas. Outro estudo também evidenciou isoo rmaior de SR em criangas que
foram hospitalizadas a época da BVA pelo VSR, qoamminparadas com aquelas que nao
foram internada$’. Esta associacéo entre hospitalizacdo prévia diema e SR ndo é
estudada com freqiiéncia, uma vez que a maioridrdbalhos é realizada com pacientes
internados. Em nosso estudo é possivel supor qé@® associacdo entre esta variavel e o
desfecho SR se deva as caracteristicas da amdsttas as criancas participantes do
estudo tiveram uma BVA grave o suficiente para usnd@mento no setor de Pronto-

Socorro. Algumas necessitaram de hospitalizacacs (de24h dentro do hospital), outras,
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tdo somente do atendimento de urgéncia, sendoudr sibgradas. Portanto, a comparacao
nao foi realizada entre criancas com uma BVA graveoutras com BVA leve,
acompanhadas em ambulatério, mas sim exclusivareelfrie criancas com uma BVA que

exigiu cuidados em ambiente hospitalar.

Neste estudo néo foi evidenciada associacao entiesfecho SR apds BVA pelo
VSR e variaveis relacionadas ao habito de fumandgfpor parte da méae durante a gravidez
e presenca de fumante no domicilio do paciente).

No estudo longitudinal sobre problemas respirasomon criangas de Tucson,
Arizona (EUA), os autores evidenciaram que o rieaibilancia (por qualquer causa), nos
trés primeiros anos de vida estava associado adohdh mae de fumar durante a
gravidez”!. Uma explicacdo para este fato seria a associepffe fumo materno na
gravidez e diminuicdo da funcdo pulmonar durantprimeiro ano de vidd*’ Se a
associacao entre fumo materno durante a gravidéaléncia também existe quanto a SR
apos BVA pelo VSR isto ainda nao foi estabelecidofama clara. No presente estudo,
houve poucos casos em que a mae fumou durantevielerg9%), de acordo com as
informacgdes coletadas, e isto pode ter conduzidesdtado obtido.

No estudo de Tucson, evidenciou-se que o fumo maten paterno no domicilio
da crianca ndo estava associada a sibilancia (miguer causa), na primeira década de
vida*?X. No presente estudo, ndo foi evidenciada assacizmé a presenca de fumantes no
domicilio do paciente e SR ap6s BVA pelo VSR. Estssiltados estdo em consonéancia
com os publicados por outros autote&. Sly et al® verificaram a ocorréncia de sintomas
sugestivos de asma ap0s uma bronquiolite pelo SR, criancas cujos pais eram

fumantes. Porém, esta associacdo nao foi signvecedb ponto de vista estatistico.

A associagdao entre antecedentes familiares de aatopi de asma e o
desenvolvimento de SR apds BVA pelo VSR é assuntdebate, e ainda néo definido. No
presente estudo foi investigada a associacdo atdpma familiar, nos pais, apresentada
como rinite alérgica, bem como histéria familiaradena nos pais, e o desenvolvimento de
SR apés BVA pelo VSR.
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N&o foi evidenciada associacao entre histéria famile atopia (rinite alérgica) e
SR. Este resultado esta de acordo com outras pgbie® 169123

Mas, a despeito do resultado referente a hist@mailiar de atopia, no presente
estudo, a taxa de incidéncia anual de SR apds BAlA YSR foi maior entre as criancas
com historia familiar de asma. Esta associacao foéevidenciada por alguns autores
60616368 \velliver & Duffy, por seu turno, relataram assm@o entre histéria familiar de
asma e SR apds BVA pelo VSR Também no estudo longitudinal sueco, os autores
evidenciaram que uma histéria familiar de asma gangas que tiveram uma BVA pelo
VSR aumentou o risco para asma (definida como drtésnais episodios de sibilancia
verificados por um médico), aos trés anos de idaiela que esta associacdo néo tenha
permanecido significativa quando as criancas cotamalmsete anos e meio de idaffe
Porém, quando essas criancas completaram trezedmedgatores de risco independentes
para asma foram identificados: uma histéria de BdM@o VSR na infancia e historia
familiar de asm&°®. Além disto, estes autores também evidenciaram forbe associacéo
entre BVA pelo VSR no primeiro ano de vida e setizdgdo alérgica na adolescéncia.
Estes resultados estdo em desacordo com o queuliticgdo por outro grande estudo
longitudinal, o de Tucson, Arizona (EUR) E possivel que diferencas relativas aos
critérios de inclusdo das criancas nos estudospddade em que ocorreu a BVA pelo
VSR e gravidade da doenca possam explicar as wiff@senos achados entre estas duas

coortes.

No presente estudo, ndo encontramos associacad SRtapos BVA pelo VSR e
atopia (rinite alérgica) nos pais, porém, evidemcis associagdo com asma nos pais. E
possivel que estes achados sejam um indicio da historia de asma nos pais pode nao ter
origem atopica em alguns casos. No questionarizado para aferir histéria familiar de
asma, de acordo com o Ill Congresso Brasileiro mndjb da Asma (200%) as perguntas
se referiam a episédios de sibilancia atuais owrpssos. Ou seja, foi considerada
sibilancia que ocorria na infancia ou adolescéndilguns pais podem ter sibilado
tardiamente em decorréncia de uma bronquioliteriantpelo VSR e ndo por uma asma
classica, atopica. Outro fato que corrobora egpiicacao € que ndo se observou correlacéo
entre atopia familiar e asma familiar, bem com® fiato de ndo haver interagéo entre estas

duas variaveis e o desfecho.
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5.6 LimitacGes do estudo

Uma limitacdo importante do presente estudo é dexiar das perdas de pacientes
apos o arrolamento. Devido as diferencas entreupogde pacientes acompanhados e o
grupo daqueles que abandonaram o seguimento, Wsades deste estudo ndo podem ser
estendidos ao conjunto de pacientes arrolados.

A perda de pacientes ao longo do seguimento constit dos principais problemas
dos estudos longitudinais. A falta de informacéere& dos elementos perdidos pode
conduzir a uma mensurac¢ao inadequada da medideitte(em caso de perda diferencial).
Além disto, a validade do estudo pode estar comgtida se as perdas estiverem
associadas ao desfectfd No presente estudo, ndo é possivel afirmar pemas foram
aleatdrias ou influenciadas por algum viés sistemaf investigacdo que empreendemos
acerca das raz0es subjacentes as perdas ndo sagareestas dependentes do desfecho,
mas ndo ha como assegurar isto.

Outra limitagdo deste estudo é decorrente do rdduriimero de criangas
efetivamente acompanhadas. Embora tenha sido pbssinduzir analises multivariadas,
nao é possivel afirmar que as associacfes queondm fevidenciadas corresponderam,
efetivamente, a associacdes inexistentes, ja quossivel que a falta de poder estatistico
tenha impedido a verificacdo e andlise de assaesaqfie eventualmente existiram (erro
beta).

5.7 Contribui¢cbes do estudo

Este estudo é uma contribuicdo as investigacoe® R apos BVA pelo VSR e
possiveis associacdes com fatores de risco. Cosnmatslo anteriormente neste texto, ndo
se sabe ainda se as sequelas de uma bronquidbte/$& ocorrem por leséo direta do
virus ou como consequéncia da resposta imunoldpchospedeiro, ou ainda devido a
condicOes pre-existentes nos individuos. Também foddefinida a relacdo entre esta
infeccdo e possiveis fatores de risco. Portante, esfudo vem acrescentar informacoes a

estas pesquisas, principalmente, no mundo em dasenento.

Outra importante contribuicdo deste estudo refera-gratica pediatrica. A SR apos

BVA deve ser considerada no manejo do lactentéasiiei. O quadro clinico é semelhante
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ao da asma brénquica, porém, com evolucéo diferantéongo do tempo. Um adequado
conhecimento desta condicdo clinica pode favorec@ediatra no reconhecimento da
doencga, implicando maior seguranga no acompanhandmtpaciente e na prescricdo

correta de medicamentos e orientagdes aos pais.



6. CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES:

* O Virus Sincicial Respiratério foi o virus mais dieentemente identificado neste
estudo, em criangas menores de 12 meses de idad&romquiolite viral aguda,

mostrando a relevancia deste virus como agentégtio desta condicéo clinica.

* O Metapneumovirus humano foi o segundo virus nragiientemente identificado
nesta mesma amostra. A pesquisa de outros virustiolagia da bronquiolite
constitui fato relevante, pois vem preencher umapomante lacuna na

epidemiologia desta doenca.

* O estudo longitudinal evidenciou uma importante idade respiratéria, com
episodios recorrentes de sibilancia ao longo dom&8es subseqientes ao evento

agudo de bronquiolite.

* Apesar de frequientes, estes episodios ndo conduaitaospitalizacdes na maioria

das vezes.

* A analise dos fatores de risco evidenciou uma &ss@a do sexo do paciente com o
desfecho, tendo as meninas sibilado mais frequemiEmgue os meninos, bem
como aqueles pacientes com uma histéria de asnaenenos um dos pais, frente

aos que nao tinham esse historico familiar.

* As caracteristicas da amostra revelaram um padréaingente descrito por outros
autores, reafirmando ser a bronquiolite uma dodacgerianca nos primeiros meses
de vida, em sua maioria, do sexo masculino e confammiiar apresentando uma

infeccao respiratdria aguda concomitante.

* A escolaridade dos pais se mostrou satisfatoeatdraos padrdes brasileiros, bem

como o fato da maioria das maes néo ter fumadoawidgz.
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Este é o primeiro trabalho brasileiro sobre silmil@rrecorrente ap6s bronquiolite
viral aguda pelo Virus Sincicial Respiratorio, sed as publicacdes pertinentes.
Isto demonstra a importancia dos resultados aquesaptados, acrescentando
informacBes as pesquisas sobre a epidemiologi@ désts , principalmente em

NOSSo pais.

Para a pratica pediatrica fica o alerta da impergardo reconhecimento da
sibilancia recorrente apos bronquiolite viral agpdk Virus Sincicial Respiratorio,

incluindo esta condigéo clinica no manejo do laetsibilante.



7. ANEXOS
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ANEXO 1

Procedimento técnico para coleta de espécime clinipara pesquisa de virus

respiratorios.

Preencher a ficha epidemioldgica com os dados diemte.
Cortar o equipo de infusdo de soro, a partir dgltdoo”, deixando em torno de 20cm

de comprimento.

3. Conectar a extremidade cortada do equipo a umasimdspiracic’e.

4. Conectar a outra extremidade do equipo a um aspickdparede ou manual.

5. Aspirar a secrecdo de nasofaringe. Aspirar as dsmas alternadamente, com

© © N o

movimentos constantes e manuseio cuidadoso pdea sangramentos.

Guardar o equipo e a sonda conectada, dentro gagpambalagem plastica do equipo.
Fechar a embalagem com fita crepe.

Identificar a amostra com o nome completo do paejdrora e local da coleta.

Armazenar a amostra em geladeira até 0 moment@uisporte.

10. Transportar a amostra para o laboratorio dentnenal caixa térmica ou caixa de isopor

com gelo.

11.Enviar a amostra e a ficha do paciente ao labacat@ mesmo dia da coleta.
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ANEXO 2
Questionario:
1) Nome da crianca:

2) N°do prontuario:
3) Hospital: Setor:

4) Nome da mae / responsavel:

5) Endereco residencial: R:

N%  complemento:bairro:

Municipio: CEP:
6) Ponto de referéncia:
7) Telefone: fi: ( ) residencial ( ) comercial (regado

Se recado, falar com

Sobre a crianca:

8) Data de nascimento da crianca:

9) Sexo:M( YF( )

10)Peso de nascimento:

11)Comprimento ao nascimento:

12)O seu bebé foi a termo? Sim ( ) Nao ( ) IG s@ama

13)A criancga usou oxigénio durante o periodo neonatal?
Sim () Nao ( ) Nao sabe ( ) Por quanto tepriparas ou dias

14)A crianca necessitou de ventilacdo mecanica dumap&iodo neonatal?
Sim () Nao ( ) Nao sabe ( ) Por quanto tepriparas ou dias

15)A crianca j& teve o diagnostico de fibrose cistigaf? ( ) Ndo ( )

16)A crianca ja teve o diagndstico de displasia brgmaononar? Sim () Nao ( )

17)A crianca ja teve o diagnostico de cardiopatia éoitg? Sim () Nao ( )

18)A crianca recebeu aleitamento materno exclusivern @gua, chas ou sucos)
Sim () Nao ( ) Por quanto tempo? dias ou meses

Esta em aleitamento materno exclusivo no momenjo (
19)A crianca freqlenta creche? Sim () NaoRerniodo: horas/dia
Sobre a transmisséo da infecgao:
20)Tem algum familiar no momento com infeccao netpria?
Sim () Nao ( ) Nao sabe ( )
21)Quantas pessoas moram em casa?
22)Quantas pessoas dormem no mesmo quarto quenga?i
Escolaridade materna e paterna:

23)A senhora |é e escreve? Sim () Nao ( )

24)Qual a ultima série que a senhora concluiu qumovacao?
N° da série: Rdo grau:

25)0 pai da crianca Ié e escreve? Sim () Ngo (
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26)Qual a ultima série que o pai da crianca conatom aprovacao?
N° da série: Rdo grau:

Sobre habitos comportamentais:
27)A senhora ingeriu bebida alcodlica durante a&idez? Sim () Nao ( )

Com qual frequéncia?

Raras vezes (avezesnum més tipico) ( )

Somente nos finais de semana ( )

Frequentemente (varias vezes por semana, masaranuknte) ()
Diariamente ( )

Qual bebida alcodlica?

Whisky/ Cachaca/Vodca ( ) Vinho () Cervejg (

28)A senhora fumava antes da gravidez? Sim ( 0)(N§

29)A senhora fumou durante a gravidez? Sim ( 9 (N§

Qual periodo? Durante toda a gestacéo ( ) Parbmas ( )
30)Quantos cigarros a senhora fumava por dia, tieagestacao?
31)A senhora fuma agora? Sim () Nao ( )

32)Alguém fuma na casa da crianca? Sim () No (

Sobre rinite alérgica e asma bronquica:
33)A senhora apresenta ou ja apresentou algurssdgstomas?

» Espirros frequentes (em salva): Sim ( ) Nao ( )
» Coriza frequente: Sim ( ) Nao ( )

e Prurido nasal freqtiente: Sim () Nao ( )

* Obstrugéo nasal frequente: Sim () Nao ( )

34)0 pai da crianca apresenta ou ja apresentonsaligstes sintomas?
« Espirros frequentes (em salva): Sim ( ) Nao ( )

» Coriza frequente: Sim ( ) Nao ( )

e Prurido nasal freqtiente: Sim () Nao ( )

* Obstrugéo nasal frequente: Sim () Nao ( )

35)A senhora:

* Tem ou teve episodios recorrentes de dispnéia (@&tar)? Sim () Nao ( )

» Tem ou teve crises ou episodios recorrentes désdm? Sim () Nao ( )

* Tem tosse persistente, particularmente a noitee@acardar? Sim () Nao ( )

* Acorda por falta de ar? Sim ( ) Nao ( )

» Tem tosse, sibilancia ou aperto no peito aposdade fisica? Sim () Nao ()

 Tem tosse, sibilanciau aperto no peito apds exposicdo a mofo, poeiraidilcar,
animais domesticos ou a irritantes como fumacaig®ro e perfumes ou depois de
resfriados ou alteragbes emocionais como riso oaroctou com mudancas
climéaticas?Sim () Nao ( )

* Usa alguma medicacdo quando os sintomas ocorram® SiNao ( )
Com que frequénciapor diax por semana por més

e Ha4 alivio dos sintomas apos o uso de medicacao? SifNao ( )
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36)0 pai da crianca:

* Tem ou teve episodios recorrentes de dispnéia (@&tar)? Sim () Nao ( )

e Tem ou teve crises ou episodios recorrentes désdm? Sim () Nao ( )

* Tem tosse persistente, particularmente a noite@cardar? Sim () Nao ( )

e Acorda por falta de ar? Sim () Nao ( )

» Tem tosse, sibilancia ou aperto no peito aposdaile fisica? Sim () Nao ( )
 Tem tosse, sibilanciau aperto no peito apds exposicdo a mofo, poeiraididar,

animais domeésticos ou a irritantes como fumacaigi®ro e perfumes ou depois de

resfriados ou alteragcdes emocionais como riso otoau com mudancas climatica®
Sim ( )Nao ( )

* Usa alguma medicacdo quando os sintomas ocorram® SiNao ( )
Com que frequéncia?por diax por semana& por més

» Ha alivio dos sintomas apoés o uso de medicacdo? SjiNao ( )

Sobre a doenga atual da crianca:
37)Quando comecaram o0s primeiros sintomas da d@tngh como coriza, tosse seca e
febre baixa? ha dias
38) Dados da anamnese e do exame fisico:
perguntas feitas & mée e anota¢des do prontuario aié€o
e Coriza: Sim( )Nao( )
e Obstrucéao nasal: Sim ( ) Nao ( )
 Febre:Sim( )Nao( )
e Tosse: Sim( )Nao( )
e Conjuntivite: Sim ( ) Nao ( )
e Geméncia: Sim ( )Nao ( )
* Roncos: Sim ( ) Nao ( )
e Sibilos: Sim ( ) Nao ( )
« Estertores crepitantes: Sim () Nao ( )
e Cianose: Sim ( )Nao ( )
» Tiragens intercostais ou subcostais: Sim () Ndo
* FR:irpm FC: bpm
39)Resultado da radiografia de torax? Normal Sim () Néao ( )
» Hiperinsuflagdo pulmonar: Sim ( ) Nao ( )
e Atelectasia: Sim( )Nao ( )
» Consolidagbes: Sim ( ) Nao ( )
e Inf. Intersticial: Sim () Nao ( )

Entrevistador:
Data:
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ANEXO 3

Procedimento técnico para processamento de secregénasofaringe

1.

8.
9.

Retirar a amostra da caixa térmica e/ou caixa ogorscom gelo e coloca-la na
geladeira.

Cadastrar a amostra no livro de registro com o®glad ficha epidemiolégica do
paciente.

Separar 0 material necessario na cabine de seguramgetas Pasteur, tubos
ependorff meios de transporte viral: MENU{nimum Essential Mediupe MEM +
BSA (Bovine Albumin Fraction ) tubos contendo antibidticos (penicilina +
estreptomicina) e fungicida (anfotericina B), tub@nico p/ centrifuga de 15ml,
béquer com PBS (tampao salina fosfato), luvas ti,laecipiente plastico para
depdsito de material contaminadDegcarpak contendo agua, coletor de lixo
contaminado e sacola de lixo branca.

Organizar o material na cabine de seguranca, defotaha que o material
contaminado ndo seja deslocado sobre o mater@élilesTodo o material estéril
devera ficar do lado esquerdo do operador e o rmbtentaminado do lado direito.
Colocar cerca de 5ml de PBS no tubo conico de Eiméntifica-lo com o mesmo
codigo que a amostra recebeu no livro de registro.

Identificar trés tubogpendorffcom o cédigo da amostra e o tipo de meio que ele
vai receber (um tubo com MEM e dois tubos com MEISAR

Com uma pipeta Pasteur colocar cerca de 1ml de MEMEM+BSA em seus
respectivos tubos. Desprezar a pipet®aecarpak

Adicionar, aos tubos com 0s meios, 2 gotas de éithiie 2 gotas de antibiotico.

Retirar a amostra do plastico, descartar o plasticlixo contaminado.

10. Aspirar a sonda c/ pipeta Pasteur, a fim de repeguenas quantidades do material

clinico. Adicionar este material em primeiro lugar tubo com MEM e depois aos

tubos com MEM+BSA. Desprezar a pipetaDescarpak

11.Adaptar a péra de aspiragdo ao equipo de sorodooranectado a sonda e

promover sua lavagem em PBS contido no tubo de .1bedprezar a sonda e

equipo no lixo contaminado.

12.Com uma pipeta Pasteur, promover a homogeneiza;doldcdo (PBS + material

clinico), com movimentos de aspiracdo e ejecdo dsnma. Na sequéncia, retirar
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grumos e adicionar mais PBS até conseguir umaiediuicdo do material. Os
grumos devem ser desprezadosDescarpak,bem como a pipeta utilizada nesta
etapa.

13.Retirar as luvas; coloca-las dentro da sacola braamarrar a sacola, fechar o
recipiente e retird-lo da cabine de seguranca.rd&etambém oDescapark
Encaminhar estes recipientes para a sala de lavdgenaterial.

14.Levar o tubo de 15ml, contendo o material cliniemapcentrifugar por 10 min a
1500 rpm.

15. Conduzir os meios com material clinico para Saila 70° C).

16.ldentificar as laminas de imunofluorescéncia comaesmo co6digo da amostra (o
namero de laminas dependera da quantidade de sediotatido).

17.Retirar o tubo da centrifuga, desprezar o sobreriadare-suspender o sedimento,
adicionando trés gotas de PBS.

18. Utilizando uma pipeta Pasteur, preencher com orssuto todos os circulos das
laminas de imunofluorescéncia.

19. Secar as laminas na cabine de seguranca em funzoia

20.Fixar as laminas em acetona gelada por 10mim. Rastente, deixa-las em
geladeira até evaporacao de toda a acetona.

21.Guarda-las em geladeira, se for realizada a rede@ounofluorescéncia indireta no

dia seguinte, caso contrario, guarda-las em freeez&0 C.

Nota: O operador deve estar devidamente paramen@dordo com as normas de

seguranca biologica, com jaleco e luvas.
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ANEXO 4

Procedimento técnico para a realizacdo da reacdo daunofluorescéncia indireta

Retirar o kit de diagndstico da geladeira paradsg@tar a temperatura ambiente.

Retirar as laminas do freezer a 2T ou da geladeira.

3. Adicionar uma gota (2@ L) de anticorpo monoclonal espéco para cada um dos sete

virus pesquisados: Adenovirus, Influenza A, Infzee®, VSR, Parainfluenza tipo 1, 2
e 3 em cada circulo, conforme padronizacdo do #ddo. Adicionar em um dos
circulos uma gota (26L) de um pootlestes anticorpos monoclonasrgening.

Levar as laminas para incubacéo, em camara ung8d@& @ por 30 min.

Lavar as laminas por imersédo, em PBS, por cincaitog Repetir este procedimento
por trés vezes.

Posicionar as laminas verticalmente sobre uma fdthgapel toalha para escorrer o
excesso de PBS.

. Adicionar uma gota de conjugadanfi-mousg¢ IgG, marcado com isotiocianato de
fluoresceina), sobre cada circulo contendo o nahtesiinico com o anticorpo
monoclonal especifico.

Novamente levar as laminas para incubacdo em cammaica a 37° C por 30 min e
apos este periodo, proceder a lavagem da mesma,foonforme descrito acima. Ao
final, imergir rapidamente cada lamina em aguailddst

Novamente posicionar as laminas sobre uma folhpage! toalha para a retirada do

excesso de PBS.

10. Adicionar uma gota de fluido de montagem sobrentroade cada lamina.

11.Cobrir a lamina com uma laminula de vidro, cuidatdosnte colocada, a fim de evitar

formacdo de bolhas de ar entre as duas superficies.

12.Proceder a leitura das laminas em microscopio derdscéncia de epi-iluminacao

(Olympus Optical CO., Tékio, Japdo) com objetivad@z e ocular de 10x.
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Interpretacéo dos resultados

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) sewésiderada positiva quando
apresentar trés ou mais células intactas por camustrando os seguintes padrdes

especificos de fluorescéncia:

e virus Influenza — fluorescéncia presente somentatmbeo, no citoplasma ou em

ambos.
» virus Parainfluenza — fluorescéncia citoplasmatara aspecto de granulos finos.

* VSR - fluorescéncia exclusivamente citoplasmat{Carpusculos de inclusédo e

particulas finas fluorescentes podem estar presente

* Adenovirus — tipo variavel de fluorescéncia, gemlte consistindo em uma

fluorescéncia nuclear e citoplasmatica.

A fluorescéncia € reconhecida como uma coloracddevmaca intensa, sempre
localizada no interior da célula. O padrdo de @udo € geralmente granular, porém,
grandes inclusdes podem estar homogeneamente sofaialquer coloracdo extracelular

ou fragmentos de células mostrando fluorescénesiandeser considerados inespecificos.

A amostra sera considerada negativa para RIFI s@naia de fluorescéncia especifica
e o0 predominio de uma coloracdo avermelhada natasélevido a presenca do corante

azul de Evans no conjugado.
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ANEXO 5

Diagnéstico molecular para deteccdo de genoma virado Virus Sincicial
Respiratorio (VSR) e Metapneumovirus humano (hMPV)

Extracdo do &cido ribonucleico (RNA) — realizada pe método do TRIzof (Life
Technologies)

1) Adicionar 1 ml de TRIzSl a 250 L de amostra ¢hica diluida em MEM.

Homogeneizar e manter em temperatura ambiente pand&os.

2) Adicionar 200 xL de clorobrmio a esta mistura e manter em repouso em
temperatura ambiente por 3 minutos. CentrifugaR@01x g durante 15 minutos a
4°C.

3) Transferir o sobrenadante para novos tubos. Adad@00 L de isopropanol ao

RNA precipitado e manter em temperatura ambientelPaninutos. Centrifugar a
1200 x g por 10 minutos 4@.

4) Descartar o sobrenadante. Lavar o precipitado,eodist RNA total, em etanol a

75% por centrifugacéo a 1200 x g por 2 minuto$G 4

5) Resuspender em 20uL de &gua Milli-Q® (Millipore), tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC), contendo 10 U de initide RNAse (RNaseOU',
Invitrogen).

Deteccédo do genoma do hMPV
[) Transcricao reversa

1) Adicionar 5L da susperé de RNA extraido a um volume total de reacdode 4
wL contendo:tampéo de reacdo (20 mM de tris-HCI pH 8,4, 50 ad1KCI)
(Invitrogen), 7,5 mM de MgGl(Invitrogen), 250uM de cada dNTP (Invitrogen),
25 ng do iniciador randémico pDN$ (Random hexamer priméts Amersham

Bioscience) e 25 U da enzima Supers&Mpt (Invitrogen).

2) Incubar esta mistura por 60 minutos 8@ Xeguido de 10 minutos a’@5
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3) Manter o cDNA obtido (fita complementar de DNA) ¢éemperatura de -2G até

sua utilizacdo para reacdo da PCR.

II) Reagédo em cadeia pela polimerase

1) Adicionar 5uL do cDNA aum volume total de ¢ de 5QuL contendotampao

2)

de reacdo (20 mM de tris-HCI pH 8,4, 50 mM de K@iVvitrogen), 1,5 mM de
MgCl, (Invitrogen), 200 uM de cada dNTP (Invitrogen), 10 pmoles do iniciador
direto N1 e do iniciador reverso N3 e 1 unidade Tée Platinum™ DNA
polimerase (Invitrogen).

Submeter esta mistura por 3 minutos 4094 35 ciclos de desnaturacdo de um
minuto a 94°C, anelamento de 30 segundos a 50°&temséio a 72°C por 30
segundos, seguido por uma extensao final de deztosia 72°C, em termociclador
Perkin Elmer Gene AmM} PCR System 2400.

[lI) Semi-nested PCR

1)

2)

Adicionar 5uL do produto da primeira PCR a um volume totarelacdo de 5@ L
contendo: tampédo de reacdo (20 mM de tris-HCI, p# 80 mM de KCI)
(Invitrogen), 1,5 mM de MgGl(Invitrogen), 200uM de cada dNTP (Invitrogen),
10 pmoles do iniciador direto N2 e do iniciadoraeso N3 e 1 unidade de Taq
Platinun™ DNA polimerase (Invitrogen).

Submeter esta mistura ao mesmo programa de arapéficda primeira PCR.

Deteccdo do genoma do VSR

[) Transcricao reversa

1.

Adicionar 5uL da susper& de RNA extraido a um volume total de reacéoQde 2
wL contendo: 10 pmoles do iniciador LG3, 5001 de cada dNTP (Invitrogen), 50
U da enzima Superscript Il (Invitrogen), tamp&o de reacdo (250 mM de Hist

pH 8,3, 375 mM de KCI, 15 mM de Mg{l (Invitrogen) e 50mM de DTT
(dithiotreitol) (Invitrogen).
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2. Incubar esta mistura durante 60 minutos %42guido de 15 minutos a’@0

3. Manter o cDNA obtido em temperatura de’@@té sua utilizacdo para reacéo da
PCR.

II) Reagdo em cadeia pela polimerase

1. Adicionar 2L de cDNA a um volume total de ¢gda de 5QuL contendo tamgo
de reacdo (20 mM de tris-HCI pH 8,4, 50 mM de K@Vvitrogen), 1,2 mM de
MgCl, (Invitrogen), 200uM de cada ANTP (Invitrogen), 10 pmoles de cada
iniciador direto (LG5) e reverso (LG3), e 1 unidade Taq Platinuft! DNA

polimerase (Invitrogen).

2. Submeter esta mistura a temperatura de 95°C porinbites e 35 ciclos de
desnaturacdo de 1 minuto e 30 segundos a 94°CGanagieio de 1 minuto e 30
segundos a 71°C e extensdo a 72°C por 1 minutose@ihdos, seguido por uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C em termocicl&dwkin Elmer Gene AmY
PCR System 2400.

[Il) Semi-nested PCR

1. Adicionar 2 L do produto da primeira PCR a um volume total el&gdio de 50uL
contendo tampédo de reacdo (20 mM de tris-HCI pH 8@ mM de KCI)
(Invitrogen), 1,2 mM de MgGl(Invitrogen), 20uM de cada dNTP, 10 pmoles de
cada iniciador direto (GA-480 ou GB-496) e do reeefLG3), e 1 unidade de Taq

Platinund™ DNA polimerase (Invitrogen).

2. Submeter esta mistura ao mesmo programa de arapéficda primeira PCR,

exceto pela temperatura de anelamento que devedé §2°C.



88

Eletroforese em gel de agarose - para a observagéi@analise dos resultados

1. Adicionar 10uL do produto amplificado na snPCR enuP do tamo de arrasto
(azul de bromofenol 2,5% em glicerol 50%).

2. Aplicar em gel de agarose a 1,5% em tampé&o dedeofBE (89 mM de Tris-
Borato, 2 mM de EDTA) e submeter a uma diferencaatencial de 100 V por

uma hora.

3. Imergir o gel em solugcdo de brometo de etidio @ggmL sob suave agitdo

durante dez minutos.

4. Lavar o gel em agua destilada por 15 min e visaakn trans-iluminador de luz
ultravioleta acoplado ao sistenizagle Ey&" 1l de captura e documentacdo de
imagem. Aplicar no gel de agarose um padrdo de pesecular (Marcador 100 pb,
Invitrogen) para identificagdo do tamanho do produt

Interpretagéo dos resultados

A amostra serd considerada positiva para hMPV egsesente banda na posi¢ao
correspondente a 928 pb e para o VSR na posicds@i@b (iniciador GA480) e 434 pb
(iniciador GB496).
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ANEXO 6

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezados pais ou responsaveis,

Este documento Ihe fornecera informacdes acercastialo e pedir4 seu consentimento
para que seu (sua), filho(a) possa participar da pesquisa que esta sendo desenvolvida
pelo Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI) do CeBtamédico (CBM), da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), juntamente cdruradacdo Oswaldo Cruz do Rio de
Janeiro.

Este estudo pretende conhecer os possiveis prablesigiratorios que podem ocorrer apos
um quadro de bronquiolite viral aguda, principalteesibilancia (“chiado”) recorrente.
Para isto sera necessaria a coleta de secrecamsibdannge mediante aspiracdo e
responder a um questionario. Seu (sua), filheéad acompanhado (a) por um periodo de
dois anos com consultas trimestrais no ambulagiréxo ao NDI.

Vocé tem o direito de solicitar outros esclarecitnensobre a pesquisa e pode nao
concordar com a participacao de seu (sua) filhm@anterrompé-la a qualquer momento,
sem que isto Ihe traga qualquer prejuizo.

As informacdes que vocé nos der serdo mantidasigin 8 ndo serdo divulgadas em
qualquer hipotese. Os resultados deste estudo aprasentados de forma conjunta, nao
sendo possivel identificar os individuos que deltigparem.

Vocé receberd uma coépia deste termo onde constiaforte e o endere¢co do pesquisador
principal, podendo tirar suas davidas sobre o pra@ggora ou a qualgquer momento.

Declaro estar ciente das informagfes deste TermoCaesentimento e autorizo a
participacdo de meu (minha) filho (a) nesta pesquis

Nome e assinatura dos pais ou responsaveis

Nome e assinatura do entrevistador

Coordenadora da pesquisaDra. Rita Elizabeth Checon de Freitas Silva
Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Vitéria — EERC29040-091
Fone: (27) 3335-7210 Fax: (27) 3335-7206

Comité de Etica em Pesquisa do CBM — UFES
Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Vitoria — EERC29040-091
Fone: (27) 3335-7210 Fax: (27) 3335-7206
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ANEXO 7

Descricdo dos participantes do estudo segundo o néro de episddios de sibilancia
recorrentes (ESR) e tempo, em anos, de participacdo estudo

Participante Numero de | Tempo (em Participante NUumero de Tempo
ESR anos) ESR (em anos)
1 8 2,44 39 1 1,31
2 3 0,96 40 4 1,52
3 4 1,39 41 5 1,41
4 1 1,22 42 2 0,36
5 3 1,74 43 6 1,25
6 2 1,43 44 8 1,29
7 7 2,42 45 2 1,37
8 9 1,75 46 6 1,20
9 3 1,28 47 3 1,33
10 1 1,51 48 3 1,11
11 1 0,64 49 4 1,35
12 13 1,54 50 5 1,33
13 15 1,75 51 3 1,06
14 5 1,58 52 9 1,33
15 4 1,24 53 6 1,33
16 5 1,28 54 1 1,33
17 0 1,22 55 7 0,93
18 1 1,43 56 6 1,14
19 0 0,67 57 6 1,02
20 1 0,67 58 10 0,93
21 5 2,32 59 6 1,36
22 6 2,14 60 3 0,50
23 11 2,35 61 3 0,97
24 14 1,98 62 2 1,17
25 5 1,95 63 3 0,93
26 3 1,12 64 5 1,24
27 4 0,48 65 4 1,27
28 5 0,98 66 3 1,07
29 5 1,50 67 5 1,24
30 6 1,26 68 5 1,02
31 3 0,49 69 3 1,18
32 1 1,31 70 3 1,24
33 1 0,55 71 0 0,36
34 9 1,87 72 1 0,92
35 7 1,25 73 7 1,00
36 1 1,42 74 3 1,05
37 8 1,07 75 8 1,08
38 6 1,42 76 7 0,65
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