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RESUMO 

 

Infecções agudas do trato respiratório (ITR) representam importante causa de 

morbidade e mortalidade entre crianças e os vírus constituem os principais agentes etiológicos 

responsáveis por essas infecções. Além da capacidade de causar doenças com sintomas comuns 

desde a tosse, coriza, espirros, febre e obstrução nasal, estão frequentemente associados à 

exacerbação de quadros de asma, condição clínica crônica mais frequente em crianças cuja 

prevalência vem aumentando nos últimos anos. Considerando a população de asmáticos, os 

dados epidemiológicos relacionando infecções respiratórias virais e asma no Brasil são 

escassos. Neste contexto, o presente estudo objetivou investigar a ocorrência de infecções por 

vírus respiratórios em população pediátrica asmática e não asmática da cidade de Goiânia – 

Goiás. Para isso, entre agosto de 2012 e agosto de 2013 foram coletadas 225 amostras de 

aspirado nasofaríngeo e/ou swab nasal de crianças entre quatro e 14 anos de idade, as quais 

foram submetidas à triagem molecular para detecção de 16 vírus respiratórios, por meio de três 

protocolos de Multiplex Nested-PCR. Das 225 amostras, 42 apresentaram positividade para 

pelo menos um vírus. Amostras de quatro pacientes apresentaram mais de um vírus detectado. 

Os índices de detecção viral encontrados para pacientes apresentando ITR (25%), asma 

exacerbada (16,3%) e asma estável (14,8%) não apresentaram diferenças significativas. Os 

vírus mais frequentemente detectados foram os Rinovírus (28,6%), Influenza A (FLUA) 

(11,9%), Adenovírus (11,9%), Bocavírus Humanos (HBoV) (11,9%) e Vírus Sincicial 

Respiratório A (RSV) (9,5%). Maiores índices de detecção viral foram observados durante a 

estação chuvosa da região, período de maior precipitação pluviométrica e umidade relativa do 

ar (UR).  Dentre as amostras positivas, os RSV foram detectados nos meses de maior 

precipitação pluviométrica e UR, enquanto os FLU e HBoV foram detectados durante os meses 

de inverno coincidindo com a estação seca. Os demais vírus não apresentaram perfil sazonal 

definido. Os dados obtidos ressaltam a importância dos agentes virais na população pediátrica. 

Embora o índice de detecção viral não tenha sido significativo entre os pacientes apresentando 

asma exacerbada e asma estável, a presença desses agentes infecciosos em crianças constitui 

um fator a ser considerado ao traçar-se estratégias de prevenção e controle dos quadros de ITR, 

e seu impacto em quadros preexistentes de asma. Além disso, os resultados agregam 

conhecimento sobre a circulação e sazonalidade desses patógenos, uma vez que este é o 

primeiro estudo visando a detecção molecular de vírus respiratórios em crianças na região 

Centro-Oeste.     

Palavras Chave: Vírus respiratórios, Asma, Multiplex PCR 
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ABSTRACT 

 

Acute respiratory infection (ARI) is a major cause of morbity and mortality worldwide, 

particularly among children, and most of these infections are caused by viruses. Respiratory 

viral infections can cause symptoms ranging cough, coryza, sneezing, fever and airflow 

obstruction. Furthermore, the infection poses as an important trigger of asthma exacerbation, 

frequent clinical condition in children, and its prevalence has been rising in the last years. There 

are few epidemiologic studies analyzing the relationship between ARIs and asthma in Brazil. 

Based on this background, the aim of the study was investigate the occurrence of viral 

respiratory infections in pediatric patients with and without asthma in Goiânia – Goiás. Between 

august, 2012 and august, 2013 225 nasal aspirates and/or nasal swab samples were obtained 

from children with four to 14 years old. The samples were screened by Multiplex Nested-PCR 

for detection of 16 common respiratory viruses. From 225 samples, 42 had at least one virus 

detected. Samples from four different patients had more than one virus detected. The viral 

detection rate in ARI patients (25%), exacerbated asthma (16.3%) and stable asthma (14.8%) 

showed no significant difference. The most frequent viruses detected were Rhinovirus (28.6%), 

FLUA (11.9%), Adenovirus (11.9%), HBoV (11.9%) and RSVA (9.5%). The monthly 

detection rate was higher during the rainy season, period marked by great rainfall and high 

relative air humidity. Among the positive samples, RSV were detected during the great rainfall 

months and high air humidity, while the FLU and HBoV were detected during the winter 

months, period with low air humidity in the Mid-West region. The seasonal profile from the 

other viruses was unclear. The obtained results reinforces the importance of the viral pathogens 

in the pediatric population. Although the viral detection rate was not statistically significant, 

the presence of these pathogens in children is an important matter for consideration, especially 

to delineate control and prevention measures concerning ARIs and its impact on preexistent 

asthma. Hence, this study is the first of the kind in the region, and the data provided tried to fill 

the knowledge gaps about seasonality and circulation of these pathogens. 

 

Keywords: Respiratory viruses, Asthma, Multiplex PCR         
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Asma e Exacerbação Asmática 

 

Asma é a condição clínica respiratória crônica mais frequentemente observada em 

crianças. Os sintomas da doença geralmente surgem nos primeiros anos de vida, apresentando 

diferentes fenótipos, que podem cursar de forma variável progredindo para crises com menor 

ou maior gravidade, gerando encargos pessoais e sociais, com reflexo direto na qualidade de 

vida dos indivíduos envolvidos (Masoli et al. 2004). 

Estimativas apontam que cerca de 30% das crianças ocidentais sejam afetadas pela 

asma, com aumento de sua prevalência nos últimos anos (Dougherty & Fahy 2009, Jackson et 

al. 2011). O Brasil apresenta um dos maiores índices de prevalência dos sintomas relacionados 

à asma da América Latina. Em 2011 foram registradas pelo DATASUS, 160 mil hospitalizações 

por asma em todas as idades, dado que a colocou como a quarta causa de internação no Brasil 

(SBPT 2012).  

A asma pediátrica tem demonstrado relevância, sendo melhor compreendida e 

caracterizada para esta faixa etária. Estudos indicam um consenso quanto à idade relacionada 

com o surgimento dos primeiros sintomas característicos deste quadro, entre cinco e 12 anos 

(Papadopoulos et al. 2012).  

Com relação à persistência, asma é geralmente classificada em intermitente ou 

persistente. Quanto à severidade, branda, moderada e severa (Papadopoulos et al. 2012). A 

condição apresenta-se como uma doença inflamatória crônica das vias aéreas levando a 

episódios recorrentes de dispneia, aperto torácico, sibilância e tosse particularmente noturna ou 

no início da manhã. Os sintomas estão geralmente associados a fatores tais como: obstrução 

generalizada, mas variável das vias aéreas, hiper responsividade do epitélio brônquico assim 

como alterações estruturais crônicas do epitélio (remodelamento) (Jackson & Johnston 2010, 

Tregoning & Schwarze 2010, Papadopoulos et al. 2012, Kurai et al. 2013). 

Adicionalmente, diferentes fatores têm sido relacionados ao desencadeamento de 

crises asmáticas com gravidade variável. Dentre estes, polimorfismos genéticos, exposição a 

poluição e alérgenos, exercício físico, tabagismo familiar e infecções respiratórias exercem 

papel relevante, constituindo alvo para ações, medidas de prevenção e escolha do tratamento 

(Bacharier et al. 2008, Tesse et al. 2011, Tischer et al. 2011). Ainda, a exposição contínua a 

esses fatores tem sido considerada fator importante no agravamento e exacerbação dos sintomas 

da asma (NIH 2007, Jackson et al. 2011, Bekmesian et al. 2013, Fu & Tsai 2014). 
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Nesse contexto, uma condição peculiar chama atenção pelo seu impacto e associação 

à alta morbidade e mortalidade. Essa condição é comumente denominada exacerbação 

asmática, ataque asmático ou simplesmente episódio asmático (Fu & Tsai 2014). A definição 

para exacerbação asmática ainda permanece controversa e divergente, embora uma tentativa 

tenha sido feita recentemente para definir o quadro clínico em questão. Segundo o Consenso 

Internacional em Asma Pediátrica (International consensus – ICON – on pediatric asthma), 

exacerbação asmática corresponde a um episódio agudo ou subagudo de aumento progressivo 

nos sintomas da asma, associado à obstrução das vias aéreas (GINA 2012, Papadopoulos et al. 

2012). Alguns autores ainda adicionam a essa definição a necessidade de cuidados médicos sem 

prévia consulta, hospitalizações e internações em unidades de urgência (Fuhlbrigge et al. 2012). 

O papel de infecções respiratórias em quadros preexistentes de asma e outras doenças 

respiratórias crônicas está bem estabelecido na literatura. As infecções bacterianas e virais 

apresentam grande significância em comparação ao conjunto de todos os patógenos 

responsáveis por infecções do trato respiratório, com maior destaque e predominância dos 

agentes virais (Nagayama et al. 2007, El Sayed Zaki M et al. 2009, Sandrock & Norris 2015).  

Desde a década de 70 já é postulada a importância dos agentes virais como 

desencadeadores de exacerbação asmática (Lambert & Stern 1972, Minor et al. 1974). Com o 

avanço das tecnologias moleculares de detecção a partir dos anos 90 o papel das infecções virais 

foi extensamente comprovado, inclusive com a caracterização de diferentes vírus antes 

desconhecidos (Jackson et al. 2011). 

Destaca-se entre os agentes causadores de infecção aguda em crianças os Rinovírus e 

Vírus Sincicial Respiratório (RSV), este mais encontrado em crianças hospitalizadas com 

bronquiolite e com menos de dois anos de idade (Jackson et al. 2011). A literatura tem relatado 

um padrão similar nos índices de episódios infecciosos entre indivíduos saudáveis e asmáticos. 

Assim, entre asmáticos a importância da infecção do trato respiratório inferior está na tendência 

de apresentarem sintomatologia mais severa e de maior duração (Sandrock & Norris 2015).  

Apesar dos avanços na padronização de medicamentos direcionados ao tratamento e 

ainda, o desenvolvimento de programas de controle da asma (Stirbulov et al. 2006) a ocorrência 

de quadros de exacerbações respiratórias agudas têm constituído a principal causa de morbidade 

e mortalidade associada à asma (Dougherty & Fahy 2009). O tratamento é direcionado quase 

unicamente aos sintomas da asma e baseia-se no uso de broncodilatadores inaláveis, 

administração de oxigênio suplementar em vistas de corrigir a hipóxia e administração de 

corticosteroides sistêmicos, preferencialmente por via oral e nas fases iniciais dos eventos 

sintomáticos (Papadopoulos et al. 2012). 
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A prevenção da exacerbação, em oposição ao tratamento do episódio agudo uma vez 

estabelecido, pode reduzir o impacto social e financeiro das exacerbações asmáticas. Isso pode 

ser obtido ao direcionar os esforços para os diversos agentes desencadeadores do quadro clínico 

exacerbado (Jackson et al. 2011). Algumas abordagens têm sido propostas com o intuito de 

evitar que infecções virais venham a desencadear quadros de exacerbação em pacientes 

asmáticos. Tais abordagens são evidenciadas em dois cenários diferentes: a supressão da 

resposta imune do tipo Th2 formulada pelo paciente, direcionando-a para um padrão Th1 e a 

prevenção da infecção pelos vírus e interferência em seu ciclo replicativo. O primeiro cenário 

seria possível após terapia com interferon tipo 1 (IFN – I) e terapia com agonistas TLR7/8 (Toll-

like Receptor). Já o segundo, seria possível também por terapia com IFN-I, vacinação (restrita 

às vacinas atualmente disponíveis), uso de antivirais e imunoterapia (Dhariwal et al. 2013).  

Uma vez evidenciado o papel dos agentes citados, com ênfase para os agentes 

infecciosos, a detecção e identificação de fatores desencadeadores surge como ferramenta 

essencial para a prevenção e manejo dos casos de exacerbação dos sintomas da asma (Sandrock 

& Norris 2015). 

 

1.2 Infecções Virais do Trato Respiratório 

 

As infecções virais do trato respiratório superior e inferior figuram entre as mais 

frequentes doenças infecciosas em humanos, principalmente em crianças. Significativos índices 

de morbi-mortalidade estão associados às infecções virais respiratórias na população pediátrica. 

Estima-se que sejam responsáveis por cerca de quatro milhões de óbitos anualmente em todo o 

globo, sendo que crianças com idade inferior a seis anos são as mais afetadas (Nair et al. 2011, 

Berry et al. 2015). No Brasil, no ano de 2013 foram notificados mais de 36 mil casos de 

síndrome respiratória aguda grave de etiologia viral, e mais de 4 mil óbitos (Brasil 2013). 

Os principais agentes virais responsáveis por infecções agudas do trato respiratório são 

membros de seis importantes famílias: Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Picornaviridae, 

Adenoviridae, Coronaviridae e Parvoviridae.  Com o advento de metodologias mais sensíveis 

vem sendo possível a detecção de novos vírus relacionados ao quadro infeccioso respiratório, 

como os Metapneumovírus, Coronavírus, Bocavírus e dois Poliomavírus, KIV e WUV (Sloots 

et al. 2008, Huijskens et al. 2012). 
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1.2.1 Família Orthomyxoviridae 

 

A família Orthomyxoviridae é caracterizada por vírus de genoma constituído por RNA 

fita simples, segmentado e polaridade negativa. Atualmente a família é composta por seis 

gêneros, dentre estes, os vírus pertencentes aos gêneros Influenzavirus A, Influenzavirus B e 

Influenzavirus C tipicamente infectam células do trato respiratório em humanos e outras 

espécies animais (ICTV 2013). 

Os vírus Influenza compartilham características comuns à família, sendo envelopados, 

pleomórficos, medindo cerca de 100 nanômetros (nm) de diâmetro. Em seu envelope se inserem 

as glicoproteínas Hemaglutinina (HA), Neuraminidase (NA) e M2 para os Influenza A; 

Hemaglutinina, Neuraminidase, NB e BM2 para os Influenza B e HEF e CM2, para os Influenza 

C. Abaixo do envelope a proteína M1 compõe um envoltório proteico denominado “matriz”, 

circunscrevendo as proteínas NEP/NS2 bem como os fragmentos de RNA genômico, oito para 

Influenza A e B e sete para os Influenza C. Os fragmentos de RNA se encontram cobertos por 

diversas cópias da nucleoproteína (NP), em associação com a polimerase viral (composta de 

três proteínas, PB1, PB2 e PA) constituindo o complexo denominado ribonucleoproteína (RNP) 

(Shaw & Palese 2013).  

O genoma viral se organiza de forma que cada segmento de RNA codifica para pelo 

menos uma proteína. Para os Influenza A, o primeiro segmento, de cerca de 2,3 kilobases (kb), 

codifica para a proteína PB2, componente da RNA polimerase. O segundo segmento, também 

de 2,3 kb, apresenta duas regiões de leitura aberta (ORF – Open Reading frame), sendo a mais 

extensa delas codificante para a proteína PB1, outro componente da RNA polimerase e a 

segunda para PB1-F245r. Os quatro fragmentos seguintes (2,2 kb; 1,7 kb; 1,5 kb e 1,4 kb) 

codificam ordenadamente para as proteínas PA, HA, NP e NA. O sétimo fragmento de 1 kb 

também apresenta uma segunda ORF gerada pelo processamento alternativo do RNA, 

codificando para as proteínas M1 e M2. De forma semelhante, o oitavo fragmento (890 pares 

de bases – pb) codifica para as proteínas NS1 e NEP/NS2, as quais apresentam função de 

antagonista IFN; transporte dos complexos RNPs durante a replicação e regulação da síntese 

de RNA, respectivamente (Fouchier et al. 2005, Thomas & Noppenberger 2007). 

A organização genômica se mantém semelhante para os Influenza B, exceto pela 

ausência de uma segunda ORF no segundo fragmento; a inclusão de uma ORF no sexto 

fragmento, codificando a proteína NB e a manutenção de uma segunda ORF no sétimo 

fragmento, gerada por inserção de um novo códon de início na posição 248 pb (Shaw & Palese 

2013). Para Influenza C, observa-se que a disposição dos genes entre os fragmentos de RNA 
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difere sutilmente. Os dois primeiros fragmentos codificam para as proteínas PB1 e PB2 e, os 

três fragmentos seguintes codificam para as proteínas P3, HEF e NP. O sexto fragmento 

codifica para as proteínas CM1 e CM2 e o sétimo fragmento, de forma homóloga aos Influenza 

A e B, codifica para as proteínas NS1 e NEP/NS2 (Shaw & Palese 2013). 

As glicoproteínas de superfície do vírus Influenza A, Hemaglutinina e Neuraminidase, 

são consideradas as proteínas mais antigênicas da partícula viral e com maior variabilidade. 

Assim, até o momento foram descritos 18 subtipos antigênicos da Hemaglutinina (H1-18) e 11 

subtipos da Neuraminidase (N1-11), o que compõe a base da classificação dos vírus Influenza 

A (Fouchier et al. 2005, Wong & Yuen, 2006, Russel et al. 2008). Dois mecanismos contribuem 

para a alta variabilidade destes vírus, denominados Drift e Shift. O primeiro consiste em 

mutações pontuais ao longo do genoma viral e o segundo em recombinações a nível de 

fragmentos inteiros, em situações onde um hospedeiro está infectado por duas ou mais 

linhagens diferentes do vírus. Ressalta-se ainda o impacto desses mecanismos quando ocorrem 

especificamente nos genes codificantes das duas proteínas mais antigênicas do vírus, 

Hemaglutinina e Neuraminidase (Shaw & Palese 2013). 

Devido ao papel que desempenham na replicação viral, as proteínas de Matriz (M), 

Nucleoproteína (NP) e NS (1 e 2) não apresentam grande variabilidade. Consequentemente, os 

genes respectivos têm sido utilizados com frequência como alvos específicos para amplificação 

em diversas metodologias, permitindo a detecção de múltiplos subtipos antigênicos em um 

mesmo ensaio (Coiras et al. 2003, Moore et al. 2004, Ebner et al. 2005, Pierangeli et al. 2007).  

A replicação viral ocorre nas células superficiais do trato respiratório. As partículas 

virais emergem da superfície apical das células acumulando-se no lúmen, limitando a 

disseminação sistêmica e contribuindo com a transmissão para outros hospedeiros. O sítio 

preferencial para replicação depende da concentração de receptores específicos compostos de 

ácido siálico, com os quais se liga a proteína de superfície HA (Wright et al. 2013). O pico de 

replicação viral e concomitante excreção ocorre dois dias após a inoculação, decaindo em 

seguida até o oitavo dia. Em crianças, a excreção viral pode durar até mais de 13 dias após o 

início dos sintomas (Frank et al. 1985). 

Dentre os sintomas das infecções pelos vírus Influenza destacam-se: febre alta (38 – 

40ºC), cefaleia e mialgia, bem como tosse, congestão nasal, chiado e complicações graves no 

trato respiratório inferior, como pneumonia e bronquite entre crianças de até três anos, durante 

os meses de inverno (Heymann et al. 2004, Inoue & Shimojo 2013, Thangavel & Bouvier 

2014). Os vírus Influenza C esporadicamente causam infecções sintomáticas no trato 
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respiratório superior e raramente são associados a complicações no trato respiratório inferior 

(Shaw & Palese 2013).  

Os vírus Influenza A são conhecidos por serem capazes de infectar uma gama 

relativamente grande de diferentes espécies de hospedeiros, incluindo aves, suínos, equinos, 

cães e humanos. Ocasionalmente a infeção é também detectada em felinos e mamíferos 

aquáticos. Influenza B e C infectam uma parcela menor de espécies. O primeiro tem como 

hospedeiro mais frequente os humanos, embora também tenha sido isolado de mamíferos 

aquáticos, e os Influenza C tipicamente infectam humanos, cães e suínos (Kaplan & Webby 

2013, Wright et al. 2013, Cauldwell et al. 2014). Linhagens provenientes de aves aquáticas, 

consideradas o reservatório natural do vírus, podem se tornar capazes de infectar outras espécies 

em decorrência da alta taxa de variabilidade genética apresentada pelos vírus Influenza, 

conforme referido. Uma vez superadas as barreiras interespecíficas e ocorrida a adaptação à 

nova espécie, linhagens de origem animal podem causar surtos epidêmicos e pandêmicos na 

população humana esporadicamente (Cauldwell et al. 2014). 

Pandemias de Influenza são surtos que abrangem grande extensão geográfica e afetam 

grande parcela da população mundial em um curto período de tempo. Importantes situações 

ocorrem em intervalos de 10 a 40 anos, ressaltando-se as pandemias ocorridas em 1918 (H1N1), 

1957 (H2N2), 1968 (H3N2), o surto ocorrido em 2006 (H5N1) e recentemente a pandemia 

H1N1 em 2009 (Wright et al. 2013). 

Uma das mais conhecidas pandemias da história, a “Gripe Espanhola” de 1918-19 é 

considerada o evento mais impactante já registrado, levando a óbito aproximadamente 50 

milhões de pessoas mundialmente, taxa de mortalidade duas vezes maior do que a registrada 

pela Primeira Guerra Mundial (Taubenberger et al. 2012). O agente etiológico responsável só 

foi isolado cerca de 15 anos após a pandemia. Com a evolução das técnicas de amplificação e 

detecção de material genético a partir dos anos 80 foi possível a recuperação de sequências 

degradadas de tecidos preservados, e posteriormente a reconstrução do genoma viral (Tumpey 

et al. 2005). Foi demonstrado que se tratava de uma variante H1N1 do vírus influenza A com 

taxa de identidade considerável em relação à variante H1N1 responsável pela pandemia em 

2009 (Morens et al. 2009). 

Aproximadamente quarenta anos depois, uma pandemia teve início no sudeste asiático 

e se espalhou globalmente. Em 1957 o vírus foi isolado no Japão e identificado como subtipo 

H2N2, apresentando segmentos de origem aviária. Estima-se que a pandemia tenha causado 

cerca de 1,5 milhões de óbitos, em um período de dez anos (Webster & Govorkova 2014). Em 

sucessão, a linhagem H2N2 pandêmica foi completamente substituída por uma linhagem H3N2 
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isolada em Hong Kong, 1968, durante um surto que rapidamente atingiu o status de pandemia. 

Embora tenha se disseminado rapidamente, a severidade do surto não se compara às pandemias 

anteriores, fato justificado provavelmente pela imunidade ao subtipo 2 da Neuraminidase 

adquirida no episódio anterior (Wright et al. 2013).  

Apesar de não ter constituído uma pandemia e não ter relativo impacto mundialmente, 

o surto originado na Ásia e Oriente Médio em 1997 chamou a atenção para a possibilidade de 

linhagens completamente aviárias estabelecerem como novo hospedeiro o homem. O vírus 

isolado foi caracterizado como subtipo H5N1, altamente patogênico. Atualmente o vírus 

continua a causar surtos esporádicos no Oriente Médio e na Europa, mas o pico de maior 

número de infecções notificadas em humanos ocorreu no ano de 2006. Em 2014, levantamento 

global indicou 650 casos com 386 fatalidades (Webster & Govorkova 2014). 

A mais recente pandemia registrada teve início em uma pequena cidade do México, 

em abril de 2009. Durante o mesmo mês foram detectados vírus com alta taxa de identidade 

(caracterizados como subtipo H1N1) em outras localidades do México e no sul dos EUA. Após 

a detecção de casos em diferentes continentes a OMS caracterizou o surto como pandemia. De 

origem suína e aviária, o vírus predominou sobre as variantes sazonais entre 2009 e 2010, 

causando uma pandemia de intensidade moderada, com cerca de 100.000 óbitos mundialmente 

(Wright et al. 2013, Webster & Govorkova 2014). No Brasil, durante o triênio da pandemia 

(2009 – 2011) foram confirmados 51.636 casos, dos quais 2.194 evoluíram para óbito (Brasil 

2012). 

  

1.2.2 Família Paramyxoviridae 

 

Classificam-se nesta família vírus envelopados e de genoma composto por RNA fita 

simples polaridade negativa, ressaltando a semelhança e a proximidade com a família 

Orthomyxoviridae. Segundo a classificação mais recente do ICTV (International Committee 

for Virus Taxonomy), a família é composta pelas subfamílias Paramyxovirinae e 

Pneumovirinae, contendo sete e dois gêneros, respectivamente. Na família, três vírus merecem 

destaque por causarem doença respiratória aguda, os Parainfluenza, Vírus Sincicial 

Respiratório e Metapneumovírus (ICTV 2013). 

São descritos quatro vírus Parainfluenza (PIV) de interesse humano, os quais estão 

classificados na subfamília Paramyxovirinae, em dois gêneros diferentes, Respirovirus (PIV1 

e PIV3) e Rubulavirus (PIV2 e PIV4) (ICTV 2013). 
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Estruturalmente os PIV apresentam envelope viral contendo duas glicoproteínas (HN 

e F). A proteína HN medeia a ligação a resíduos de ácido siálico presentes na superfície celular, 

durante a fase de adsorção, e a subsequente clivagem desses resíduos durante a etapa de 

liberação das novas partículas virais. O gene HN tem sido utilizado com frequência como alvo 

para amplificação e consequente emprego em técnicas de detecção molecular, por apresentar 

regiões características de cada sorotipo viral, permitindo a distinção entre eles (Mahony 2008).  

Já a proteína F está relacionada à etapa de fusão do envelope viral com a membrana celular.  

Abaixo do envelope observa-se uma segunda camada constituída pela proteína de 

Matriz, ou M. O nucleocapsídeo apresenta simetria helicoidal, composto pela proteína N, ao 

qual encontram-se associadas as proteínas L e P, que juntas apresentam função de transcriptase 

reversa (Lamb & Parks 2013). O genoma viral consiste de RNA fita simples, polaridade 

negativa, contendo cerca de 15,5 kb. A ordem dos genes no sentido 3’ – 5’ da molécula é a 

mesma para todos os sorotipos, N, P, M, F, HN e L, que parcialmente determina a ordem 

temporal de expressão em RNAs subgenômicos separados (Karron & Collins 2013). 

O gene P codifica para mais de uma proteína, denominadas proteínas acessórias, as 

quais variam entre os PIV. Dos produtos secundários do gene P, os mais significativos são as 

proteínas acessórias C e V, ambas com função relacionada à evasão da resposta imunológica 

formulada pelo hospedeiro (Schomacker et al. 2012). A proteína C é codificada por uma ORF 

sobreposta à ORF principal do gene P, presente apenas nos PIV pertencentes ao gênero 

Respirovirus (PIV1 e 3). Por outro lado, a proteína V é um produto quimérico entre parte da 

ORF principal P e a ORF V, também sobreposta ao gene P. Dos PIV, apenas os PIV1 não 

expressam a proteína V, enquanto que os PIV3 apresentam uma expressão baixa ou inexistente 

(Rochat et al. 1992, Durbin et al. 1999, Schomacker et al. 2012). 

A replicação viral ocorre em grande escala nas células epiteliais do trato respiratório, 

mais especificamente nas células ciliadas presentes na superfície do lúmen (Zhang et al. 2005, 

Schaap-Nutt et al. 2010). Embora apresente tempo de excreção de três a dez dias após a 

infecção, em pacientes adultos, e de três a quatro semanas em crianças, não observa-se viremia 

em indivíduos saudáveis. Esse fato pode ser explicado pelo tropismo restrito e pela liberação 

exclusiva da progênie viral pela superfície apical das células do trato respiratório (Schomacker 

et al. 2012, Karron & Collins 2013). 

Quatro sorotipos (1-4) dos PIV foram caracterizados como causadores de infecção em 

humanos (Waner 2012), embora o sorotipo 4 seja raramente relatado. Os PIV como um todo 

são responsáveis por cerca de 6 a 30% das hospitalizações por doença respiratória não-

bacteriana em crianças (Griffin et al. 2004), cujos sintomas se caracterizam principalmente por 
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resfriado comum, crupe, bronquite, bronquiolite, pneumonia e casos de exacerbação de asma 

(Henrickson 2003, Karron & Collins 2013). Destacam-se os sorotipos PIV-1 e PIV-3 por serem 

os mais prevalentes, e ainda associados a quadros clínicos respiratórios também na população 

adulta. Em estudo conduzido por Frost et al. (2013) em população pediátrica, a relevância dos 

sorotipos 1 e 3 é evidenciada, detectados em 33 e 19% das amostras positivas para PIV, 

respectivamente. Entretanto, o mesmo estudo também ressalta a inesperada prevalência do 

sorotipo 4, detectado em 31% das amostras positivas para algum PIV (Azevedo et al. 2003, Liu 

et al. 2013, Frost et al. 2013). 

O Vírus Sincicial Respiratório Humano (RSV) é membro da subfamília 

Pneumovirinae e pertence ao gênero Pneumovirus, juntamente com a variante bovina (BRSV) 

e o Vírus da Pneumonia Murina (ICTV 2013). Primeiramente isolado em 1956, o RSV é 

considerado o agente etiológico mais importante causador de doença respiratória durante a 

infância, principalmente antes dos dois primeiros anos de vida (Mahony 2008, Collins & Karron 

2013). 

A partícula viral, de 100 a 350 nm de diâmetro, consiste em um nucleocapsídeo de 

simetria helicoidal, envolvido primeiramente em uma camada proteica formada pela proteína 

M e externamente por um envelope lipoprotéico, no qual estão ligadas as glicoproteínas G, SH 

e F, que se projetam como espículas virais. A proteína G apresenta papel fundamental na etapa 

de adsorção viral, se ligando a glicosaminoglicanos, constituintes do glicocálice presente na 

superfície celular. Assim como observado para os PIV, a proteína F é responsável pela fusão 

do envelope viral com a membrana celular. Já a proteína SH consiste em um pequeno 

polipeptídeo que apresenta-se na superfície viral na forma de pentâmeros, cuja função especula-

se ser de canal iônico, alterando a permeabilidade celular (Collins & Karron 2013). O 

nucleocapsídeo é formado pela proteína N em associação ao RNA genômico, bem como às 

proteínas P, M2-1 e L. O genoma consiste de RNA fita simples, polaridade negativa, não 

segmentado e com cerca de 15,2 kb. Os dez genes presentes no genoma (NS1, NS2, N, P, M, 

SH, G, F, M2-1/2 e L) são transcritos sequencialmente da extremidade 3’ até a extremidade 5’ 

em mRNAs separados (Barik 1993). 

O epitélio das vias respiratórias e tecido pulmonar constituem o sítio de infecção dos 

RSV. A replicação viral e liberação da progênie ocorre exclusivamente nas células da superfície 

apical e não se estende às camadas basais do epitélio, ao contrário do que é observado para os 

vírus Influenza (Zhang et al. 2002). Nos estágios subsequentes da replicação, a expressão da 

proteína F na superfície celular acarreta a fusão da membrana celular com células vizinhas, 

levando à formação da estrutura sincicial característica (Collins & Karron 2013). Estudos 
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inferem um tempo de excreção variando de um a 14 dias em crianças, com média de 4,5 dias 

(4.0 – 5.3, IC 95%). Além disso, infecções primárias e gravidade do quadro clínico são fatores 

relacionados à excreção viral prolongada (médias de 5,1 e 5,6 dias respectivamente) (Okiro et 

al. 2010). Em adultos, a excreção viral pode ocorrer por aproximadamente dez dias, com picos 

de replicação entre dois e três dias (1.5 – 4.1, IC 95%) (Walsh et al. 2013). 

O RSV é classificado em dois subgrupos antigênicos, RSV – A e RSV – B, 

inicialmente a partir da reatividade diferenciada do vírus frente a anticorpos monoclonais 

direcionados à glicoproteína G (Mufson et al. 1985), e atualmente com base em sua divergência 

genética. Apesar da detecção diferencial poder ser realizada pela amplificação de regiões 

contidas nos genes F, N ou P (Mahony 2008, Bawage et al. 2013), o sequenciamento e análise 

filogenética da segunda região hiper variável do gene G têm sido a base para a classificação em 

genótipos dos subgrupos A e B. Dessa forma, o subgrupo A pode ser classificado em 11 

genótipos (ON-1, GA1 – GA7, SAA1, NA1 e NA2) assim como o subgrupo B em 23 genótipos 

(BA1 – BA12, GB1 – GB4, SAB1 – SAB 4, URU1 – URU2 e THB) (Eshaghi et al. 2012, 

Auksornkitti et al. 2014). Não está claro até o momento a relação entre a diversidade de subtipos 

e genótipos com a gravidade dos sintomas associados à infecção (Tabatabai et al. 2014), por 

outro lado, a alta carga viral em amostras de aspirado nasofaríngeo já é um fator bem 

caracterizado como agravante dos quadros clínicos (Sullender 2000, Campanini et al. 2007). 

Estima-se que cerca de 70% de todas as crianças já tiveram um caso de infecção por 

RSV até o primeiro ano de vida, e 100% até os dois anos, com os sintomas variando de resfriado 

comum a bronquite e bronquiolite (Cane 2001, Kuehni et al. 2009). Além disso, estudos 

sugerem que quadros de bronquiolite causados pela infecção por RSV estão relacionados com 

o desenvolvimento e/ou exacerbação de asma durante a infância (Henderson et al. 2005, Sigurs 

et al. 2010). Reinfecções também são frequentes, com quadros sintomáticos moderados, 

sugerindo o papel da variabilidade genética dos RSV na manutenção da circulação viral (Scott 

et al. 2007, Tran et al. 2013). 

Os Metapneumovírus Humanos (hMPV) foram primeiramente descritos no ano de 

2001 (Van Den Hoogen et al. 2001) e adicionados à família Paramyxoviridae, gênero 

Metapneumovirus, juntamente com os Metapneumovírus aviários (aMPV) (ICTV 2013).  

Estruturalmente, as partículas virais do hMPV se assemelham bastante ao RSV, 

encontradas nas formas esféricas e filamentosas. O diâmetro das partículas esféricas varia de 

150 a 600 nm, com as espículas virais medindo cerca de 17 nm. As demais estruturas proteicas 

seguem o mesmo arranjo estrutural apresentado pelos RSV (Collins & Karron 2013). 
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O genoma viral também mantém uma semelhança considerável com o genoma dos 

RSV, mantendo cerca de 50% de homologia. As diferenças encontradas são o tamanho (genoma 

dos hMPV 2kb menor), a falta dos genes NS1 e NS2, e a ordem diferente dos genes, seguindo 

a sequência N, P, M, F, M2-1/2, SH, G e L nos hMPV (Feuillet et al. 2012). 

Os genes F e G codificam respectivamente as proteínas de fusão (F) e de ligação (G), 

que constituem as principais glicoproteínas de superfície viral. A proteína F é responsável por 

mediar as etapas de adsorção e penetração do ciclo replicativo, por ligação e fusão com a 

membrana celular. Além disso, possui determinantes antigênicos alvos de anticorpos 

neutralizantes (Herfst & Fouchier 2008). A proteína G tem papel na adsorção viral via 

interações não específicas com glicosaminoglicanos presentes na superfície celular 

(Thammawat et al. 2008). Os genes M e P apresentam considerável grau de conservação, 

mesmo entre os diferentes genótipos virais, característica responsável por serem utilizados 

frequentemente como alvo para amplificação por técnicas de detecção (Lopez-Huertas et al. 

2005). Por outro lado, os genes F e G codificam as proteínas mais susceptíveis à pressão do 

sistema imune e à variação, portanto são utilizados como a base para a classificação filogenética 

dos hMPV em dois genótipos, A e B, e quatro subgrupos, A1, A2, B1 e B2 (Van Den Hoogen 

et al. 2004). Ademais, o subgrupo A2 é ainda dividido em duas linhagens, A2a e A2b (Huck et 

al. 2006). A associação dos genótipos com o curso dos quadros clínicos ainda é incerta, contudo, 

sugere-se que o genótipo A esteja relacionado à sintomatologia mais grave (Martinello et al. 

2002, Arnott et al. 2013). 

Assim como os RSV, os hMPV apresentam tropismo para o trato respiratório, 

especialmente células epiteliais da superfície luminal. Em contraste com outros membros da 

família Paramyxoviridae, o tempo de excreção viral tende a ser maior, onde os maiores títulos 

de partículas excretadas são observados entre seis a oito dias após a infecção. A alta carga viral 

excretada também está intimamente ligada à presença de quadros sintomáticos mais graves 

(Talaat et al. 2013, Roussy et al. 2014).   

Os hMPV têm sido relacionados a infecções respiratórias agudas (IRAs) em todas as 

faixas etárias (Collins & Karron 2013), com elevada morbidade entre crianças, idosos e adultos 

imunocomprometidos (Falsey et al. 2003, Williams et al. 2005).  Entre pacientes hospitalizados, 

o impacto das infecções por hMPV é alto, comparável com as infecções pelo RSV, inclusive 

com casos de co-infecção relatados (Malekshahi et al. 2010).  
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1.2.3 Família Picornaviridae 

 

Pertencem à família dos picornavírus 26 gêneros diferentes, destes apenas no gênero 

Enterovirus são identificados patógenos associados à infecção respiratória aguda. Neste gênero 

estão classificadas três espécies de Rinovírus (A, B e C) e ainda nove espécies de Enterovírus 

humanos (HEV A – H, J), sendo que nas espécies A, B, C e D são identificados tipos associados 

a infecções respiratórias (Tapparel et al. 2009, ICTV 2013). 

 As características marcantes dos vírus dessa família são a ausência de envelope viral, 

tamanho da partícula viral relativamente pequeno e genoma constituído de RNA fita simples 

polaridade positiva (Racaniello 2013). Morfologicamente compartilham uma mesma estrutura 

esférica, com os vírions medindo cerca de 30 nm. As partículas virais apresentam um único 

capsídeo proteico, composto pelas proteínas VP1-4, e sua estabilidade em diferentes faixas de 

pH varia de acordo com o gênero em questão. Alguns membros do gênero Enterovírus são 

estáveis em pH 3,0 ou inferior, o que facilita a replicação no trato gastrointestinal. Entretanto, 

os Rinovírus se diferenciam dos demais e, assim como outros componentes do gênero 

Aphthovirus apresentam maior estabilidade em faixas de pH próximas a 6,0, o que é consonante 

com o sítio de replicação desses agentes virais, preferencialmente no trato respiratório 

(Racaniello 2013). 

O genoma viral consiste de RNA fita simples, polaridade positiva, variando de 7 a 8.8 

kb e organiza-se de forma semelhante entre os gêneros que compõe a família (Knowles et al. 

2012). A extremidade 5’ não codificante (UTR) da molécula, alvo de diversos ensaios 

moleculares de detecção por caracterizar-se como uma região mais conservada, é 

covalentemente ligada à proteína VPg, que apresenta um resíduo de tirosina cujo grupamento 

3’ OH está diretamente relacionado com o início da síntese do RNA genômico (Steil & Barton 

2009). O genoma codifica para uma poliproteína precursora clivada posteriormente, originando 

10 – 12 proteínas isoladas. Após a extremidade 5’ não traduzida encontram-se as regiões 

codificantes para as proteínas estruturais (VP1 – 4), seguidas das proteínas não estruturais (2A 

– 2C e 3A - 3D). Por fim a extremidade 3’ apresenta uma cauda poliA de tamanho variável 

(Yogo & Wimmer 1972, Tapparel et al. 2013). 

Estruturalmente os Rinovírus apresentam o padrão morfológico da família 

Picornaviridae. A infecção ocorre primariamente no epitélio do trato respiratório, em 

temperaturas variando de 33 a 35ºC, embora também sejam capazes de se replicar nas porções 

inferiores do trato respiratório (Gern & Palmenberg 2013). A presença de dois receptores 

específicos determina o tropismo viral. Rinovírus das espécies A e B utilizam o receptor ICAM-
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1, e na ausência deste, o receptor de lipoproteína de baixa densidade (LDL-R) (Hao et al. 2012). 

O receptor celular utilizado pelos Rinovírus espécie C durante a etapa de adsorção ainda é 

desconhecido, no entanto, estudos em modelos de cultivo celular ressaltam que não se trata de 

nenhum dos receptores utilizados pelas espécies A e B (Hao et al. 2012, Basta et al. 2014). 

As espécies de Rinovírus são definidas considerando a constituição dos genes VP1, 

VP4/VP2 e mais recentemente a análise do genoma inteiro. Essas espécies são ainda 

subclassificadas em sorotipos, A (79), B (30) e C (68), totalizando 177 tipos (Bochkov et al. 

2011, Picornaviridae 2012). Essa diversidade não se reflete no tropismo viral, uma vez que a 

maioria destes se restringe ao trato respiratório superior, entretanto recentes relatos têm 

demonstrado ainda a possibilidade da infecção atingir também o trato respiratório inferior, 

estando associada à exacerbação de condições crônicas pré-existentes, como asma e doença 

pulmonar crônica obstrutiva (Gern 2010, Kherad et al. 2010, Edwards et al. 2012).  

Os Rinovírus da espécie A são os mais representativos epidemiologicamente, seguido 

pelos Rinovírus C e B (Garcia et al. 2013), no entanto, dados sobre virulência e prevalência 

epidemiológica ainda são escassos (Tapparel et al. 2011, 2013). Lu et al. (2014), em estudo 

conduzido em crianças com infecção aguda do trato respiratório na China, encontraram índice 

relevante de prevalência da infecção por Rinovírus C, embora ainda inferior ao observado para 

a espécie A. Ao avaliar a gravidade dos quadros clínicos, foi observada correlação positiva 

entre a infecção por Rinovírus C e sintomatologia mais grave (OR 1.89, p = 0.022, IC 95%) 

(Lu et al. 2014). 

Conforme descrito, os Enterovírus (HEV) se diferenciam dos outros vírus do gênero 

primeiramente pelas características físico-químicas. Apresentam estabilidade em meio ácido e 

são resistentes a diversos compostos, como etanol 70% e isopropanol, além de solventes 

orgânicos, como éter e clorofórmio (Pallansch et al. 2013).  

O receptor CD155, molécula pertencente à superfamília das imunoglobulinas, consiste 

no receptor celular utilizado pelos HEV durante a etapa de adsorção, e consiste no fator 

determinante da amplitude de hospedeiros possíveis, uma vez que está presente apenas em 

humanos e em primatas (Pallansch et al. 2013). A infecção é bem caracterizada pela transmissão 

ocorrendo via oral, seguida de replicação no trato respiratório, o que difere dos rinovírus, 

embora infecção pela via respiratória também seja possível (Tapparel et al. 2013). 

Historicamente os HEV têm sido classificados em espécies e sorotipos (ou apenas 

tipos). Até o momento 4 espécies foram descritas de enterovírus humanos, HEV-A, HEV-B, 

HEV-C e HEV-D. Membros da mesma espécie compartilham identidade superior a 70% em 

relação à composição proteica da poliproteína, bem como das proteínas não estruturais 2C, 3C 
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e 3D (Pallansch et al. 2013). A análise da sequência nucleotídica do gene VP1 é a base para a 

classificação em tipos virais. Os HEV agrupam 107 tipos, distribuídos entre as quatro espécies, 

A (22), B (60), C (21) e D (4) (Picornaviridae 2012).   

Diversos tipos virais estão relacionados à replicação no trato respiratório, os quais vêm 

sendo caracterizados de forma mais precisa em decorrência da implementação de técnicas 

moleculares de detecção independentes de cultivo celular. A gravidade dos sintomas clínicos 

aparentemente não apresenta relação com o tipo viral, mas fatores como a presença de co-

morbidades e idade dos pacientes podem influenciar no desenvolvimento da infecção. Além 

disso, casos de infecção do trato respiratório inferior por HEV têm sido descritos como fatores 

associados a quadros de exacerbação de asma e pneumonia pré-existentes (Freymuth et al. 

1999, Jacobson et al. 2012). 

 

1.2.4 Família Coronaviridae 

 

Os primeiros coronavírus foram isolados na década de 30, a partir de amostras 

veterinárias, de animais como ratos e porcos. Em humanos, os primeiros coronavírus de 

interesse foram identificados na década de 60 (Tyrrell & Bynoe 1966). A nomenclatura da 

família adveio justamente da análise eletromicrográfica das partículas virais presentes nessas 

amostras, cujo arranjo superficial das proteínas no envelope assume a forma de coroa (Masters 

& Perlman et al. 2013). 

Segundo o ICTV, a família Coronaviridae se subdivide em duas subfamílias, 

Coronavirinae e Torovirinae. A subfamília Coronavirinae, por sua vez, agrupa quatro gêneros, 

Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus, destes, apenas os 

gêneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus agrupam vírus que infectam humanos (Human 

coronavirus - HCoV) e com tropismo para o trato respiratório (HCoV-229E; HCoV-OC43; 

HCoV-NL63; HCoV-HKU1; SARS-CoV; MERS-CoV) (ICTV 2013). 

As partículas virais são envelopadas, esféricas, com diâmetro medindo cerca de 100 – 

160 nm. Abaixo do envelope encontra-se o RNA genômico associado a várias cópias da 

fosfoproteína N, formando o nucleocapsídeo helicoidal. Alguns vírus da família apresentam 

ainda um segundo capsídeo icosaédrico circunscrevendo o RNA viral, o que, no entanto, não 

se aplica aos coronavírus respiratórios. No envelope viral estão adsorvidas as glicoproteínas S, 

a principal espícula viral cuja função está ligada à adsorção e penetração na célula hospedeira; 

a proteína de membrana (M), e as proteínas de envelope (E) (Lai et al. 2007).  
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O genoma viral consiste em RNA fita simples, polaridade positiva (ssRNA+) 

apresentando de 28 a 32 kb. A organização genômica entre os componentes da família é 

bastante semelhante. Nas extremidades 5’ e 3’ observa-se duas UTRs de comprimento variável, 

cuja função está relacionada à replicação e transcrição viral. O restante do genoma contido entre 

essas duas regiões apresenta de sete a 14 ORFs sobrepostas. As duas primeiras ORFs, 1a e 1b, 

codificam uma poliproteína precursora do complexo proteico responsável pela 

transcrição/replicação do material genético. Seguem-se as ORFs responsáveis por codificar as 

proteínas estruturais, S, E, M, N, intercaladas por várias pequenas regiões codificantes para 

proteínas não-estruturais (Lai et al. 2007). Destes, os genes S e N têm se mostrado como alvos 

promissores para a amplificação e utilização no diagnóstico molecular diferencial entre as 

variantes virais (Coiras et al. 2004, Mahony 2008). 

Assim como a maioria dos vírus RNA a variabilidade genética dos coronavírus é muito 

grande, em especial pelo método de replicação descontínuo do genoma, o que gera taxas de 

recombinação genética de até 25%, inclusive com vírus de outras famílias (Luytjes et al. 1988, 

Baric et al. 1990, Geng & Tan 2013). 

Como citado anteriormente, até o momento seis coronavírus diferentes foram 

reconhecidos como agentes de infecções respiratórias em humanos, HCoV-229E; HCoV-

OC43; HCoV-NL63; HCoV-HKU1 e os zoonóticos SARS-CoV e MERS-CoV. Estudos 

epidemiológicos indicam que esses agentes virais circulam mundialmente, seguindo padrões 

sazonais distintos dependendo da região (Lee & Storch 2014). Desses, a variante OC43 é a mais 

comumente encontrada. SARS-CoV, NL63 e HKU1 foram descritos em 2003, 2004 e 2005 

respectivamente (Pyrc et al. 2007), enquanto os MERS-CoV foram descritos mais recentemente 

no Oriente Médio, apresentando patogenicidade semelhante aos SARS-CoV (McIntosh 2013). 

Os HCoV utilizam diferentes receptores celulares durante a etapa de adsorção. Os 

membros do gênero Alphacoronavirus, HCoV-229E e NL63 utilizam aminopeptidase N e 

ECA2 (enzima conversora de angiotensina), respectivamente. Já os β-Coronavírus, HCoV-

OC43 e SARS, utilizam o ácido N-acetilneuramínico e ECA2, respectivamente (Masters & 

Perlman 2013). As vias de transmissão utilizadas pelos HCoV são a respiratória e 

eventualmente a via fecal-oral, e a replicação inicial ocorre nas células do trato respiratório 

superior, com o ápice da excreção viral ocorrendo entre três a quatro dias após a inoculação de 

partículas infecciosas (Masters & Perlman 2013). A disseminação para o trato respiratório 

inferior e outros tecidos está mais relacionada com as variantes SARS e MERS, causadoras de 

síndrome respiratória grave (Berry et al. 2015).  
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As infecções por HCoV apresentam um espectro variado de manifestações clínicas, 

desde manifestações moderadas a síndromes respiratórias mais graves (Bastien et al. 2005, Pyrk 

et al. 2006). De todas as formas clínicas, crupe é a mais relacionada com a infecção por HCoV 

variante NL-63, enquanto sintomas comuns como rinorreia, febre, tosse e sibilância estão mais 

associados à infecção por HCoV-HKU1 (Van der Hoek et al. 2005, Lau et al. 2006). Além dos 

sintomas autolimitados do trato respiratório superior, as infeções podem apresentar alta morbi-

mortalidade ao atingir o trato respiratório inferior, em casos de bronquiolite, pneumonia e 

exacerbações asmáticas (Woo et al. 2005, Lau et al. 2006). 

Os agentes SARS-CoV e MERS-CoV foram relatados recentemente como causadores 

de síndromes respiratórias graves, caracterizadas por pneumonia, falência renal, retenção 

urinária, febre persistente, mialgia e sintomas gastrointestinais, com possível evolução ao óbito 

(Al-Tawfiq 2013, Memish et al. 2013). Os MERS-CoV apresentam similaridade aos SARS 

quanto à sintomatologia, embora apresentem taxa de mortalidade mais elevada, chegando a 

30%, principalmente envolvendo população fechada e contato contínuo, como profissionais da 

área da saúde e surtos nosocomiais (Assiri et al. 2013, De Sousa et al. 2014). 

 

1.2.5 Família Parvoviridae 

 

A família inicialmente é dividida em duas subfamílias, Densovirinae e Parvovirinae. 

A primeira agrupa vírus que infectam artrópodes e a segunda, vírus que infectam aves e 

mamíferos (Allander et al. 2005, ICTV 2013). 

Considerando quadros respiratórios e a subfamília Parvovirinae, merecem destaque os 

recentemente descritos Bocavírus humanos (HBoV), incluídos no gênero proposto 

Bocaparvovirus (ICTV 2013), sendo o primeiro vírus a ser detectado por técnicas de triagem 

molecular baseadas em amplificação randômica de material genético e sequenciamento de larga 

escala (Allander et al. 2005, Jartti et al. 2012). 

Assim como os demais parvovírus, os HBoV são vírus não envelopados, de simetria 

icosaédrica, medindo cerca de 25 nm de diâmetro. O capsídeo é composto por duas proteínas 

virais, VP1 e 2. O genoma viral é composto por DNA de fita simples, com 4 – 6 kb, e organiza-

se em quatro regiões de leitura aberta, codificantes para as proteínas NS1, NP1, VP1 e VP2. As 

proteínas VP1 e VP2 se diferenciam apenas na extremidade amino-terminal, pois as duas 

regiões de leitura aberta são sobrepostas e a síntese diferencial utilizando dois códons de início 

diferentes gera as duas proteínas distintas (Allander et al. 2005, Chen et al. 2010). O genoma 
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dos HBoV não codifica uma enzima DNA polimerase, levando à necessidade da utilização da 

enzima celular durante a replicação viral (Chow & Esper 2009).  

Os genes NS1 e NP1 são comumente utilizados como alvos para ensaios de detecção 

baseados em amplificação de fragmentos genômicos (Mahony 2008), enquanto a análise da 

constituição do gene VP1 subsidia a classificação dos Bocavírus humanos em quatro espécies, 

HBoV1 a 4. Divergências na sequência nucleotídica superiores a 8% definem espécies 

diferentes enquanto que divergências maiores do que 5% em genes não estruturais definem 

subtipos virais (Kapoor et al. 2009, 2010). 

Os HBoV1 são patógenos de distribuição global, com sequências de DNA detectadas 

em 2 - 19% dos casos de infecção respiratória aguda, predominantemente em crianças de seis 

a 24 meses de idade (Ksiazek et al. 2003, Allander et al. 2005, Pyrk et al. 2007). Podem se 

manter detectáveis em indivíduos imunocomprometidos por até seis meses após a infecção 

aguda (Esper et al. 2005, Palmenberg et al. 2009). Além de amostras do trato respiratório e 

gastrointestinal, os HBoV1 têm sido encontrados em amostras de soro, urina e saliva, mas o 

papel da possível viremia e disseminação sistêmica ainda é incerto (Allander et al. 2005, Jartti 

et al. 2012). Os HBoV2, 3 e 4 são predominantemente encontrados em amostras de fezes, 

embora sem evidências concretas de replicação no epitélio intestinal (CDC 1997, Nishizawa et 

al. 1997, Van den Hoogen et al. 2001, Jartti et al. 2012). Dos vírus citados, apenas o HBoV2 

foi relatado também em amostras do trato respiratório e pode estar relacionado com infecções 

respiratórias agudas (Falsey et al. 2003, Rohde et al. 2005). 

A infecção pelos HBoV1 apresenta sintomatologia clínica similar a outras infecções 

respiratórias. Tosse, otite média, rinorreia são manifestações comuns do trato respiratório 

superior. No trato respiratório inferior a infecção pode levar a casos de pneumonia, sibilância, 

exacerbação asmática e bronquiolite (Chow & Esper 2009, Wang et al. 2010).  

 

1.2.6 Família Adenoviridae 

 

A família Adenoviridae é composta por cinco gêneros: Atadenovirus, Aviadenovirus, 

Ichtadenovirus, Mastadenovirus e Siadenovirus. Somente os adenovírus pertencentes ao gênero 

Mastadenovirus possuem importância para humanos, e podem ainda infectar diversos 

mamíferos como morcegos, bovinos, porcinos e símios (ICTV 2013). Os adenovírus do gênero 

Mastadenovirus são ainda subdivididos em sete espécies (A – G), classificados de acordo com 

suas características biológicas, imunológicas, genéticas e bioquímicas. Considerando cada 

espécie, 52 sorotipos foram reconhecidos até o momento, classificados por meio de reações de 
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soroneutralização, e agrupados da seguinte forma: espécie A (Ad12, 18, 31), espécie B (Ad3, 

7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50), espécie C (Ad1, 2, 5, 6), espécie D (Ad8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 

22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51), espécie E (Ad4), espécie F (Ad40 e 41) e espécie G (Ad52) 

(Jones et al. 2007, Wold & Ison 2013). Recentemente foi proposta uma classificação mais 

abrangente, definindo 68 tipos diferentes de Adenovírus humanos com base em sua sequência 

genômica completa (Seto et al. 2011, Ghebremedhin 2014). 

As partículas virais não envelopadas apresentam aproximadamente 90 nm de diâmetro 

e morfologia icosaédrica, cada vértice contendo uma fibra proteica. O vírion é composto por 11 

proteínas, sendo que destas as proteínas II (Hexon), III (Penton), IIIa, IV (componente da fibra), 

VI, VIII e IX compõe o capsídeo viral e as proteínas V, VII, X e TP (Proteína Terminal) compõe 

o core, que juntamente com o capsídeo envolvem o DNA genômico (Berk 2013). 

O genoma viral é composto por DNA linear fita dupla (dsDNA), contendo de 26 – 45 

kb. Os gêneros da família apresentam organização genômica distinta, de forma que os vírus do 

gênero Mastadenovirus apresentam cinco grandes regiões codificantes, E1, E2B, E2A, E3 e E4 

contendo genes em ambas as fitas e transcritas em ordem temporal condizente com a função de 

seus transcritos no ciclo replicativo viral (Davison et al. 2003). A maioria dos ensaios 

moleculares descritos para detecção dos Adenovírus amplificam um produto da região E2A, 

especificamente o sítio correspondente ao gene H (Proteína II ou proteína do Hexon) (Mahony 

2008). 

A ligação inicial à superfície celular e posterior adsorção viral é mediada pelas fibras 

proteicas presentes no capsídeo, as quais se ligam a uma proteína transmembrana denominada 

CAR (Coxsackie and Adenovirus Receptor – Receptor comum Coxsackievírus e Adenovírus). 

A proteína CAR é um dos componentes das junções celulares apresentando domínios 

extracelulares da família das imunoglobulinas, e é expressa consideravelmente em diversos 

tecidos, como miocárdio, tecido prostático, SNC, pulmões e tecidos hepáticos. A disseminação 

para outras áreas do trato respiratório e outros tecidos pode estar relacionada com a expressão 

excessiva das fibras proteicas, as quais se ligam aos receptores CAR nas superfícies basolaterais 

desestabilizando os complexos juncionais entre as células (Berk 2013). 

Os adenovírus diferem-se bastante quanto ao sítio de infecção, e causam uma grande 

variedade de manifestações clínicas, tais como sintomas respiratórios, cistite hemorrágica 

aguda, meningoencefalite, sintomas gastrointestinais e miocardite, de acordo com o sorotipo 

em questão. Os casos de infecção respiratória estão relacionados aos sorotipos 1 – 7, 11, 14, 16, 

21, 30, 37 e 50 cujo tropismo pelo trato respiratório já foi descrito em estudos posteriores 

(Metzgar et al. 2007, Brosch et al. 2009). As infecções respiratórias por adenovírus apresentam 
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quadro sintomático moderado na maioria dos casos, incluindo febre, rinite, faringite e tosse, 

embora possam apresentar também quadros como laringite, crupe e pneumonia (AAP 2003, 

Bicer et al. 2013). 

Além disso, as infecções por adenovírus contribuem com mais de 7% dos casos de 

exacerbação dos sintomas de asma causados por infecções virais (McErlean et al. 2010). 

 

1.3 Aspectos Clínicos das Infecções Virais Respiratórias 

 

Apesar da grande diversidade descrita de agentes virais sabidamente causadores de 

infecções no trato respiratório, os mecanismos de transmissão são muito semelhantes, podendo 

ocorrer por contato direto pessoa a pessoa através de aerossóis produzidos durante a fala, tosse, 

espirro e também pelo contato com superfícies contaminadas (Barker et al. 2001, Boone & 

Gerba 2007). 

Observa-se ainda que certos fatores como baixas temperaturas e baixa umidade 

associados à ventilação reduzida e aglomeração de pessoas em ambientes fechados, facilitam a 

transmissão viral (Lowen et al. 2007). Além disso, na maioria dos casos as infecções 

respiratórias virais são autolimitadas, com um curto período de incubação, cerca de um a cinco 

dias (McDevitt et al. 2010). 

As células epiteliais do trato respiratório constituem o sítio primário de infecção, e 

apesar da gama de vírus respiratórios, muitos compartilham os mesmos receptores e moléculas 

de superfície durante a etapa de adsorção à membrana celular (Varki & Varki 2007). A 

disponibilidade dos receptores está diretamente relacionada com a primeira etapa da replicação 

viral, constituindo inclusive um ponto de regulação durante a infecção, como observado nas 

infecções por Rinovírus onde a expressão de moléculas ICAM-1 é aumentada através da via 

fator NF-ĸβ dependente (Papi & Johnston 1999, Jacobs et al. 2013). 

Após penetração nas células epiteliais, replicação intensa e lise celular, os vírus 

respiratórios podem acarretar a necrose de células ciliadas e não ciliadas da superfície do 

epitélio, a perda dos cílios e interferência na produção e secreção de muco, comprometendo um 

importante mecanismo local de defesa (Aherne et al. 1970). As partículas virais infecciosas são 

então liberadas na superfície apical das células e se acumulam no lúmen do trato respiratório, 

favorecendo sua disseminação (Stelzer-Braid et al. 2009). 

O dano celular causado em decorrência dos sucessivos ciclos replicativos virais é 

extenso e contribui significativamente com o estabelecimento da doença, mas não corresponde 

ao único fator envolvido na patogênese das infecções respiratórias. Observa-se que as 
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manifestações clínicas podem ser resultado da presença de co-infecção por outros patógenos e 

também dos impactos da resposta imune formulada após contato com as partículas virais, 

principalmente em casos de hiper responsividade imune (Tregoning & Schwarze 2010). 

Uma consequência peculiar das infecções por vírus respiratórios é a susceptibilidade 

aumentada para infecções bacterianas oportunistas (Tregoning & Schwarze 2010). Dois 

aspectos das infecções virais estão relacionados com o aumento do risco de infecções por 

patógenos como Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae e Streptococcus 

pneumoniae. Primeiramente, a destruição da camada superficial do epitélio do trato respiratório 

em decorrência da replicação viral facilita o estabelecimento de infecções bacterianas. Alguns 

vírus em específico facilitam esse processo pela dissociação dos complexos juncionais 

presentes entre as células epiteliais, como é o caso dos Rinovírus (Sajjan et al. 2008). Além 

disso, as infecções virais facilitam a adesão de patógenos bacterianos pela indução da expressão 

em grandes quantidades de receptores celulares, como os receptores para PAF (platelet-

activating factor - Fator Ativador Plaquetário) e ICAM-1 (Wang et al. 2009). Estudos avaliando 

o impacto das co-infecções bacterianas nos quadros clínicos sugerem a forte correlação com o 

risco aumentado de readmissão hospitalar, mais evidente em pacientes com doença pulmonar 

crônica obstrutiva e asma (Wark et al. 2013). 

A infecção e posterior dano de células brônquicas epiteliais levam à liberação de 

mediadores pró-inflamatórios, que abrangem uma vasta gama de citocinas e quimiocinas, como 

IL-1, IL-6, CXCL8/IL-8, GM-CSF, CCL-5 e CXCL-10. O resultado da liberação desses 

mediadores é um recrutamento celular intenso de linfócitos e eosinófilos, bem como hiper 

responsividade, secreção aumentada de muco e remodelamento do epitélio das vias aéreas, 

fatores importantes relacionados aos quadros sintomáticos subsequentes (Zhu et al. 1997, 

Papadopoulos et al. 2001). 

Uma vez estabelecida infecção, a gravidade das manifestações clínicas é determinada 

por fatores ambientais, genéticos e intrínsecos ao patógeno. Idade, exposição prolongada ao 

agente etiológico, prematuridade, desnutrição, bem como função pulmonar constituem fatores 

de risco relacionados às infecções respiratórias virais (Okiro et al. 2008, Tregoning & Schwarze 

2010). Destes, a reduzida idade é o fator mais bem caracterizado, uma vez que interfere na 

constituição física, tamanho do sítio anatômico, na dinâmica de transmissão viral e no estado 

precoce de desenvolvimento imunológico. Além disso, apresenta relação direta com as reservas 

energéticas do indivíduo, o que justifica a grande exaustão no ato de respirar e as altas taxas de 

mortalidade em decorrência desse fato (Tregoning & Schwarze 2010).  
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As infecções das vias aéreas são divididas em duas categorias, infecções do trato 

respiratório superior (ITRS) e inferior (ITRI), de acordo com o sítio anatômico em questão. As 

ITRS consistem em infecções da nasofaringe e mucosa nasal, podendo atingir laringe, tonsilas, 

óstios dos seios paranasais e tubária (Figura 1). Os sinais clínicos mais frequentemente 

observados são: resfriado comum, coriza, tosse, rinite e faringite. Em alguns casos ocorrem 

sinais de otite média e otalgia (Tregoning & Schwarze 2010). As infecções causadas pelos vírus 

Influenza são classificadas à parte por apresentarem sintomas sistemáticos característicos da 

gripe, como febre, mialgia, cefaleia e vômitos (Hançerli et al. 2010). 

Por outro lado, as ITRI restringem-se à traqueia, brônquios, bronquíolos, e alvéolos, e 

consequentemente apresentam sintomatologia associada a quadros mais graves do que as ITRS 

(Bicer et al. 2013). Os sintomas presentes incluem dispneia e sibilância. Quadros de bronquite, 

bronquiolite, crupe e pneumonia também podem estar presentes (Tregoning & Schwarze 2010, 

Pavia 2011).  

 

 

Figura 1. Representação esquemática do trato respiratório humano. Adaptado de 

http://www.iaquk.org.uk/ResourcesRespiratory.html. 
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Dentre os diversos vírus respiratórios descritos a maioria apresenta semelhança no 

padrão de manifestações clínicas resultante de infecções no TRS, porém, alguns se diferenciam 

com destaque para sintomas específicos de ITRIs (Quadro 1). 

 

Quadro 1. Sintomatologia das infecções das Vias Aéreas Inferiores e vírus respiratórios associados 

Sintomas Agente etiológico 

Bronquite/Bronquiolite RSV, hMPV, PIV, Adenovírus 

Exacerbação de asma e chiado RSV, hMPV, Rinovírus 

Crupe PIV 

Pneumonia FLU, PIV, Adenovírus, RSV, hMPV 

Pneumonia em Pacientes Transplantados RSV, PIV, FLU, hMPV 

(Adaptado de Pavia 2011). 

Além dos quadros clínicos relacionados, estudos indicam que as infecções por vírus 

respiratórios também constituem a causa mais comum de exacerbação dos sintomas de doenças 

pulmonares crônicas preexistentes em crianças, como asma e doença pulmonar crônica 

obstrutiva (Johnston et al. 1995, Jackson & Johnston 2010, Althani et al. 2012, Matsumoto & 

Inoue 2014). 

A liberação de diversos fatores pró-inflamatórios frente à exposição do epitélio do 

trato respiratório a agentes virais desencadeia três fenômenos essenciais no desenvolvimento e 

exacerbação de asma: recrutamento celular; hiper responsividade das vias aéreas e 

remodelamento tecidual (Matsumoto & Inoue 2014). 

A presença em grande quantidade de mastócitos, eosinófilos, linfócitos, macrófagos e 

células dendríticas contribui com o estabelecimento do processo inflamatório. A produção de 

mediadores tanto por essas células quanto por células estruturais intensifica a resposta imune 

promovendo o estreitamento das vias aéreas (Hamid & Tulic 2009), o qual é caracterizado pela 

combinação de edema, infiltrado de células inflamatórias, secreção de muco, contração da 

musculatura lisa e descamação do epitélio. As mudanças estruturais são reversíveis na maioria 

dos casos, embora possam se tornar constantes com a progressão da doença (Papadopoulos et 

al. 2012). Alguns vírus em particular potenciam esse quadro através de mecanismos intrínsecos 

que favorecem perfis específicos de resposta imunológica. É o caso dos RSV, cujos baixos 

níveis de IFN-γ e IL-10 induzidos durante a infecção estimulam a formação de uma resposta 

do tipo Th2, relacionada com o desenvolvimento de asma (Matsumoto & Inoue 2014). A 

proteína G, secretada pelos RSV, pode também aumentar os níveis de IL-5 e IL-13 em modelos 

murinos, induzindo um maior recrutamento eosinofílico (Johnson et al. 2003). 
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1.4 Diagnóstico 

 

Como referido, a distinção entre a gama de vírus respiratórios capazes de causar 

infecção no trato respiratório não é possível apenas pela avaliação clínica. Sendo assim, o 

diagnóstico específico baseia-se quase totalmente na investigação laboratorial (Lam et al. 

2007).  

O diagnóstico das infecções respiratórias por vírus teve início em 1933 com a 

descoberta do vírus Influenza A (Palese & Shaw 2007). Atualmente os métodos convencionais 

consistem em isolamento viral em cultura de células, detecção de antígenos, sorologia e 

imunofluorescência (direta e indireta) (Landry & Ferguson 2000, Mahony 2008, Bawage et al. 

2013, Brasil 2014b). Dentre as amostras clínicas utilizadas, aspirado nasofaríngeo, lavado 

bronco-alveolar, swab da nasofaringe e orofaringe, não observa-se grande diferença quanto às 

taxas de detecção molecular (Jartti et al. 2013), embora de la Tabla et al. (2010) tenham sugerido 

que a combinação dos dois tipos de swab viria a conferir uma maior sensibilidade ao 

diagnóstico frente a amostra de escolha, o aspirado nasofaríngeo. Embora o aspirado seja 

utilizado na maioria dos estudos, eficácia semelhante de amostras provenientes de 

procedimentos não invasivos (swab) tem sido relatada, principalmente em estudos conduzidos 

em populações cuja coleta do aspirado é dificultada pela falta de equipamentos, profissionais 

capacitados, entre outros fatores (Blaschke et al. 2011). 

O isolamento viral classicamente vem sendo realizado por cultivo celular em placa, 

utilizando diferentes linhagens celulares para cada vírus, a saber, células HeLa para adenovírus, 

células RD para enterovírus, LLC-MK2 para PIVs, RSV, hMPV e alguns HCoV e células 

MDCK2 para FLUA e B (Pyrc et al. 2012). Uma das limitações dessa técnica é a ausência de 

modelos para isolamento de vírus recentemente descritos, como alguns HCoV e HBoV 

(Mahony 2008, Pyrc et al. 2012). 

Os imunoensaios, principalmente a imunofluorescência, são bem difundidos pela sua 

simplicidade, custo acessível e diversas opções no mercado. Consistem em metodologias 

baseadas na detecção de antígenos virais presentes em células provenientes de amostras 

clínicas. Isso é possível pela interação dos antígenos virais com anticorpos monoclonais 

associados a espécies químicas capazes de emitir fluorescência, sob excitação em determinados 

comprimentos de onda (Bawage et al. 2013). Os kits comerciais mais comuns abrangem sete 

vírus respiratórios, FLUA e B, PIV 1, 2 e 3, Adenovírus e RSV e o protocolo de reação provê 

resultados em um período médio de duas horas (Landry & Ferguson 2000). A técnica, apesar 
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de acessível, depende muito da qualidade dos espécimes clínicos coletados e da capacidade de 

interpretação dos profissionais responsáveis pelo ensaio (Mahony 2008, Bawage et al. 2013).  

Com o advento da reação em cadeia pela polimerase (PCR) métodos moleculares se 

tornaram o padrão-ouro no diagnóstico das infecções respiratórias virais, por oferecerem 

rapidez, especificidade, sensibilidade e possibilidade de detecção de vírus fastidiosos.    

Variações da PCR como a reação em cadeia pela polimerase pós-transcrição reversa 

(RT-PCR), Nested-PCR, PCR-multiplex e PCR em tempo real (qPCR) permitem a detecção 

simultânea de vários agentes virais em uma única reação, detecção de mais de um vírus em um 

único paciente (co-detecção) e detecção em indivíduos assintomáticos (Arens et al. 2010, 

Ruuskanen et al. 2011, Brand et al. 2012). Em comparação aos métodos convencionais de 

detecção, como detecção de antígenos, os métodos baseados na amplificação de material 

genético por PCR e derivados apresentam sensibilidade e especificidade superiores, facilidade 

para automação, podem ser utilizados tanto para detectar quanto quantificar vírus presentes na 

amostra e por fim os produtos podem ser sequenciados permitindo a caracterização molecular 

das variantes virais (Jartti et al. 2013). 

Além desses métodos estão disponíveis kits comerciais para detecção de vírus 

respiratórios baseados nas técnicas de RT-PCR e qPCR, com painéis abrangendo mais de 17 

patógenos virais (Arens et al. 2010, Ali et al. 2011, Rand et al. 2011, Leekha et al. 2013).  

Os painéis disponíveis no mercado são diversos e constantemente são revisados e 

atualizados, alcançando sensibilidades de 83 a 100% considerando como padrão de comparação 

a técnica de RT-qPCR separadamente para cada vírus (Deng et al. 2013). Diversos autores têm 

relatado a concordância de resultados de aproximadamente 80% entre diferentes plataformas 

de detecção, as quais apresentam eficiência variada de detecção em relação a alguns vírus em 

particular (Babady et al. 2012, Popowitch et al. 2013, Costa et al. 2015).     

No Brasil, a sintomatologia grave e necessidade de hospitalização, denominada 

Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG) é de notificação obrigatória. O protocolo 

estabelecido pelo Ministério da Saúde para vigilância epidemiológica de Influenza e outros 

vírus respiratórios (PIV 1 – 3, RSV, Adenovírus) baseia-se na detecção por imunofluorescência 

indireta, tendo como amostra preferencial o aspirado nasofaríngeo. Amostras provenientes de 

casos suspeitos de Influenza pandêmica, Influenza A (2009), são encaminhadas aos laboratórios 

de referência do país, onde a detecção diferencial por RT-PCR é realizada (Brasil 2014b). 
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1.5 Prevenção e Tratamento 
 

Em decorrência do impacto das infecções respiratórias virais principalmente em 

populações de risco e dos constantes surtos de infecções em diversas regiões, recentemente 

medidas de controle de transmissão têm recebido maior atenção, como lavagem e higienização 

das mãos, cuja correta execução pode contribuir com redução de até 16% no risco de 

disseminação viral (Rabie & Curtis 2006). Outras medidas importantes são evitar contato com 

secreções nasais, uso de lenços descartáveis, evitar contato direto com indivíduos contaminados 

bem como locais públicos de superlotação quando estiver apresentando sintomatologia (Gould 

& Grey 2009). 

De todas as medidas profiláticas, a vacinação continua sendo o método mais eficaz no 

controle das infecções virais. Dentre os vírus respiratórios, a única vacina disponível é do vírus 

Influenza, embora ensaios clínicos recentes tenham sugerido vacinas atenuadas contra o RSV 

combinadas com adjuvantes capazes de induzir respostas celulares do tipo TH1, ainda inviáveis 

para uso na prática clínica (Meyer et al. 2008). Outras formulações consistem na aplicação nasal 

e intramuscular de subunidades da proteína de Fusão dos RSV, em conjunto com agonistas TLR 

e outros adjuvantes. Estudos em modelos murinos provaram a capacidade da formulação em 

estimular respostas imunes eficazes e balanceadas, sem sinais posteriores de imunopatologia, 

ressaltando a eficácia desse possível candidato a vacina em humanos (Garlapati et al. 2012).  

Segundo recomendações da Organização Mundial de Saúde (OMS) para o hemisfério 

sul, a vacina sazonal de subunidades do vírus influenza distribuída no ano de 2014 foi 

constituída de três variantes virais, FLUA H1N1 pdm09, FLUA H3N2 e FLUB, administrada 

em duas doses com quatro semanas de diferenças para crianças na faixa etária de um a oito anos 

e em uma dose para indivíduos acima de nove anos de idade (Carvalho et al. 2013, Brasil 

2014a). Atualmente no Brasil, a vacina é distribuída pelo Ministério da Saúde gratuitamente 

para gestantes, adultos com idade maior do que 60 anos, crianças com idade menor que dois 

anos, profissionais da área da saúde, imunodeprimidos e indivíduos portadores de doenças 

crônicas, como asma, diabetes, obesidade, cardiopatias e Síndrome de Down (Brasil 2014a). 

Outras vacinas vêm sendo desenvolvidas em centros brasileiros de pesquisa com resultados 

satisfatórios, como a vacina monovalente FLUA H5N1 de vírus inteiros inativados e de 

subunidades (Miyaki et al. 2010). 

Estão disponíveis, ainda, fármacos antivirais cujo uso no tratamento das infecções 

respiratórias é bastante disseminado, como os inibidores da Neuraminidase - Oseltamivir e 

Zanamivir, indicados principalmente para crianças de um a cinco anos de idade portadores de 



 

 

 

 

 26 

doenças pulmonares crônicas com alto risco de desenvolverem síndrome respiratória severa em 

decorrência da infecção pelos vírus Influenza. Os análogos de nucleosídeos, como a Ribavirina, 

também mostram resultados antivirais consideráveis no controle das infecções por RSV. 

Contudo, seu uso não é muito comum em decorrência de seus efeitos colaterais teratogênicos e 

por não prover bom prognóstico, uma vez que os danos inflamatórios nas infecções por RSV 

não são causados exclusivamente pela presença do vírus em replicação (Tregoning & Schwarze 

2010). 

Amantadina e Rimantadina, pertencentes ao grupo de fármacos inibidores da proteína 

viral M2, também têm sido utilizados como profilaxia contra a infecção por FLU. Desses, 

apenas o primeiro apresentou resultados satisfatórios (Jefferson et al. 2006). Aproximadamente 

em cada nove crianças tratadas com Amantadina, um caso de infecção por FLU foi prevenido, 

embora a segurança do uso do fármaco ainda não esteja bem estabelecida (Galvão et al. 2014). 

 

1.6 Epidemiologia 

 

Estima-se que infecções do trato respiratório e doenças respiratórias crônicas são 

responsáveis por cerca de quatro milhões de óbitos ao ano mundialmente, sendo que em países 

em desenvolvimento as taxas tendem a ser maiores (WHO 2008). A grande maioria dessas 

infecções são causadas por vírus respiratórios (Huijskens et al. 2012), indicando que a 

circulação desses patógenos não é restrita a determinadas regiões do globo. 

A incidência dos vírus respiratórios está intimamente ligada aos métodos de 

transmissão viral, influenciados por fatores climáticos e geográficos. Em climas temperados os 

padrões sazonais de circulação viral respondem muito ao fator temperatura (Yusuf et al. 2007), 

enquanto em climas tropicais outros fatores estão envolvidos, como precipitação pluviométrica 

e umidade relativa do ar, tornando a sazonalidade das infecções mais complexa de ser analisada 

(Lofgren et al. 2007). 

Khor et al. (2012) investigaram crianças hospitalizadas com doença respiratória aguda 

na Malásia encontrando prevalência global da infecção por pelo menos um vírus de 26,4%. 

Dentre os vírus detectados, RSV foi o de maior prevalência, seguido pelos PIVs, FLUA e B e 

Adenovírus (70,6%; 13,2%; 11% e 5,2% respectivamente). O perfil sazonal mais bem definido 

foi o das infecções por RSV, que teve picos em meses do ano de alta precipitação pluviométrica 

e baixas temperaturas. 

Em estudo realizado na China, entre 2009 e 2010, 720 amostras clínicas de swab da 

oro e nasofaringe bem como lavado broncoalveolar provenientes de crianças apresentando 
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IVAS e/ou IVAI foram testadas para os principais vírus respiratórios, Adenovírus, HBoV, 

HCoV, hMPV, FLU, RSV, PIV, Enterovírus e Rinovírus. Destas, 55,83% apresentaram 

positividade para pelo menos um dos vírus pesquisados. Os vírus mais prevalentes foram os 

Rinovírus (19,72%), PIV (17,78%) e FLU (13,9%). As infecções por FLU apresentaram pico 

de incidência em meses de outono e inverno; por PIV apresentaram maior incidência nos meses 

de verão e outono; por Enterovírus nos meses de verão; por RSV nos meses de inverno e 

primavera e as infecções por HBoV apresentaram pequenos picos de incidência durante o 

inverno e primavera. Os demais vírus não apresentaram perfis sazonais bem definidos (Lu et 

al. 2013). 

Tan et al. (2014) em Cingapura, reportaram índice de detecção viral de 49%. O estudo 

conduzido durante um período de três anos abrangeu militares apresentando sintomas de ITR 

com idade média de 20 anos. A variante FLUA pandêmica de 2009 foi a mais detectada, em 

13,4% das amostras coletadas que apresentaram apenas um vírus, seguida por FLUB (12,9%), 

Coxsackevirus (9%) e Rinovírus (7,5%) (Tan et al. 2014). 

Índice de infecção mais elevado foi encontrado por Huijskens et al. 2012, em crianças 

sintomáticas na Holanda. Em 130 das amostras analisadas foi detectado pelo menos um vírus 

(73,4%). RSV foi detectado em 36,6% das amostras, seguido por Rinovírus e Enterovírus, 

detectados em 24,1 e 8,5% respectivamente (Huijskens et al. 2012). 

Outro estudo realizado no Quênia em dois campos de refugiados onde a maioria das 

amostras coletadas adveio de pacientes pediátricos, a prevalência global da infecção por vírus 

respiratórios foi de 49,8%. Dos vírus identificados, os mais frequentes foram os Adenovírus 

(21,7%), RSV (12,5%), hMPV (5,7%) e PIV (9,4%) (Ahmed et al. 2012). 

No Brasil, os índices de detecção viral relacionados aos quadros de ITRS e ITRI 

variam de 17,29% a 85,5% em população pediátrica (Bezerra et al. 2011, Freitas et al. 2013, 

Arruda et al. 2014). Índices de 50 a 60% foram encontrados em pacientes adultos e jovens 

apresentando sintomas respiratórios agudos sob quimioterapia e após receberem dose controle 

da vacina sazonal de Influenza, respectivamente (Carvalho et al. 2013, Benites et al. 2014). 

Estudo recente realizado por Albuquerque et al. (2012) em crianças apresentando ITRS 

e ITRI no estado do Rio de Janeiro, entre os anos de 2006 e 2007, relatou índice de prevalência 

das infecções respiratórias virais de 31,2%. Os vírus mais prevalentes foram os Rinovírus, 

FLUA, hMPV, HBoV e RSV. A maioria das infecções foram detectadas nos meses de junho e 

novembro, correspondendo ao final do outono, inverno e primavera (Albuquerque et al. 2012). 

O Quadro 2 apresenta um levantamento de estudos conduzidos em populações 

pediátrica e adulta, sendo evidenciada uma relevante divergência com relação à frequência 
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relativa dos vírus respiratórios. A grande variedade de metodologias de diagnóstico e detecção 

viral, bem como a falta de padronização no desenho dos estudos podem ser fatores que 

contribuem com essa discrepância, embora a localização geográfica não possa ser descartada 

como outro possível fator contribuinte. 
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Quadro 2. Detecção viral em amostras respiratórias – Levantamento bibliográfico 

Autor, Ano, País 
N 

amostral 
Idade 

Método de coleta 

de amostras 

Metodologia 

de detecção 

Índice global 

de detecção 

Vírus mais frequentemente 

encontrados 

Índice de 

co-detecção 

Bicer et al. 2013, 

Turquia 
155 <9 anos 

Aspirado 

nasofaríngeo 

Multiplex RT-

PCR 
66,50% 

RSV (32%); Adeno (26,2%); 

PIV1-4 (19,4%); Rino (18,4%) 
21/155 

Schnell et al. 2014, 

França 
70 

média 

de 62 

anos 

Aspirado 

nasofaríngeo 

Multiplex PCR 

comercial 
49,00% FLUA (32,3%); Rino (17,6%) 2/70 

Tanner et al. 2012, 

Reino Unido 
2326 <5 anos 

Aspirado 

nasofaríngeo; Swab 

nasal 

qPCR 65,20% 
RSV (47,4%); Rino (30,6%); 

Adeno (13,9%) 
349/2326 

Culebras et al. 

2013, Espanha 
281 

<15 

anos 

Aspirado 

nasofaríngeo 

Multiplex PCR 

comercial 
80% 

RSV A (29,2%); HBoV (15%); 

Entero (9,6%); Rino (9,25%) 
94/281 

Althani et al. 2012, 

Qatar 
200 

>18 

anos 
Swab nasal qPCR 18% Rino (36%); HCoV (31%) - 

Olenec et al. 2010, 

Coréia do Sul 
58 

média 

de 6 

anos 

Secreção nasal 
Multiplex PCR 

comercial 
50% Rino (40%) - 

Khetsuriani et al. 

2006, EUA 
142 

2 - 5 

anos 
Swab nasal 

Multiplex RT-

PCR; qPCR 
41,50% 

Rino (37,3%); hMPV (3,5 %); 

Entero (2,1%) 
4/142 

Ozcan et al. 2011, 

Turquia 
104 

3 - 17 

anos 
Swab nasal 

Multiplex PCR 

comercial 
46,60% 

Rino (28,8%); PIV 1 - 4 (7,7%); 

RSV (6,7%) 
9/104 
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Autor, Ano, País 
N 

amostral 
Idade 

Método de coleta 

de amostras 

Metodologia 

de detecção 

Índice global 

de detecção 

Vírus mais frequentemente 

encontrados 

Índice de 

co-detecção 

Wark et al. 2013, 

Austrália 
235 

média 

de 47 

anos 

Swab nasal qPCR 35,30% Rino (40%) 9/235 

Khor et al. 2012, 

Malásia 
12977 <5 anos 

Aspirado 

nasofaríngeo; Swab 

nasal 

IFI; Cultivo 

celular 
26,40% 

RSV (70,6%); PIV 1 - 4 

(13,2%); FLUA (11%) 
26/12977 

Dierig et al. 2014, 

Austrália 
381 <3 anos Swab nasal 

Multiplex 

qPCR 
25,70% Rino (39%); Adeno (39%) - 

Lu et al. 2013, 

China 
720 

<14 

anos 

Lavado 

broncoalveolar; 

Swab nasal 

Multiplex 

nested RT-PCR 
55,80% 

Rino (19,7%); PIV (17,7%); 

FLU (13,9%) 
99/720 

Amin et al. 2013, 

Egito 
130 

2 - 12 

anos 
Swab nasal qPCR 41,50% RSV (51,9%); hMPV (25,9%) 0/130 

Thavagnanam et al. 

2010, Reino Unido 
55 

1 – 14 

anos 

Lavado 

broncoalveolar 

Multiplex 

nested RT-PCR 
35% 

Adeno (47,3%); RSV (26,3%); 

Rino (15,7%)  
- 

Kwon et al. 2014, 

Coréia do Sul 
309 <6 anos Swab nasal 

Multiplex 

nested RT-PCR 

*Todas as 

amostras foram 

previamente 

testadas 

positivas 

RSV (34,9%); hMPV (22,6%); 

Rino (14,6%); Adeno (12,3%) 
- 

Bezerra et al. 2011, 

Brasil 
407 <5 anos 

Aspirado 

nasofaríngeo 

Multiplex 

qPCR 
85,50% 

RSV (37,3%); Adeno (24,8%); 

Rino (18,9%); HBoV (18,7%) 
161/407 
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Autor, Ano, País 
N 

amostral 
Idade 

Método de coleta 

de amostras 

Metodologia 

de detecção 

Índice global 

de detecção 

Vírus mais frequentemente 

encontrados 

Índice de 

co-detecção 

Gardinassi et al. 

2012, Brasil 
272 <6 anos 

Aspirado 

nasofaríngeo 

Multiplex RT-

PCR 
54,00% RSV (29%); Rino (23,1%) - 

Albuquerque et al. 

2012, Brasil 
205 

<15 

anos 
Swab nasal 

Multiplex RT-

PCR; qPCR 
31,20% 

Rino (51,5%); FLUA; hMPV; 

HBoV (7,8%) 
8/205 

Benites et al. 2014, 

Brasil 
104 

<21 

anos 

Aspirado 

nasofaríngeo 
qPCR 48% 

Rino (23,1%); RSV (8,7%); 

HcoV (6,8%) 
21/104 

Arruda et al. 2014, 

Brasil 
303 <2 anos 

Aspirado 

nasofaríngeo 
qPCR 78,9% 

RSV (33,1%); Rino (29,4%); 

HBoV (19,2%) 
- 

IFI, Imunofluorescência Indireta; FLU, Vírus Influenza; RSV, Vírus Sincicial Respiratório; PIV, Vírus Parainfluenza;  Rino, 

Rinovírus; Entero, Enterovírus; HcoV, Coronavírus; hMPV, Metapneumovírus humanos; Adeno, Adenovírus; HBoV, Bocavírus 

humanos 
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1.6.1 Infecções virais e Exacerbações Asmáticas 

 

Como citado anteriormente, as infecções virais constituem um fator relacionado com 

o agravamento da sintomatologia asmática, em episódios conhecidos como exacerbações. 

(Sandrock & Norris 2015). Essa relação pode ser evidenciada nos poucos estudos de 

investigação já realizados comparando crianças asmáticas apresentando exacerbação dos 

sintomas com grupos controle, geralmente constituídos por crianças asmáticas estáveis (sem 

agravamento dos sintomas) (Khetsuriani et al. 2006, Mandelcwajg et al. 2010, Ozcan et al. 

2011, Leung et al. 2013, Teeratakulpisarn et al. 2014). 

Nesse cenário, a presença de vírus tem sido detectada em 50% (p<0.001, IC 95%) a 

53,8 (p = 0.012, IC 95%) dos casos de exacerbação asmática em comparação com grupos 

controle. Os vírus mais frequentemente detectados, em concordância com estudos conduzidos 

em crianças com ITR, são os Rinovírus, presentes em 26,2 (p = 0.018, IC 95%) a 35,6% (p = 

0.002, IC 95%) das exacerbações asmáticas, seguidos dos RSV (6,7%) e hMPV (5,8%), dados 

de estudos conduzidos na Turquia e em Hong Kong, respectivamente (Ozcan et al. 2011, Leung 

et al. 2013).  

A gravidade dos sintomas durante a crise de exacerbação asmática também demonstra 

significância com a presença de pelo menos um vírus nas amostras clínicas, o que foi 

evidenciado por Amin et al. (2013). Dos pacientes apresentando crises moderadas ou severas, 

29,6% (p<0.001, IC 95%) tiveram pelo menos um vírus detectado eu seus espécimes clínicos 

(Amin et al. 2013). 

No Brasil até o momento não existem estudos específicos que visaram a detecção de 

vírus respiratórios e sua relação com quadros de exacerbação asmática, sendo que a grande 

maioria dos estudos têm como foco hospitalizações por doença respiratória aguda, bem como 

uma abordagem clínico-epidemiológica (Thomazelli et al. 2007, Carvalho et al. 2013, de-Paris 

et al. 2014). Na região Centro-Oeste estudo recente conduzido pelo nosso grupo de pesquisa 

não observou diferenças estatísticas entre o grupo de asmáticos exacerbados e não exacerbados 

após a triagem das amostras por Imunofluorescência indireta (IFI). Ressalta-se ainda a detecção 

de Rinovírus em significativa parcela das amostras (Costa 2014). Além desse estudo, os únicos 

dados disponíveis sobre incidência das infecções respiratórias na região se resumem aos 

boletins epidemiológicos sobre Influenza e SRAG disponibilizados pelo Ministério da Saúde 

(Brasil 2013). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Mundialmente, infecções agudas do trato respiratório (ITRs) representam importante 

causa de morbidade e mortalidade entre crianças. Embora possam ser associadas a bactérias e 

fungos, os vírus constituem os principais agentes etiológicos responsáveis por essas infecções. 

(Barker et al. 2001, Boone & Gerba 2007, Van Der Zalm et al. 2009, Ruuskanen et al. 2011). 

Os vírus respiratórios têm sido descritos como a causa mais frequente de exacerbação de 

sintomas entre pacientes apresentando doença pulmonar crônica obstrutiva e asma, com 

destaque para as infecções por rinovírus (Johnston et al. 1995, Althani et al. 2012, Kurai et al. 

2013).  

Asma é a condição clínica respiratória crônica mais frequente em crianças. Estimativas 

apontam que cerca de 300 milhões de pessoas sejam afetadas pela asma em todo mundo, com 

a observação do aumento de sua prevalência nos últimos anos (Dougherty & Fahy 2009). 

Apesar dos avanços na padronização de medicamentos direcionados ao tratamento e ainda, o 

desenvolvimento de programas de controle da asma (Stirbulov et al. 2006) a ocorrência de 

quadros de exacerbações respiratórias agudas têm constituído a principal causa de morbidade e 

mortalidade associada à asma (Dougherty & Fahy 2009). 

Considerando a população pediátrica, dados sobre a incidência das infecções virais 

além de seu impacto nos casos de exacerbação asmática são escassos no Brasil e principalmente 

na região Centro-Oeste, sendo que a grande maioria dos estudos têm como foco hospitalizações 

por doença respiratória aguda, bem como uma abordagem clínico-epidemiológica (Thomazelli 

et al. 2007, Carvalho et al. 2013, de-Paris et al. 2014). Sendo assim, é de essencial importância 

a avaliação de episódios de asma com exacerbação de sintomas ou não e a associação destes 

quadros com infecção por vírus respiratórios, considerando diferentes aspectos como 

epidemiologia, prevalência e sazonalidade. 

Diante do exposto, a presente proposta tem a perspectiva de agregar conhecimentos no 

contexto da asma e das infecções do trato respiratório em população pediátrica, considerando a 

presença de vírus, visando obter uma melhor compreensão do papel destes agentes e ainda, 

fornecer subsídios que auxiliem no aperfeiçoamento de medidas preventivas ou associadas ao 

tratamento. 

 

 

 



 

 

 

 

 34 

3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Investigar a ocorrência de vírus respiratórios em população pediátrica na cidade de 

Goiânia - Goiás: crianças com quadro de infecção do trato respiratório e crianças 

asmáticas (exacerbadas ou assintomáticas). 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Determinar o índice de positividade para vírus respiratórios na população estudada; 

 Identificar a ocorrência de co-detecção viral nas amostras avaliadas; 

 Analisar o índice de positividade para cada vírus em relação aos grupos populacionais 

estudados; 

 Relacionar a positividade viral à presença de sintomas das crianças; 

 Avaliar o perfil de circulação dos vírus respiratórios identificados. 
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4 METODOLOGIA 

 

 

4.1 Delineamento e População de Estudo 

 

A presente investigação consistiu de estudo de corte transversal, com coleta de dados 

realizada no período de agosto de 2012 a agosto de 2013. A população de estudo consistiu de 

crianças com idade entre quatro a 14 anos, atendidas em dois hospitais públicos, um hospital 

privado e duas unidades de pronto-atendimento da Secretaria Municipal de Saúde de Goiânia - 

Goiás. O limite inferior de idade foi definido na tentativa de evitar a inclusão de crianças com 

sibilância de outra causa, não asma, comum nos primeiros três anos de idade, enquanto o limite 

superior foi definido por se tratar da idade máxima limite para atendimento pediátrico em 

unidades públicas de saúde. 

Como critério de inclusão, foram consideradas as crianças apresentando sintomas que 

permitissem a classificação em uma das três categorias: asmáticos exacerbados (AE), asmáticos 

não exacerbados (ANE) e não asmáticos com sintomas de infecção do trato respiratório (ITR). 

Para esta classificação, asma foi definida como mais de dois episódios prévios de sibilância, 

dispneia com resposta clínica a broncodilatadores ou diagnosticada por médico não relacionado 

ao estudo e a exacerbação como um episódio agudo que levou à busca do atendimento de 

urgência com ou sem necessidade de internação. Foram considerados sintomas de infecção do 

trato respiratório a presença de dois ou mais sintomas (febre, coriza, dor de garganta ou tosse) 

nas 48 horas anteriores à consulta, com duração inferior a cinco dias.  Foram excluídos 

pacientes portadores de doenças respiratórias de base (fibrose cística, bronquiectasias), outras 

doenças crônicas como diabetes, imunodeficiência, insuficiência renal, encefalopatia crônica e 

doenças metabólicas.  

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Goiás, protocolo 175/2011.  

 

4.2 Coleta de dados e amostras 

 

O recrutamento dos pacientes foi realizado nas unidades de saúde, por membros da 

equipe de pesquisadores envolvidos na pesquisa. Os pacientes e seus responsáveis foram 

esclarecidos sobre os objetivos e metodologia do estudo. Em seguida, em caso de 

consentimento dos pais ou responsáveis pela criança, foi feita a assinatura do Termo de 
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Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE – Anexo 1) pelo mesmo, seguida de preenchimento 

do questionário (Anexo 2). 

Posteriormente, foram coletados Aspirados Nasofaríngeos (ANF) e/ou swab nasal em 

casos de impossibilidade de coleta do ANF, seguindo recomendações do Ministério da Saúde 

(Brasil 2010). 

Após a coleta todos os espécimes clínicos foram acrescidos de 1,5 mL de meio de 

transporte (Meio essencial mínimo – MEM, Gibco) e encaminhados ao Laboratório de 

Virologia Humana – IPTSP/UFG, onde foram armazenados em freezer a -20 ºC e processados 

dentro de um prazo máximo de quatro horas.  

 

4.3 Preparo das Amostras Clínicas 

 

Inicialmente os ANF e swabs nasais foram processados para obtenção de uma solução 

homogênea sem células em Meio Essencial Mínimo (MEM). De forma resumida, o espécime 

clínico foi diluído em 3mL de MEM, homogeneizado e centrifugado à 1200 rpm, -4ºC por dez 

minutos. Os sobrenadantes foram separados do sedimento celular e devidamente armazenados 

em freezer a -80ºC até a realização dos ensaios moleculares. 

 

4.4 Extração do Material Genético 

 

O material genético viral foi extraído a partir de 200 µL do fluído proveniente das 

amostras clínicas processadas, utilizando kit comercial de acordo com protocolo fornecido pelo 

fabricante (QIAamp cador pathogen Mini Kit, QIAGEN, Alemanha). 

Brevemente, as amostras foram tratadas com proteinase K e RNA carreador, seguido 

de homogeneização em vórtex. Adicionou-se tampão de lise às amostras e após nova etapa de 

homogeneização o lisado foi transferido para mini-colunas de eluição fornecidas pelo kit. 

Seguiu-se duas etapas de lavagem com tampões específicos e ao final do processo foi obtido 

um concentrado de 150 µL por amostra extraída, sendo armazenado imediatamente em freezer 

a -80 ºC até a realização dos ensaios moleculares. 

O procedimento foi realizado de forma a evitar possíveis contaminações e, para cada 

dez amostras extraídas foi adicionado um tubo contendo o controle negativo (água MiliQ), o 

que persistiu em todas as etapas subsequentes. 
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4.5 Triagem molecular 

 

4.5.1 Transcrição Reversa 

 

Do produto de extração, 20 µL foram submetidos à reação de transcrição reversa 

objetivando converter em cDNA o RNA genômico dos vírus a serem pesquisados. Para tanto, 

foi utilizado Iniciador Randômico (PdN6- Invitrogen® life techonologies, Foster City, 

Califórnia, EUA), água DEPC, 1 mM de desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTPs), 1 mM  

decloreto de magnésio, 10U da enzima transcriptase reversa (MMLV - Invitrogen® life 

techonologies, Foster City, Califórnia, EUA), tampão 10X –MgCl2 e 24U de enzima inibidora 

de RNAse (RNAseOUT – Invitrogen, Foster City, Califórnia, EUA) para a preparação da 

mistura de reação em um volume final de 50 µL. A ciclagem utilizada (Mastercycler 

Personal/Eppendorf) consistiu de um único ciclo nas temperaturas de 25ºC, por 5 minutos; 

42ºC, por 10 minutos; 50ºC, por 20 minutos e 85ºC, por 5 minutos. 

 

4.5.2 Reação em cadeia pela polimerase 

 

Foi proposta a elaboração de três reações de multiplex nested-PCR para a detecção de 

16 vírus respiratórios (FLU A, B e C, RSV A e B, PIV 1 – 4, HCoV-229E, HCoV-OC43, 

Rinovírus, Enterovírus, Adenovírus, HBoV e hMPV). Para isso, a partir de iniciadores descritos 

por Coiras e cols. (2003, 2004), López-Huertas e cols. (2005), Pozo e cols. (2007), Allard e 

cols. (1992), Puig e cols. (1994), foram construídos diferentes protocolos. 

Foram consideradas regiões-alvo classicamente utilizadas por metodologias de 

detecção molecular baseadas na PCR, por seu relativo grau de conservação e capacidade de 

diferenciação entre diferentes vírus de uma mesma família. Além disso, para a escolha dos 

iniciadores levou-se em conta a diferença de tamanho entre os fragmentos gerados e sua 

disposição na corrida eletroforética. 

Após extensa etapa de padronização e testes, estabeleceram-se três reações de 

multiplex distintas, de forma que cada espécime clínico teve de ser submetido a três reações 

diferentes: MVR1 (FLU A, B e C, RSVA e B); MVR2 (PIV 1 – 4, HCoV 229E e OC43, 

Rinovírus e Enterovírus); MVR3 (Adenovírus, HBoV e hMPV). Para as etapas de 

padronização, foram utilizadas amostras controle positivas e água MilliQ como controle 

negativo. Amostras com resultado positivo foram triadas novamente por monoplex para 

confirmação, utilizando-se iniciadores específicos para o(s) vírus detectado(s).  Após a 
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definição dos três protocolos foram escolhidas amostras representativas de cada vírus detectado 

para serem submetidas ao sequenciamento dos fragmentos amplificados. 

PCRMVR1 – Primeira amplificação. A 5 µL de cDNA previamente sintetizado foram 

adicionados Tampão 10X (-MgCl2), 3mM de MgCl2, dNTPs a 0,1 mM cada, 0,4 mM dos 

iniciadores específicos (Tabela 2), 1,5U da enzima TaqDNA polimerase (TaqDNA Polymerase, 

recombinant - Invitrogen, Foster City, Califórnia, EUA) e água MiliQ, completando um volume 

final de 50 µL. A ciclagem utilizada no termociclador consistiu de uma etapa de desnaturação 

inicial a 94ºC por dois minutos, 45 ciclos de desnaturação (94ºC, 30 segundos), anelamento 

(50ºC, dois minutos) e extensão (68ºC, um minuto), por fim extensão final a 68ºC por 10 

minutos. 

 

Segunda amplificação. Para a Nested foram utilizados 4 µL do produto da primeira 

amplificação e os mesmos reagentes utilizados na primeira etapa, nas mesmas concentrações 

diferindo apenas no conjunto de iniciadores utilizados (Tabela 1) e na concentração da enzima 

TaqDNA polimerase, 5 U por reação. A ciclagem utilizada foi a seguinte: etapa de desnaturação 

inicial a 95ºC por quatro minutos, 35 ciclos de desnaturação (94ºC, 30 segundos), anelamento 

(55ºC, um minuto) e extensão (72ºC, 30 segundos), seguido de extensão final a 72ºC por 10 

minutos.  

 

Tabela 1. Sequência dos Iniciadores utilizados na reação PCRMVR1 

PCRMVR1 

Nome Sequência 5' - 3' Região alvo Fragmento (pb) 

FluAC1 GAACTCRTYCYWWATSWCAAWGRRGAAAT NP  

FluB1 ACAGAGATAAAGAAGAGCGTCTACAA NP  

FluABC2 ATKGCGCWYRAYAMWCTYARRTCTTCAWAIGC NP  

RSVAB1 ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT 
F  

RSVAB2 AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATTC 

    

Nested 

FluAB3 GATCAAGTGAKMGRRAGYMGRAAYCCAGG NP 

301(FLUA) 

226(FLUB) 

111(FLUC) 

FluC3 AAATTGGAATTTGTTCCTTTCAAGGGACA NP 

FluAC4 TCTTCAWATGCARSWSMAWKGCATGCCATC NP 

FluB4 CTTAATATGGAAACAGGTGTTGCCATATT NP 

RSVA3 TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC F 363(RSVA) 

 RSVA4 AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT F 

RSVB3 ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG F 
611(RSVB) 

RSVB4 GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG F 
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PCRMVR2 – Primeira amplificação. Para a reação foram utilizados 4 µL do cDNA 

sintetizado, água MiliQ, 0,16 mM de cada iniciador (Tabela 2), e mix comercial para PCR 

(GoTaq Colorless Master Mix – Promegacorporation, Madison, Wisconsin, EUA - 50 U/mL de 

Taq DNA polimerase, Tampão de reação - pH 8,5, 400µM dATP, 400µM dGTP, 400µM dCTP, 

400µM dTTP e 3mM MgCl2), para um volume final de 25 µL. A amplificação foi realizada sob 

as seguintes condições: desnaturação inicial a 94ºC por três minutos, 45 ciclos de desnaturação 

(94ºC, 30 segundos), anelamento (55ºC, um minuto e 30 segundos) e extensão (72ºC, um 

minuto), seguido de extensão final a 72ºC por 10 minutos. 

 

Segunda amplificação. Partindo de 2 µL do produto da primeira amplificação foram 

adicionados os mesmos reagentes da primeira, alterando-se apenas o conjunto de iniciadores 

(Tabela 2) e a concentração dos mesmos, a 0,2 mM. Os ciclos para a reação foram os mesmos 

citados na segunda amplificação do primeiro grupo (PCRMVR1). 

 

Tabela 2. Sequência dos iniciadores utilizados na reação PCRMVR2 

PCRMVR2 

Nome Sequência 5' - 3' Região alvo Fragmento (pb) 

1-PIV13 AGGWTGYSMRGATATAGGRAARTCATA HN  

2-PIV13 CTWGTATATATRTAGATCTTKTTRCCTAGT HN  

1-PIV2 TAATTCCTCTTAAAATTGACAGTATCGA HN  

1-PIV4 ATCCAGARRGACGTCACATCAACTCAT 5'NCR-HN  

2-PIV24 TRAGRCCMCCATAYAMRGGAAATA HN  

1-HcoV TGTGCCATAGARGAYWTACTTTTT S  

2-HcoV AACCGCTTKYACCAKCAAYGCACA S  

1-EV/RV CTCCGGCCCCTGAATRYGGCTAA 5'NCR-VP4/VP2  

2-EV/RV TCIGGIARYTTCCASYACCAICC 5'NCR-VP4/VP2  

    

Nested 

3-PIV13 ACGACAAYAGGAARTCATGYTCT HN 

439(PIV1) 

390(PIV3) 

297(PIV2) 

174(PIV4) 

4-PIV1 GACAACAATCTTTGGCCTATCAGATA HN 

4-PIV3 GAGTTGACCATCCTYCTRTCTGAAAAC HN 

3-PIV24 CYMAYGGRTGYAYTMGAATWCCATCATT HN 

4-PIV2 GCTAGATCAGTTGTGGCATAATCT HN 

4-PIV4 TGACTATRCTCGACYTTRAAATAAGG HN 

3-HcoV TTGTGCGCAATGTTATAAWGGYAT S 630(229E) 

587(OC43) 4-HcoV GATAATRTGAGTRCCATTWCCACA S 

3-EV/RV ACCRASTACTTTGGGTRWCCGTG 5'NCR-VP4/VP2 226(Entero) 

110 (Rino) 4-EV/RV CTGTGTTGAWACYTGAGCICCCA 5'NCR-VP4/VP2 
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PCRMVR3 – Primeira amplificação. Para um volume final de 25 µL foram utilizados 

2,5 µL do cDNA sintetizado, água MiliQ, 0,2 mM de cada iniciador específico (Tabela 3) e mix 

comercial GoTaq (GoTaq Colorless Master Mix – Promegacorporation, Madison, Wisconsin, 

EUA - 50 U/mL de Taq DNA polimerase, Tampão de reação - pH 8.5, 400µM dATP, 400µM 

dGTP, 400µM dCTP, 400µM dTTP e 3mM MgCl2). A amplificação ocorreu sob as seguintes 

condições: desnaturação inicial a 94ºC, por três minutos, 40 ciclos de desnaturação (94ºC, 30 

segundos), anelamento (53ºC, um minuto), extensão (72ºC, 40 segundos) e uma etapa final de 

extensão a 72ºC por 10 minutos. 

 

Segunda amplificação. As condições da Nested foram as mesmas da reação anterior, 

exceto os iniciadores (Tabela 3) e a quantidade de material inicial (2 µL do produto da primeira 

amplificação). A ciclagem utilizada no termociclador foi a seguinte: desnaturação inicial a 

94ºC, 30 ciclos de desnaturação (94ºC, três minutos), anelamento (55ºC, um minuto), extensão 

(72ºC, 40 segundos) e a etapa final de extensão a 72ºC por 10 minutos. 

 

Tabela 3. Sequência dos Iniciadores utilizados na reação PCRMVR3 

PCRMVR3 

Nome Sequência 5' - 3' Região alvo Fragmento (pb) 

MIS GAGTCCTACCTAGTAGACAC Matriz  

MIA TTGTYCCTTGRTGRCTCCA Matriz 

HBOV1f CACAGGAGCMGGAGYCGCAG NP-1/VP1/VP2 

 HBOV1r CCAAGATATYTRTATCCAGG NP-1/VP1/VP2 

hexAA1885 GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC Héxon  

hexAA1913 CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT Héxon  

    

Nested 

MIS  Matriz 
718 (hMPV) 

M2A TCTTGCAKATYYTRCTKATGCT Matriz 

HBOV2f GTGGTGTGGGTTCTACTGGC NP-1/VP1/VP2 
243 (HBoV) 

HBOV2r CTACGGTACACATCATCCCAG NP-1/VP1/VP2 

nexAA1893 GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG Héxon 
142 (Adeno) 

nexAA1905 TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC Héxon 

 

 

4.5.3 Eletroforese em gel de agarose 

 

Os produtos de amplificação (9 μL), bem como o padrão de peso molecular 100bp 

DNA ladder (InvitrogenTM/Life Technologies) foram misturados a 1μL do tampão de corante 
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da amostra (Azul de bromofenol; Xilenocianol; Glicerol) e aplicados em gel de agarose 

(InvitrogenTM/Life Technologies) a 2 %, contendo 0,5mg/mL de brometo de etídeo e 

submetido a eletroforese em tampão TBE 0,5X (Tris/Borato/EDTA). Posteriormente, o gel foi 

examinado em transluminador ultravioleta para a visualização dos fragmentos de DNA de 

tamanho esperado (Tabelas 1, 2 e 3). 

 

4.6 Análise Estatística 

  

A avaliação das diferenças entre as variáveis e grupos foi realizada utilizando o teste 

χ2 ou exato de Fisher, quando necessário, com intervalo de confiança de 95%. As análises foram 

realizadas utilizando os programas Epi Info versão 7 e IBM SPPS Statistics, versão 20.  
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5 RESULTADOS 

 

 

Durante o período compreendido entre agosto de 2012 e agosto de 2013, 265 amostras 

clínicas foram coletadas em dois hospitais públicos, um hospital privado e duas unidades de 

pronto-atendimento da secretaria municipal de saúde da cidade de Goiânia – Goiás. Do total de 

amostras, 40 foram removidas do estudo por insuficiência de material clínico ou inconsistência 

de dados do questionário e assim, o material consistiu de 193 amostras de ANF e 32 de swab 

nasal. 

 

Tabela 4. Características da população e índice de positividade viral nas amostras pesquisadas 

  

 N (%) 
Infecção viral                              

Pelo menos um vírus / Total (%) 
p 

Idade    

   4 - 6 anos 99 (44) 20/99 (20,2) 0,1 

   7 - 10 anos 90 (40) 18/90 (20) 0,1 

   11 - 14 anos 36 (16) 4/36 (11,1)  

Sexo    

   Masculino 134 (59,6) 25/134 (18,7)  

   Feminino 91 (40,4) 17/91 (18,7) 0,9 

Grupo    

   Asma Exacerbada (AE) 92 (40,9) 15/92 (16,3) 0,4 

   Asma Não Exacerbada (ANE) 61 (27,1) 9/61 (14,8)  

   Infecção do Trato Respiratório (ITR) 72 (32) 18/72 (25) 0,07 

Tabagismo familiar    

   Algum fumante 85 (38,3) 12/85 (14,1)  

   Nenhum fumante 137 (61,7) 28/137 (20,4) 0,1 

   SI 3    

Vacina FLU    

   Não 121 (54,5) 25/121 (20,7) 0,1 

   Uma ou duas doses 101 (45,5) 16/101 (15,8)  

   SI 3    

Período de Coleta    

   Período seco 172 (76,4) 26/172 (15,12)  

   Período chuvoso 53 (23,6) 16/53 (30,19) 0,009* 

*Valor estatisticamente significativo 

 

Dos 225 pacientes envolvidos no estudo, 44% (99) constituíram o grupo na faixa etária 

de quatro a seis anos de idade, com um predomínio de crianças do sexo masculino (59,6%). 

Para composição dos grupos de estudo, 92 crianças foram agrupadas como asmáticas 

exacerbadas (40,9%), 61 crianças (27,1%) asmáticas não exacerbadas ou estáveis e 72 (32%) 
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como infecção do trato respiratório. Outras características da população estudada encontram-se 

listadas na tabela 4. 

Todas as amostras foram analisadas pelo protocolo proposto, e após finalizados os 

ensaios moleculares, um espécime representativo de cada vírus detectado foi selecionado para 

o sequenciamento genômico. As sequências de qualidade foram utilizadas para elaboração de 

uma sequência consenso (contig). Os contigs obtidos foram submetidos ao alinhamento local 

com sequências depositadas em banco de dados (NCBI) sendo comprovada a especificidade 

dos fragmentos amplificados. 

Do total de amostras analisadas, 42 apresentaram positividade para pelo menos um dos 

vírus pesquisados, resultando em um índice global de detecção de 18,6%. Análise estatística 

considerando a positividade viral em relação às características da população como idade, sexo, 

relato de tabagismo familiar e vacinação para Influenza não apresentou diferença 

estatisticamente significativa (p>0,05), embora tenha sido observado maior índice de detecção 

viral entre crianças com idade inferior a seis anos (20,2%) (Tabela 4). 

Para a avaliação do índice de detecção viral em relação aos grupos estudados, foram 

consideradas as amostras com positividade para pelo menos um vírus. O maior índice de 

positividade viral foi observado no grupo de crianças com infecção do trato respiratório 

(25,0%). Entre crianças apresentando exacerbação asmática (AE) o índice observado foi de 

16,3%, maior do que o identificado para o grupo controle, constituído de crianças com asma 

estável (ANE) (14,7%) (Tabela 4), embora esses dados não tenham sido estatisticamente 

significativos (p>0,05). 

Entre os indivíduos positivos, observou-se um maior percentual de Rinovírus (12/42 - 

28,6%), seguidos por FLUA (5/42 - 11,9%), Adenovírus (5/42 - 11,9%), HBoV (5/42 - 11,9%), 

RSVA (4/42 - 9,5%), Enterovírus (3/42 - 7,1%), FLUB (2/42 - 4,8%), PIV2 (2/42 - 4,8%), PIV3 

(2/42 - 4,8%), HCoV OC43 (2/42 - 4,8%), FLUC (1/42 - 2,4%), RSVB (1/42 - 2,4%), PIV1 

(1/42 - 2,4%) e HCoV 229E (1/42 - 2,4%) (Tabela 5). PIV4 e hMPV não foram detectados em 

nenhuma amostra neste estudo. A Figura 2 ilustra a positividade viral encontrada nas amostras 

analisadas. 
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Adicionalmente, nas amostras de quatro pacientes ocorreu a co-detecção de dois 

agentes virais, nas quais os Rinovírus foram detectados em três. As amostras com mais de um 

vírus detectado apresentaram positividade para Rinovírus + PIV3; Rinovírus + PIV2; 

Enterovírus + HBoV e Rinovírus + FLUB (Tabela 6). Dessas, duas foram obtidas de pacientes 

com asma exacerbada, uma no grupo controle e uma no grupo de crianças apresentando apenas 

infecção do trato respiratório. 

 

Tabela 6. Amostras apresentando co-detecção 

Dois vírus detectados Número de amostras 

Rinovírus + PIV2 1 

Rinovírus + PIV3 1 

Rinovírus + FLUB 1 

Enterovírus + HBoV 1 

Total 4 

 

 

11,90%; 
FLUA

4,80%; 
FLUB

2,40%; 
FLUC

11,90%; 
RSV

11,90%; 
PIVs

7,10%; 
HCoVs

28,60%; 
Rinovírus

7,10%; 
Enterovírus

11,90%; 
Adenovírus

11,90%; 
HBoV

FLUA

FLUB

FLUC

RSV

PIVs

HCoVs

Rinovírus

Enterovírus

Adenovírus

HBoV

Tabela 5. Vírus detectados no estudo* 

Apenas um vírus 

detectado 
Número de amostras  

FLUA 5 

FLUB 1 

FLUC 1 

RSVA 4 

RSVB 1 

PIV1 1 

PIV2 1 

PIV3 1 

HCoV OC43 2 

HCoV 229E 1 

Rinovírus 9 

Enterovírus 2 

Adenovírus 5 

HBoV 4 

Total 38 

*PIV4 e hMPV não foram detectados 

Figura 2. Positividade para os vírus respiratórios pesquisados 
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Observou-se ainda o perfil diferenciado da detecção viral nos três grupos 

populacionais do estudo (Figura 3). Os Rinovírus foram detectados em grande porcentagem de 

amostras dos três diferentes grupos. Comparando-se o grupo de asmáticos exacerbados com o 

grupo controle, foi detectado maior índice de positividade por Rinovírus entre os pacientes 

apresentando exacerbação. 

 Outros dois vírus detectados quase exclusivamente em quadros de exacerbação 

asmática foram os Influenza (A e B) e os RSV (A e B). O único grupo em que também foram 

detectados, embora em menor porcentagem, foi o grupo de crianças apresentando apenas 

infecção do trato respiratório (Tabela 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ressalta-se a grande diversidade de vírus detectados no grupo de crianças com 

infecção do trato respiratório. Nesse grupo apenas os vírus FLUB e FLUC não foram detectados 

(Figura 3, Tabela 7). 

 

 

AE ANE 

ITR 

Figura 3. Positividade viral em relação aos grupos de estudo 
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Tabela 7. Análise do índice de detecção viral em relação aos grupos de estudo 

  

Asma    

Exacerbada            

n = 92 (%) 

Asma não 

exacerbada     

n = 61 (%) 

p 

Asma    

Exacerbada            

n = 92 (%) 

Infecção do Trato 

Respiratório         

n = 72 (%) 

p 

FLUA 2 (2.2) 0  2 (2.2) 3 (4.2) 0.2 

FLUB 2 (2.2) 0  2 (2.2) 0  

FLUC 0 1 (1.6)  0 0  

RSV (A, B) 3 (3.3) 0  3 (3.3) 2 (2.7) 0.4 

PIV (1, 2, 3) 1 (1.08) 3 (4.9) 0.09 1 (1.08) 1 (1.4) 0.4 

HCoV      

(OC43, 229E) 
0 1 (1.6)  0 2 (2.7)  

Enterovírus 1 (1.08) 0  1 (1.08) 2 (2.7) 0.2 

Rinovírus 5 (5.43) 2 (3.2) 0.2 5 (5.43) 5 (6.9) 0.3 

Adenovírus 1 (1.08) 2 (3.2) 0.2 1 (1.08) 2 (2.7) 0.2 

HBoV 2 (2.2) 1 (1.6) 0.4 2 (2.2) 2 (2.7) 0.4 

Total 17 (18.4) 10 (16.3) 0.3 17 (18.4) 19 (26.3) 0.1 

 

Dos pacientes asmáticos exacerbados com pelo menos um vírus detectado em suas 

amostras respiratórias, 80% apresentaram febre. Nesse mesmo grupo de pacientes, aqueles que 

apresentaram febre e não tiveram nenhum vírus detectado constituíram apenas 55,4% (p = 0.03, 

IC 95%) (Tabela 8). Em relação aos demais sintomas apresentados pelos pacientes, segundo 

informações obtidas pelo questionário, não observou-se relação estatisticamente significativa 

entre a presença de sintomas e a positividade, em nenhum dos grupos de estudo (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Análise da positividade viral e presença de sintomas para os grupos AE e ITR 

  Asmáticos Exacerbados (AE) Infecção do Trato Respiratório (ITR) 

Sintomas  

Pacientes com 

vírus detectados    

n = 15 (%) 

Pacientes sem 

vírus detectados    

n = 77 (%) 

p 

Pacientes com 

vírus detectados 

n = 18 (%) 

Pacientes sem 

vírus detectados 

n = 54 (%) 

p 

       

Febre 12 (80) 42 (55.4) 0,03 13 (72.2) 48 (88.8) - 

Tosse  15 (100) 74 (96.1) 0,2 18 (100) 52 (96.2) 0.2 

Coriza 12 (80) 62 (80.5) 0,4 18 (100) 49 (90.7) 0.1 

Mialgia 9 (60) 32 (41.5) 0,1 13 (72.2) 31 (57.4) 0.1 

Dor de garganta 9 (60) 38 (49.3) 0,2 12 (66.6) 30 (55.5) 0.2 
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Os vírus identificados apresentaram distribuição durante todo o período entre 

setembro/2012 a agosto/2013. A maioria dos vírus foram detectados em amostras coletadas 

durante os meses de maior precipitação pluviométrica e maior umidade relativa do ar (UR) 

durante o ano (Figura 4). Apesar de maior número de amostras ter sido coletado durante os 

meses de baixa precipitação pluviométrica, a taxa de detecção viral foi maior durante a estação 

chuvosa (30.19%, p = 0.009, IC 95%) (Tabela 4), compreendendo os meses de outubro/2012 a 

março/2013 (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Embora o pequeno número de amostras positivas, análise considerando os meses de 

estudo revelou picos de detecção nos meses de fevereiro, maio, junho e agosto do ano de 2013, 
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Figura 4. Variação do índice de detecção viral durante os meses de estudo em 
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além de quatro grupos virais apresentarem um perfil de circulação parcialmente definido 

(Figura 5). Os RSVs foram detectados apenas nos meses de janeiro a março, trimestre de maior 

UR e precipitação pluviométrica do período. Os vírus Influenza (A, B e C) predominantemente 

foram detectados nos meses de abril a junho, meses logo após a temporada chuvosa cuja 

temperatura mínima média encontrava-se em declínio. Já os PIVs foram detectados de junho a 

julho, meses de temperatura mais baixa durante todo o ano. Os HBoV foram detectados no 

período de março a junho de 2013, com pico de detecção no mês de abril. Os Rinovírus foram 

detectados durante todo o ano, e para os outros vírus identificados, nenhum padrão foi definido 

(Figura 5). 
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Figura 5.  Distribuição dos vírus identificados durante os meses de estudo 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Este constitui o primeiro estudo de investigação molecular de vírus respiratórios em 

população pediátrica na região Centro-Oeste, considerando três grupos de estudo com perfis 

diferenciados no que se refere à apresentação dos sintomas. Nesse contexto, análise 

considerando os grupos de estudo investigados revelou maior índice de detecção viral no grupo 

de crianças apresentando infecção do trato respiratório (25%). Considerando as crianças 

asmáticas, foi observado maior índice de detecção viral no grupo de crianças asmáticas 

exacerbadas (16,3%) em relação ao grupo de crianças apresentando asma estável (14,7%), 

embora esse resultado não tenha apresentado significância estatística (p > 0.05). Observa-se 

assim que a ocorrência de infecção do trato respiratório nos dois grupos apresenta a mesma 

frequência. Entretanto, considerando o grupo de asmáticos, a presença de infecção viral tem 

sido demonstrada como um fator relevante na evolução para quadros sintomáticos mais graves 

(Sandrock & Norris 2015). 

O índice de detecção viral identificado em nosso estudo é próximo de outros dados 

descritos na literatura. Estudos visando a detecção de vírus em amostras do trato respiratório 

em diferentes regiões do mundo têm descrito índices de 25,7% a 80% em crianças sintomáticas 

(Althani et al. 2012, Bicer et al. 2013, Culebras et al. 2013, Dierig et al. 2014). No Brasil, 

estudos similares demonstram índices variando de 31 a 85% (Bezerra et al. 2011, Albuquerque 

et al. 2012). No entanto, os índices de positividade nessas investigações devem ser avaliados 

considerando diversos aspectos.  

A diversidade de metodologias utilizadas para a triagem viral, incluindo até mesmo o 

método de coleta empregado, e ainda, dados relacionados à região geográfica, como 

características climáticas e meteorológicas podem interferir nos resultados observados. 

Ademais, fatores intrínsecos ao grupo populacional avaliado, como a faixa etária dos pacientes, 

a presença de sintomas respiratórios ou mesmo de doenças crônicas preexistentes contribuem 

de forma relevante nas investigações, levando à diversidade de índices de prevalência e 

alterando o padrão de vírus circulantes.  

A taxa de positividade encontrada pode também estar associada à faixa etária das 

crianças do estudo, relativamente mais alta em comparação com outros trabalhos da literatura. 

A maioria dos estudos avalia grupos de crianças mais jovens, com idade inferior a cinco anos 

(Bezerra et al. 2011, Laguna-Torres et al. 2011, Culebras et al. 2013, Ju et al. 2014). Essa 

tendência também foi observada no presente estudo, com maiores índices de detecção viral 
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entre os pacientes de menor faixa etária (4 – 6 anos), embora o dado não tenha sido 

estatisticamente significativo. 

Destaca-se ainda a presença de um número significativo de crianças assintomáticas 

com positividade viral. Do grupo constituído por 61 crianças asmáticas estáveis assintomáticas, 

14,8% tiveram amostras positivas para pelo menos um vírus, condição descrita na literatura. 

Estudo conduzido em crianças asmáticas assintomáticas do Reino Unido, na faixa etária de um 

a 14 anos relatou índice de detecção viral de 35%, e os vírus mais frequentemente detectados 

foram Adenovírus e Rinovírus (Thavagnanam et al. 2010). 

 No contexto da asma, torna-se importante considerar a condição de exacerbação na 

presença de vírus. O papel das infecções virais respiratórias em exacerbações asmáticas não foi 

claramente estabelecido por alguns autores, corroborando os resultados do presente estudo. 

Camara et al. (2004) também não observaram diferenças estatisticamente significativas entre o 

índice de detecção viral em pacientes sibilantes e grupo controle assintomático. Nesse estudo 

caso-controle, foram recrutadas crianças de 2 a 12 anos de idade, hospitalizadas apresentando 

sibilância e necessidade de tratamento com beta agonistas. Crianças na mesma faixa etária 

hospitalizadas por outras razões, sem sintomas respiratórios, constituíram o grupo controle 

(Camara et al. 2004). 

Por outro lado, estudos têm apontado resultados interessantes ao relacionar a 

ocorrência de infecções virais em pacientes asmáticos. Nos EUA, em 63,1% das amostras de 

pacientes com exacerbação asmática (triadas por Multiplex PCR comercial) foi detectado pelo 

menos um vírus, enquanto em grupo de pacientes com asma estável o índice foi de 23,4% (OR 

5.6, 2.7 – 11.6, IC 95%). As crianças envolvidas nesse estudo apresentaram de dois a 17 anos 

de idade (Khetsuriani et al. 2007). Leung et al. (2013) realizaram estudo envolvendo crianças 

de três a 18 anos de idade apresentando exacerbação asmática (critério definido pela British 

Thoracic Society e GINA). Pacientes apresentando asma estável foram recrutados e 

constituíram o grupo controle. Dentre os pacientes asmáticos exacerbados foi observado índice 

de detecção viral de 50% frente 26% observado no grupo controle (p <0.001, IC 95%), após 

triagem molecular das amostras por Multiplex Nested-PCR (Leung et al. 2013). 

Resultado semelhante foi encontrado por estudo realizado na Turquia, em crianças 

asmáticas entre três e 17 anos de idade. De um total de 135 pacientes, 104 foram classificados 

como asmáticos exacerbados segundo critérios internacionais (GINA 2014) e 31 apresentaram 

asma estável (grupo controle). A detecção viral realizada por Multiplex qPCR resultou em 

índice de 53,8% no grupo exacerbado, enquanto que no grupo controle apenas em 22,6% das 

amostras foi detectado pelo menos um vírus (p = 0.012, IC 95%) (Ozcan et al. 2011). Esses 
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dados reforçam a necessidade de investigações mais robustas para melhor compreensão do 

papel das infecções virais na evolução de quadros asmáticos. 

Considerando a distribuição dos vírus detectados, houve uma predominância 

expressiva dos Rinovírus (28,6%), seguido por FLUA (11,9%), Adenovírus (11,9%), HBoV 

(11,9%) e RSVA (9,5%). Esse achado é consoante com outros estudos que descrevem os 

Rinovírus, RSV e FLU como os vírus mais detectados em amostras respiratórias de pacientes 

pediátricos sintomáticos. Estudo recente realizado por Anders et al. (2015) no Vietnã, cuja 

população consistiu de crianças no primeiro ano de vida apresentando infecção aguda do trato 

respiratório, evidenciou a predominância das infecções por Rinovírus em 33% das amostras 

positivas para pelo menos um vírus, HBoV em 22%, FLUA em 11% e RSV, também em 11% 

(Anders et al. 2015).  Lu et al. (2013) também observaram maior frequência dos Rinovírus 

(19,7%) entre amostras positivas de crianças com idade abaixo de 14 anos apresentando 

infecção aguda do trato respiratório na província de Shandong, China. Outros vírus 

frequentemente detectados foram os PIV (17,7%) e os FLU (13,9%) (Lu et al. 2013). Em estudo 

com crianças apresentando ITR, de idade inferior a 15 anos, em Barcelona, Espanha, Martinez-

Roig et al. (2015) detectaram RSVB em 36,1% das amostras positivas para algum vírus. Os 

Rinovírus vieram em seguida, contribuindo com 29,6%. RSVA, FLUA e HBoV foram 

detectados em 28,8%, 24,1% e 20% das amostras positivas, respectivamente (Martinez-Roig et 

al. 2015).  

No Brasil, semelhantes dados reforçam a importância dos Rinovírus em quadros de 

infecção do trato respiratório. Albuquerque et al. (2012), em estudo realizado em crianças na 

faixa etária de um mês a 15 anos apresentando ITR, detectaram Rinovírus em 51% das amostras 

positivas para pelo menos um vírus, seguidos dos FLUA (7,8%), hMPV (7,8%), HBoV (7,8%) 

e RSV (4,7%%). Ressalta-se a presença de vírus recentemente descritos entre os mais 

frequentes, como os HBoV, corroborando os resultados do presente estudo (Albuquerque et al. 

2012). Em estudo multicêntrico, envolvendo crianças com quadro de ITR durante as primeiras 

semanas de vida, os RSV foram os vírus mais frequentes (33,1%), seguidos pelos Rinovírus 

(29,4%), HBoV (19,2%), hMPV (16,9%) e FLU (13,4%). (Arruda et al. 2014).  

Considerando os quatro casos de co-detecção viral, os Rinovírus foram detectados em 

três. Os PIV por sua vez foram detectados em dois dos quatro eventos de co-detecção. A alta 

frequência das infecções por Rinovírus em eventos de co-detecção é descrita por diversos 

estudos. Entre crianças tailandesas apresentando sibilância e ITR, com idade inferior a dois 

anos, os Rinovírus foram os agentes infecciosos mais presentes em amostras respiratórias 

positivas para mais de um patógeno, seguidos dos RSV (Teeratakulpisarn et al. 2014). A co-
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detecção de Rinovírus e RSV também foi relatada por Wozniak-Kosek et al. (2015), em estudo 

realizado na Polônia (Wozniak-Kosek 2015). Lu et al. (2013), em estudo citado anteriormente, 

também ressaltaram a alta frequência das co-detecções por Rinovírus e PIVs. 

Além de expressiva predominância na população em geral, a positividade para 

Rinovírus (considerando apenas as amostras positivas para algum vírus) apresentou-se mais 

elevada (29,4%) no grupo de pacientes apresentando asma exacerbada. Embora em índices 

inferiores, a positividade para Rinovírus nos dois outros grupos de estudo (ANE = 20%; ITR = 

26,3%) foi a mais prevalente dentre os 16 vírus avaliados. Levando em conta apenas os 

pacientes asmáticos, é interessante observar ainda a detecção quase exclusiva de dois grupos 

virais, Influenza e RSV, apenas em crianças com exacerbações asmáticas. No grupo de 

asmáticos estáveis apenas uma amostra foi positiva para FLUC, e nenhuma para RSV (A, B).  

O papel das infecções por Rinovírus nos quadros de exacerbação asmática é 

extensamente pesquisado e comprovado por diversos estudos (Bizzintino et al. 2011, Jackson 

et al. 2011, Kloepfer et al. 2014, Sandrock & Norris 2015). Khetsuriani et al. (2007) 

encontraram prevalência dos Rinovírus em exacerbações asmáticas de 60% (OR = 5.6, 2.7 – 

11.6, IC 95%) em comparação ao grupo de asmáticos estáveis. Da mesma forma, Ozcan et al. 

(2011) encontraram prevalência de 35,6% (p = 0.002, IC 95%). Leung et al. (2013) observaram 

prevalência de 26,2% (p = 0.018, IC 95%) em exacerbações asmáticas, dados em concordância 

com os resultados do presente estudo (Khetsuriani et al. 2007, Ozcan et al. 2011, Leung et al. 

2013). Ademais, Kwon et al. (2014) observaram risco de exacerbação asmática relacionado à 

detecção de Rinovírus e Influenza de 3,9 (OR 1.4 – 10.5, IC 95%) e 4 (OR 1.2 – 13.8, IC 95%), 

respectivamente, em 28 crianças asmáticas com idade inferior a 8 anos em Seul, Coréia do Sul 

(Kwon et al. 2014). 

Entre os pacientes apresentando exacerbação asmática, análise considerando a 

detecção viral demonstrou que a presença de sintomas como febre, tosse, coriza, mialgia e dor 

de garganta foi maior entre os pacientes com positividade para pelo menos um vírus. Entretanto, 

apenas para a presença de febre os dados foram estatisticamente significativos (p = 0.03, IC 

95%). No grupo de crianças não asmáticas, apresentando ITR, essa relação não foi bem 

estabelecida. A síndrome respiratória aguda grave (SRAG), principalmente em pacientes febris, 

ainda constitui a maior razão para a prescrição de antibióticos na prática clínica (Peterson & 

Dalhoff 2004, Pavia 2011). Nesse contexto, nossos resultados comprovam a importância do 

diagnóstico diferencial das infecções do trato respiratório, cujo benefício constituiria o 

incentivo ao uso parcimonioso de antimicrobianos. 
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Segundo dados do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia) e IBGE (Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística), Goiânia é uma cidade com predominância do clima 

tropical com estação seca. A umidade relativa do ar é baixa na maior parte do ano, em 

decorrência da alta altitude do terreno. A temperatura é amena durante o ano, em média 24ºC. 

Duas estações são bem definidas: uma estação chuvosa, compreendendo os meses de outubro 

até o início de abril, e uma estação seca, de maio a setembro. Entre os meses de setembro de 

2012 a setembro de 2013, foram registradas temperatura média de 25ºC, temperatura mínima 

média de 19,3ºC e temperatura máxima média de 31,9ºC. A média da umidade relativa do ar 

nesse período foi de 57,7% e a precipitação média de 108,1 mm (IBGE 2015, INMET 2015). 

Ensaios laboratoriais in vitro e em modelos animais têm sugerido uma relação inversa 

entre a umidade relativa do ar (UR) e a manutenção da viabilidade de partículas virais de vírus 

envelopados, como FLU, RSV e PIV. Essas inferências basearam-se na alta estabilidade dos 

vírions em situação de baixa UR, e moderada, em alta UR (Tang 2009, Tellier 2009). 

Embora em regiões de clima temperado o perfil sazonal das infecções virais do trato 

respiratório seja bem definido, em regiões de clima tropical, principalmente em climas úmidos, 

esse perfil ainda é controverso (Lofgren et al. 2007, Lowen et al. 2007, Yusuf et al. 2007, 

Ouedraogo et al. 2014). 

No presente estudo foi observada relação direta entre o índice de detecção viral e UR, 

com os maiores índices de detecção viral sendo observados nos meses de outubro/2012 a 

março/2013 (p = 0.009, IC 95%), coincidindo com a estação chuvosa, período de maior UR e 

precipitação pluviométrica.  

Em outros países tropicais estudos têm encontrado resultados similares ao avaliar a 

sazonalidade das infecções virais respiratórias. Tang et al. (2010) em crianças hospitalizadas 

com ITR em Hong Kong, encontraram relação direta entre o índice de detecção viral e UR 

(Tang et al. 2010). Maior índice de detecção viral também foi encontrado nos meses de maior 

precipitação pluviométrica por Khor et al. (2012), em estudo retrospectivo entre crianças 

hospitalizadas com ITR provenientes de hospital terceirizado na Malásia (Khor et al. 2012). Em 

Honduras, a precipitação pluviométrica foi estatisticamente significativa em relação à 

circulação de vírus como FLU (p < 0.001, IC 95%), PIV (1, 3 e 4) (p < 0.001, IC 95%), hMPV 

(p = 0.018, IC 95%) e RSV (p < 0.001, IC 95%), em estudo conduzido em crianças com idade 

inferior a cinco anos apresentando ITR (Schlaudecker et al. 2012). 

O Brasil é o quinto maior país do globo, com área superior a oito milhões de km². Esse 

fato, em conjunto com sua disposição geográfica, confere uma grande diversidade de subtipos 

climáticos às suas regiões (IBGE 2015). Concomitantemente com a diversidade climática do 
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país, os dados sazonais de circulação dos vírus respiratórios também são variados. Na região 

Nordeste, observou-se associação estatisticamente significativa entre os picos de detecção para 

FLU e a estação chuvosa, em estudo realizado durante sete anos, envolvendo crianças 

apresentando ITR, com idade inferior a 16 anos na cidade de Fortaleza, Ceará. Dados de outros 

vírus detectados não foram disponibilizados (Moura et al. 2009). Por outro lado, nas regiões 

Sul e Sudeste, observa-se relação inversa entre UR e índices de detecção viral (Gardinassi et al. 

2012, Silva et al. 2013). Além disso, no sul do Brasil as baixas temperaturas estão relacionadas 

com a maior circulação viral, provavelmente em decorrência do clima subtropical e temperado 

observado nessa região (Silva et al. 2013). 

A dificuldade de traçar um perfil sazonal das infecções virais do trato respiratório 

também advém da diversidade de patógenos envolvidos com o quadro infeccioso. Os vírus 

responsáveis por causar ITR variam em diversos aspectos já citados, como estrutura e método 

de disseminação e transmissão entre hospedeiros. Dessa forma, a definição de perfis individuais 

e específicos de circulação para cada vírus têm obtido resultados mais precisos (Anders et al. 

2015). 

Nesse cenário, os RSV foram detectados nos meses de janeiro a março, 

correspondendo aos meses de maior precipitação pluviométrica e de maior UR durante a 

estação chuvosa. Já os Influenza foram detectados em sua maioria nos meses de abril a junho 

de 2013, meses marcados pelo declínio da UR após o período chuvoso. Esse resultado está de 

acordo com estudos prévios onde foi avaliada a sazonalidade dos RSV. Tang et al. (2010) e 

Khor et al. (2012) encontraram perfil semelhante de circulação dos RSV em seus estudos 

conduzidos em Hong Kong e Malásia, respectivamente. Anders et al. (2015), em estudo 

realizado em crianças vietnamitas recém-nascidas acompanhadas até o primeiro ano de idade, 

demonstraram que as infecções por RSV também se agrupavam apenas nos meses de maior 

precipitação pluviométrica. Em relação aos Influenza, foram observados dois picos de detecção, 

o primeiro durante a estação chuvosa, e o segundo durante a estação seca (Anders et al. 2015). 

Os resultados do presente estudo para RSV e FLU também foram corroborados por 

levantamento epidemiológico para o ano de 2013 na região Centro-Oeste, pelo Ministério da 

Saúde (Brasil 2013). 

Para Rinovírus nenhum perfil de circulação pôde ser definido, sendo identificado 

durante todo o ano, o que está de acordo com estudo realizado por Anders et al. (2015) no 

Vietnã. Sua circulação aparentemente durante o ano todo em conjunto com o reduzido número 

de amostras coletadas no mês de agosto/2013 foi responsável pelo alto índice de detecção viral 

observado no referido mês. Os HBoV foram detectados nos meses de março a junho de 2013, 
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meses coincidentes com a queda contínua da precipitação pluviométrica, da UR, e da 

temperatura mínima. Outros estudos confirmam a circulação predominante dos HBoV durante 

o inverno (Allander et al. 2005), embora dados também sugiram a predominância das infecções 

durante os períodos mais úmidos e chuvosos do ano (de Leon et al. 2013, Anh et al. 2014). 

O estudo apresentou algumas limitações que prejudicaram as análises estatísticas. 

Primeiro, do quantitativo amostral inicialmente coletado foi perdido um número significativo 

de amostras, por insuficiência do material clínico ou inconsistência das informações do 

questionário. Esse fato pode ter reduzido o poder de inferência da amostragem entre o grupo 

asmático e o grupo controle. Segundo, o número total de controles asmáticos estáveis foi menor 

em comparação com o número de casos de exacerbação asmática, em decorrência da 

dificuldade do recrutamento de pacientes asmáticos estáveis sem a presença de sintomas 

respiratórios, desafio também encontrado por outros autores (Ozcan et al. 2011, Leung et al. 

2013). Por fim, não houve um padrão quanto à qualidade da coleta. A grande rotatividade de 

profissionais responsáveis pela coleta pode ter causado a heterogeneidade de qualidade 

observada, e, dessa forma, ter interferido na obtenção dos resultados. 

Não obstante, os dados obtidos reforçam a importância das infecções respiratórias 

virais na população pediátrica. Embora o índice de detecção viral não tenha sido significativo 

entre os pacientes apresentando asma exacerbada e asma estável, a presença desses agentes 

infecciosos em crianças constitui um fator a ser considerado ao traçar-se estratégias de 

prevenção e controle dos quadros de ITR, e seu impacto em quadros preexistentes de asma. 

Além disso, os resultados agregam conhecimento sobre a circulação e sazonalidade desses 

patógenos na região. 
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7 CONCLUSÕES 

 
 

 Foram detectados vírus respiratórios em 18,6% (42/225) de todas as amostras testadas. 

 Em quatro amostras foram detectados mais de um vírus. 

 O índice de detecção viral no grupo de crianças apresentando infecção do trato 

respiratório foi de 25%. No grupo de crianças asmáticas exacerbadas, o índice de detecção 

viral foi de 16,3%, enquanto no grupo de asmáticos estáveis o índice encontrado foi de 

14,8%; 

 Os Rinovírus foram os vírus mais frequentemente detectados, em 28,6% das amostras 

positivas, seguidos pelos FLUA (11,9%), Adenovírus (11,9%), HBoV (11,9%) e RSVA 

(9,5%). Os Rinovírus foram detectados em todos os grupos de estudo, mas em maior 

porcentagem entre crianças asmáticas exacerbadas (29%). Os Influenza e RSV foram 

detectados predominantemente no grupo de asmáticos exacerbados. 

 Em relação ao grupo de asmáticos exacerbados, a presença de sintomas foi maior entre 

os pacientes com positividade para pelo menos um vírus, embora nem todos os dados 

tenham sido estatisticamente significativos. 

 Os maiores índices de positividade viral foram obtidos durante a estação chuvosa da 

região, período de maior precipitação pluviométrica e umidade relativa do ar (UR). Os 

RSV foram detectados nos meses de maior precipitação e UR enquanto os FLU e HBoV 

foram detectados nos meses da estação seca. Os demais vírus detectados não 

apresentaram padrão claro de circulação. 
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