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Abreviaturas

AD - adenovirus

BPYV - Parvovirus bovino

HBoV - bocavirus humano

IA - virus influenza A

IB - virus influenza B

ITRS - Infecgdes do tracto respiratério superior
MPvH - metapneumovirus humano

MVC - Parvovirus canino

NP-1 - proteina ndo-estrutural de fun¢do desconhecida
NSI1 - proteina ndo-estrutural

OREF - Open Reading Frames

PCR - Reacc¢do em cadeia de polimerase

RT-PCR - Reacgdo em cadeia de polimerase em tempo real
VSR - virus sincicial respiratorio

VPI - virus parainfluenza

VP1 - proteina da cépside 1

VP2 — proteina da cépside 2
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I. Revisao Bibliografica

1. Introducgdo geral

As infecgdes respiratorias sao a principal causa de morbilidade e mortalidade em
criancgas, sobretudo nos meses de Inverno (Mufioz, 2006). Os virus, nomeadamente, o
virus sincicial respiratério (VSR), o virus parainfluenza (VPI), o rinovirus, o adenovirus
(AD), o coronavirus, e os virus influenza A (IA) e B (IB), sdo os principais responsaveis
por este tipo de infecgdes (Kesebir et al., 2006).

Apesar dos aspectos clinicos das doencas respiratorias serem facilmente
reconhecidos, o agente etioldgico responsavel, muitas vezes ndo ¢ identificado (Kahn,
2007). No entanto recentemente, com o uso de métodos de biologia molecular, tém sido
descobertos varios agentes virais associados a infecgdes respiratorias, nomeadamente o
metapneumovirus humano (MPvH), varios coronovirus, e por ultimo o bocavirus
humano (HBoV).

O HBoV pertence a familia Parvoviridae e foi descrito pela primeira vez em
2005, em Estocolmo, por T. Allander e sua equipa, que verificaram a presenga do virus
em 17 num total de 540 amostras de criangas com infeccao respiratoria (Allander et al.,
2005). Desde entao, varias equipas de investigadores t€ém procurado estudar o seu papel

nas infecc¢des respiratorias.

2. Doengas Respiratorias

As doengas respiratérias sdo, isoladamente, a causa mais frequente de consulta
ao clinico geral em quase todos os grupos etarios, tendo especial incidéncia em recém-
nascidos, criangas e idosos, com uma importante taxa de morbilidade e mortalidade
(Allander et al., 2007). Referem-se especificamente aquelas que afectam o tracto e os
orgdos do sistema respiratorio. Constituem factores de risco para doenga do tracto
respiratorio o tabagismo, a polui¢do, a exposi¢ao profissional a poluentes atmosféricos,
as condigdes alérgicas, entre outros.

Existem varios tipos diferentes de doencgas respiratorias, descritas na tabela 1.



Tabela 1: Tipos de doengas respiratdrias.

Broncopatias Doengas dos bronquios.
Pneumopatias Doengas pulmonares (pneumonia e o sindrome do
desconforto respiratdrio do recém-nascido).
. R Hipersensibilidade que afecta o tracto respiratorio (asma, a
Hipersensibilidade .. .. . -
e febre dos fenos e rinite alérgica, e infec¢des do tracto
respiratoria

respiratorio).

Doencas nasais

Doengas do nariz em geral (rinite).

Doencas toracicas

Doengas que afectam o torax.

Fistula do trato respiratorio

Passagem anormal na comunicacdo entre algum

componente do trato respiratorio.

3. Infecgcoes Respiratorias

As infecgdes respiratorias sdo infecgdes que afectam o tracto e os orgaos do
sistema respiratorio. Sao doengas bastante comuns, que podem atingir a populagao em
geral, provocando desde simples constipagdes a pneumonias, mas tendem a ser mais
graves em individuos com o sistema imunoldgico debilitado, como os idosos, e
principalmente, em criancas (Kesson, 2007). Num adulto saudavel esse tipo de infeccao
pode-se manifestar como uma gripe comum, numa crianga, ¢ possivel que a infecgao se
manifeste com sintomas mais acentuados, levando a doengas mais graves, como a
bronquiolite e a pneumonia.

A infeccao do tracto respiratorio pode ocorrer pela inalagdo de aerossodis que
contém o agente infeccioso, formados a partir de secregdes respiratorias, pelo contacto
proéximo com pessoas infectadas ou pelo contacto com objectos ou superficies
contaminadas, sendo frequentes as epidemias em aglomerados de criangas, como os
infantarios, escolas e hospitais.

As infecgdes do tracto respiratorio podem ser divididas em infecgdes do tracto
respiratorio superior e infecgdes do tracto respiratorio inferior. Das infecgdes do trato
respiratorio superior podem resultar rinite, sinusite, faringite e laringite. As infecgdes do
tracto respiratorio inferior, referem-se de uma forma inespecifica a bronquites,
bronquiolites e pneumonias. Estas podem levar a exacerbacdes de asma, otites ¢ a

infecgdes do tracto respiratorio superior (Arnold et al., 2006).




4. Infecgoes respiratorias na crianga

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, as infec¢des respiratdrias ocupam o
segundo lugar nas causas de morte de criangas com idade inferior a cinco anos (Murray
et al., 2001). As infecc¢des respiratdrias na crianga sdo cerca de duas a trés vezes mais
frequentes que nos adultos (Kesson, 2007), podendo repetir-se cerca de 3 a 8 vezes por
ano (Arnold et al., 2006).

No que diz respeito as infec¢des do tracto respiratorio inferior, a bronquiolite e a
pneumonia sdo as patologias mais frequentes e mais graves. Aproximadamente 3% das
criangas sdo hospitalizadas no primeiro ano de vida devido a infec¢do viral do tracto
respiratorio inferior (Kesson, 2007).

As bronquiolites, constituem o principal diagnostico de criangas hospitalizadas e
causam um numero elevado de hospitalizacdes principalmente de latentes e criancas

com idade inferior a 2 anos (Qu et al., 2007).

4.1 A bronquiolite na crianca

A bronquiolite ¢ uma doenga respiratdria aguda, que resulta da inflamagao dos
bronquiolos, caracterizada por sibilos (“pieira”, “chieira”). E precedida por um a trés
dias de sintomas do tracto respiratorio, tais como, congestdo nasal, febre, perda de
apetite e irritabilidade. Passados alguns dias, a doenga comega a atingir os bronquiolos,
podendo a crianca ficar com pieira e/ou dificuldade em respirar (respiragdo mais rapida,
ofegante) (Caballero et al., 2001). A inflamacdo da parede dos bronquiolos, cujo
diametro interno ¢ muito pequeno nas criangas, faz com que estes fiquem parcialmente
obstruidos e que produzam expectoragdo em excesso, contribuindo ainda mais para a
sua obstrucdo. A infeccdo pode provocar necrose das células epiteliais que revestem os
bronquiolos, levando a uma infiltragdo peribronquica que pode evoluir para uma
pneumonia intersticial.

A bronquiolite pode ser de origem viral, ou entdo, menos frequentemente, de
origem bacteriana. E mais comum nos meses de Inverno e muito contagiosa,

transmitindo-se pela saliva, secre¢des, maos e material contaminado. O VSR constitui a

principal causa deste tipo de infecc¢ao.



Na terapia farmacologica podem constar bronquidilatadores por inalagdo, apesar
de a sua eficacia ainda estar a ser estudada e corticosterides cujo efeito anti-inflamatdrio
vai levar a redugcdo da obstrucdo das vias respiratérias diminuindo o volume
bronquiolar, ou seja, vao controlar a broncoconstrigao.

Alguns factores sao importantes para a decisdo do tipo de tratamento, como a
idade da crianca, estidgio e causa da infeccdo e o sitio da obstrugdo das vias
respiratdrias. Nos primeiros estagios, pode ser tratada com farmacos, mas se a doenga
progredir, entdo € necessario proceder-se a hospitalizagdo para administracdo de
terapéutica de suporte, como administragdo de oxigénio ou manutencdo da hidratacao,
uma vez que as criangas com bronquiolites devido a febre e a dificil ingestdo de liquidos
tém uma grande dificuldade em manter uma hidratacdo adequada (Caballero et al.,
2001).

Factores de risco para a propria doenga e/ou para as complicacdes das
bronquiolites incluem: gesta¢do inferior a 37 semanas, idade inferior a 12 semanas,
doenca pulmonar crénica, cardiopatia congénita, deficiéncia no sistema imunitario,
defeitos anatdmicos e congénitos das vias respiratorias € doenga neurologica. Factores
ambientais, tais como: fumadores passivos € ma ventilacdo da casa, também podem

contribuir para a doenca.

4.2 Agentes virais responsaveis por infec¢io respiratoria na crianca

Nas criancas, a maioria das infec¢des do tracto respiratorio superior e inferior
sdo de origem viral (Kahn, 2007; Garcia-Garcia, 2007). Assim, os rinovirus, os
coronavirus, o0 VRS, 0 AD, o IA e o IB, o VPI, e mais recentemente descoberto o MPvH
assumem um papel primordial (Allander et al., 2005).

Os rinovirus pertencentes a familia Picornaviridae sdo os agentes mais
frequentes de infec¢ao do tracto respiratorio superior, apesar de recentemente terem sido
também associados a infec¢des do tracto respiratorio inferior, incluindo bronquiolites. A
infeccdo caracteriza-se por, apos um periodo de incubacdo curto de dois a trés dias,
ocorrer um processo inflamatdrio local, com edema e infiltracdo celular, levando &

obstrugdo e rinorreia. Estes virus transmitem-se por via aérea (nariz, boca ou olhos) e

replicam-se a nivel das células do aparelho respiratorio superior, principalmente a nivel



da mucosa nasal. A infeccao por este virus ocorre principalmente durante a Primavera e
Outono (Kesson, 2007).

Os coronovirus devem o seu nome ao aspecto de coroa quando observados ao
microscopio electronico. Sdo agentes responsaveis pelas constipagdes vulgares e por
infeccdes do tracto inferior (pneumonias) afectando principalmente a crianca. Podem
estar associados a gastroenterites quer em adultos como em criangas. Os coronovirus,
nomeadamente, o SARS-coV, foram identificados como o agente responsavel pela
sindroma da doenga respiratoria aguda (SARS), que afectou os paises Asiaticos durante
o Inverno de 2002. O SARS-coV apresenta-se como uma pneumonia grave com uma
taxa de mortalidade elevada (3 a 30%). O coronovirus NL63 foi identificado cercade 1 a
10% em criangas com infec¢des do tracto respiratério (Kanh, 2007).

Os adenovirus sao virus responsaveis por infec¢des do aparelho respiratorio
superior e inferior, principalmente em criangas com menos de 5 anos de idade. Sdo em
geral transmitidos pelas vias respiratorias superiores, por via fecal-oral, ou por contacto
directo pelas maos ou material contaminado. Sdo, também, o agente patogénico de
gastroenterites, sendo a principal causa de diarreia viral aguda em criancas. O quadro
clinico inclui sintomas de constipagdo comum, faringite, febre, amigdalite, otite,
frequentemente associadas a febre. Os adenovirus sdo excretados por longos periodos de
tempos assim, a presenca do virus ndo estd necessariamente associada a doenga. O pico
de infecgdo respiratéria por adenovirus ocorre no final do Inverno, Primavera e inicio do
Verao, podendo, no entanto, ocorrer infec¢des durante todo o ano.

O VSR pertencente a familia Paramyxoviridae, constitui a principal causa de
infec¢des agudas do aparelho respiratorio, em recém-nascidos e criangas. A nivel de
infeccdes do aparelho respiratorio inferior, o VRS ¢ responsavel por infecgdes graves
(bronquiolites e pneumonias) que podem conduzir & morte. E um virus muito
contagioso, transmite-se pelas vias aéreas superiores através de aerossois, e ¢
responsavel por rinite e faringite. A infeccdo por VSR surge apds um periodo de
incubagdo curto de quatro a cinco dias, com sintomas nas vias respiratorias superiores
como rinite, faringite e tosse. As re-infecgdes com este virus sdo bastante frequentes. A
infeccdo por VSR ocorre com maior incidéncia durante o Inverno e inicio da Primavera
(Kesson, 2007).

O virus influenza ou virus da gripe, pertence a familia Orthomyxoviridae, €
responsavel por grandes epidemias de gripe, uma doenca infecciosa aguda do aparelho

respiratorio, que decorre habitualmente com grande morbilidade e uma baixa taxa de



mortalidade. Estdo descritos 3 tipos seroldgicos destes virus respiratorios: virus
influenza A, B e C, mas apenas os serétipos A e B tém importancia clinica na infec¢ao
no homem. Este virus transmite-se por via respiratoria, iniciando a sua replicagdo nas
vias aéreas superiores, destroi as células epiteliais secretoras de muco ou ciliadas,
eliminando assim a primeira barreira de defesa do organismo. Pela falta de protec¢ao
ciliar, a infec¢do viral primaria facilita a propagagdo bacteriana, sendo frequente
observarem-se pneumonias bacterianas graves (Kesson, 2007). Condigdes como
aglomeragdo de pessoas em ambientes fechados, principalmente durante o inverno,
facilitam a transmissao do virus influenza.

O virus parainfluenza, que pertence também a familia Paramyxoviridae, é a
seguir ao VSR, a causa mais comum de infec¢des do tracto respiratorio inferior em
criancas. Estdo descritos 4 tipos serologicos (1 a 4) estando os tipos 1, 2 e 3
frequentemente associados a infec¢do do aparelho respiratdorio em criancgas,
nomeadamente pneumonias. O virus parainfluenza esta geograficamente distribuido por
todo o mundo e as infecgdes ocorrem durante todo o ano, com maior frequéncia no
Outono e Inverno (Kesson, 2007).

O MPvH foi descoberto em 2001 em criancas com infec¢des do tracto
respiratorio. A infeccdo por MPVH est4 associada a faltas de ar e asma, e estima-se que
até aos 5 anos de idade cerca de 90% das criangas ja tenham sido infectadas por este
virus. O espectro da infecgao por MPvH ¢ semelhante ao VRS (Maertzdorf et al., 2004).

A identificacdo de novos virus ¢ importante para o estudo de doencgas
respiratdrias, mas tecnicamente revela-se uma tarefa bastante dificil (Allander et al.,

2005).

5. O Bocavirus Humano (HBoV')

5.1 Bocavirus Humano - um novo agente de infecciio respiratoria

O HBoV foi descrito pela primeira vez em 2005 na cidade de Estocolmo, por
Tobias Allander, em aspirados nasofaringeos de criangas com infeccdo do tracto
respiratorio (Allander, 2007). Para identificar o virus os autores realizaram duas “pools”

de sobrenadantes de varias amostras de doentes com infec¢do respiratoria e



concentraram os virus por ultracentrifugagdo. Apos o passo de concentragao, utilizaram
um passo de purificagdo onde pretendiam eliminar DNA contaminante, para tal usaram
técnicas de filtragdo e digestdes enzimaticas usando DNAses. O material obtido foi
sujeito a uma amplificagdo por Random PCR (PCR aleatéria), usando primers com uma
extremidade 3’aleatoria. Os fragmentos amplificados foram clonados e sequenciados,
procedendo-se a sua analise filogenética. Apds esta analise, chegaram a conclusdo que
para além de material genético de origem humana, bacteriana, proveniente de fagos e de
virus conhecidos (IA, RSV, hMPV, TT e coronavirus), detectavam ainda em ambas as
pools, DNA de um parvovirus semelhante a 2 parvovirus, um de origem bovina e um de
origem canina, pertencentes ao género bocavirus. A seguir, desenharam primers para a
detecgdo especifica deste virus e pesquisaram a sua presenga em amostras respiratorias,
tendo detectado a sua presenga em 17 num total de 540 amostras (Fig. 1) (Kesebir et al.,

2006).
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Figura 1: Esquema resumido da técnica usada para a descoberta do HBoV. Adaptado de: Foulongne et

al., 2007.



A descoberta do HBoV foi bem recebida pela comunidade cientifica, pois
permitiu abrir portas para o conhecimento de um novo virus capaz de causar infec¢des
respiratorias, além de ampliar o conhecimento da familia Parvoviridae (Muifioz, 2006).

O HBoV foi o ultimo virus a ser descoberto, € foi provisoriamente assim
denominado devido as suas semelhangas genéticas com o parvovirus bovino (BPV), e
com o parvovirus canino (MVC), ambos membros da familia Parvoviridae e género

Bocavirus (Lu et al., 2006).

5.1.1 Classificacao - a familia Parvoviridae

A familia Parvoviridae abrange duas sub-familias, a Parvovirinae, na qual estao
incluidos os virus que infectam os vertebrados, e a sub-familia Densovirinae, que
infectam os insectos (Tabela 2). Os géneros da familia Densovirinae, nomeadamente os
densovirus e iteravirus, nao t€m interesse para a medicina humana, a nao ser talvez na
produgdo de antigénios recombinantes. Os Parvovirinae compreendem os géneros
amdovirus, parvovirus, dependovirus e erithrovirus (que inclui o parvovirus B19, que ¢
o agente da quinta doenca, também patogénico para o homem por infectar e destruir
eritrocitos). Os parvovirus conseguem replicar-se de forma autdnoma, enquanto os
dependovirus dependem da presenga de um virus auxiliar, que ¢ geralmente (mas nem
sempre) um adenovirus, dai serem chamados, também, adenoassociados. Os eritrovirus
replicam-se apenas em eritrocitos (Allander et al., 2005).

Os Parvovirus estdo entre os menores virus de ADN existentes (Parvum ¢ a
palavra latina para significar pequeno): tém um didmetro que varia entre 18 a 26
nandémetros € uma arquitectura simples, sendo constituidos inteiramente por proteinas e
DNA de cadeia simples (Kesebir. 2006). S3o em geral capazes de causar infec¢ao

sistémica, a nivel do epitélio respiratorio e intestinal, e das células hematopoiéticas.



Tabela 2: Classifica¢do da familia Parvoviridae. Adaptado de: Mufoz. 2006.

| Sub-familia | Hospedeiros | Género

Parvovirinae | Vertebrados Parvovirus
Eritrovirus
Dependovirus
Amdovirus
Bocavirus

Densovirionae | Artrépodes Densovirus
Iterovirus
Brevidensovirus
Pefudensovirus

A replicagdo dos Parvoviridae ocorre no nucleo da célula durante a fase S do
ciclo celular, onde o virus parece chegar ainda com cépside. Apds a descapsidacao, da-
se a libertagdo do genoma viral, ocorrendo a sintese de DNA complementar, com a
formacdo de DNA de cadeia dupla e a transcrigdo. As varias proteinas sao sintetizadas
no citoplasma e posteriormente exportadas para o nucleo onde ocorre a “reuniao” do

virus. A libertagdo dos virides ocorre por lise celular (Figura 2) (Bastien et al., 2007).
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Figura 2: Figura representativa da replicacdo da familia Parvoviridae. Adaptado de:

www.microbiologybytes.com



5.2 Organizac¢io genomica do HBoV

A andlise gendmica do HBoV revelou que este ¢ um virus de DNA, sem
involucro e tal como todos os membros da sub-familia Parvovirinae, possui duas
principais ORF, do inglés Open Reading Frames, que codificam respectivamente a
proteina nao-estrutural (NS1) e as duas proteinas da cépside (VP1 e VP2). Contudo, tal
como o bocavirus bovino e canino, 0 HBoV tem, também, uma terceira ORF. No
bocavirus bovino e canino, esta ORF codifica uma proteina nio-estrutural de funcdo
desconhecida, de nome NP-1, com cerca de 47% aminoacidos homologos com o HBoV

(Figura 3).
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Figura 3: Mapa do genoma do HBoV. (A) Mapa esquematico do isolado ST1 do HBoV
com as 3 ORF (setas): NS1, 1920 nt (nucleotidos 183-2102), 639 aa; NP-1, 660 nt
(nucleotido 2340-2999), 219 aa; ¢ VP1/VP2, 2016 nt (nucleotidos 2986-5001), 671 aa.
(B) Mapa que mostra a localizagdo dos 26 nucleotidos que sao diferentes entre os dois
isolados do HBoV. As linhas horizontais representam a sequéncia do ST1, e cada linha
vertical representa uma diferenca de nucleotido ao ST2. Os asterisco marcam as 3
diferencas que resultam numa alteragdo de aminoacido previstos. ORF: Open Reading

Frames. Adaptado de: Allander et al., 2005.

5.3 Epidemiologia

Desde a sua descoberta o HBoV tem sido identificado em muitos paises,
nomeadamente, Alemanha (Weissbrich et al., 2006); Japao (Ma et al., 2006); Franca
(Foulongne et al., 2007); Canada (Bastien et al., 2007); Australia (Sloots et al., 2006);
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Estados Unidos da América (Kesebir et al., 2006). Nos estudos ja realizados em
secregdes respiratorias, de criangas, com infec¢do do tracto respiratdrio, a prevaléncia
deste virus pode ir de 1,5% a 19% (Chieochansin et al., 2007)). A discrepancia que
existe relativamente as diferentes taxas de infec¢do por HBoV, pode dever-se as
diferencas geograficas dos doentes estudados, em alguns casos incluem exclusivamente
criangas hospitalizadas, enquanto outros ndo, ou porque alguns autores focaram o seu
estudo apenas nas infecgdes do tracto respiratdrio inferior. As diferengas observadas na
incidéncia da infec¢ao por HBoV podem estar relacionadas ndo s6 com os critérios de
seleccdo da amostra, mas também, com as diferencas a nivel da sensibilidade dos
métodos utilizados na colheita da amostra ¢ no método de identificagdo do virus (Pozo
et al., 2007).

Alguns autores tém observado que a infecgdo por HBoV estda associada a
sintomas de doenca respiratoria aguda, no entanto, este virus parece permanecer mais
tempo apos a infecgdo primaria do que outro tipo de virus respiratério (Allander, 2007).

Pozo e seus colaboradores detectaram DNA do HBoV em amostras de urina, de
criancas hospitalizadas, as quais tinham ja resultados positivos de infeccao por HBoV
em amostras respiratorias. Estas criancas ndo apresentavam problemas digestivos,
diarreia ou dores abdominais. Os autores defendem que a presenga de ADN do HBoV,
na urina, pode meramente reflectir um modo de excre¢do do virus pelo sistema
digestivo e urinario a semelhanca do que ocorre com outros virus como o AD, mas,
também, pode sugerir outras manifestagdes da doenca associada ao HBoV, que pode
ndo se limitar ao tracto respiratorio (Pozo et al., 2007).

A confirmacdo da relagdo causa/efeito entre o virus e os sintomas observados ¢
importante, no entanto, torna-se bastante dificil, sendo necessario realizar novos estudos
(Allander et al., 2005). Assim, provar a relevancia clinica deste virus tem-se tornado um
desafio, devido a dificuldade de aplicacdo dos postulados de Koch. Segundo estes:

- A presenca do agente deve ser sempre comprovada, em todos os individuos
que sofram da doenga em questao, e a partir dai ser isolada em cultura;

- O agente nao podera ser encontrado em casos de outras doencas;

- Uma vez isolado o agente deve ser capaz de reproduzir a doenga em questao
apos inoculacdo em animais;

- O mesmo agente deve poder ser recuperado desses animais experimentalmente

infectados e de novo isolado em cultura pura.
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Os Postulados cléassicos de Koch ndo podem ser aplicados ao HBoV pelo facto
de ainda nao ser possivel o estudo in vitro, isolado em cultura e de ndo se ter um modelo
animal adequado (Allander et al., 2005).

A dificuldade no estabelecimento causa/efeito baseia-se também nas vdrias
opgoes de transmissdo entre o organismo hospedeiro. Muitos virus associados a
sintomas ndo respiratorios podem, no entanto, ser transmitidos através do tracto
respiratdrio e por isso ser 14 detectados, como exemplo o virus do herpes e o parvovirus
B19 (Allander et al., 2005). O tracto respiratorio humano por estar em contacto directo e
exposto aos micorganismos do ar, o local onde se encontram infec¢des com bastante
frequéncia. Assim, constitui uma boa “fonte” de virus desconhecidos ¢ um bom ponto
de partida para explorar a flora viral humana. Além disso, a elevada taxa de infec¢des
mistas de Bocavirus e outros virus responsaveis por infec¢ao respiratéria, como o VSR,
tem posto em causa o estabelecimento de uma relagao causa/efeito entre o Bocavirus e

as infecgdes respiratorias.

5.4 Sintomatologia

Os sintomas clinicos associados a infec¢do por HBoV incluem: febre (Simon,
2007), tosse (Arnold et al., 2006), arrepios, garganta inflamada (Simon, 2007), dor de
cabega, ndusea, mialgia, dispneia, sinusite, bronquiolite, pneumonia e vomitos (Bastien
et al., 2007). Outros sintomas comuns incluem dificuldade em respirar, congestao nasal
ou rinorreia, € menos comuns conjuntivites e erupgdes cutaneas (Arnol et al., 2006).

Os sintomas gastrointestinais estdo presentes em cerca de 25% dos doentes
(Arnold et al., 2006; Kesebir et al., 2006), indicando que o virus podera estender-se
além do tracto respiratério (Kahn, 2007).

Arnold e seus colaboradores observaram que as infec¢cdes por HBoV, do tracto
respiratorio superior, em criangas, estavam relacionadas com complica¢des de infecgdes
respiratdrias virais, tais como, asma, otites e pneumonia (Arnold et al., 2006).

Num estudo realizado na Noruega, as infecgdes do tracto respiratorio inferior
foram diagnosticadas na presenga de sinais de obstru¢do das vias aéreas inferiores (falta
de ar) e/ou radiograma positivo (presenca de infiltrados), e as infec¢des do tracto
respiratorio superior foram diagnosticadas na presenca de rinites, faringites e/ou otites

(Christensen et al., 2007).
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A relativa importancia do HBoV na doenga respiratéria de origem viral nao ¢
ainda totalmente conhecida, no entanto, tem sido associada a presenca de doencga tracto
respiratorio superior (24%), a bronquiolites (11 a 26%) e pneumonia (17 a 33%)
(Arnold et al., 2006; Bastien et al., 2006; Ma et al., 2006).

Kesebir em 2006, verificou que ao incluir criangas assintomatias obteve uma
taxa de incidéncia de infeccao por HBoV nula, fornecendo uma associagdo entre o virus
e a doenga (Kesebir et al., 2006). No entanto, Terrosi verificou que este virus pode ser
identificado em criangas com e sem sintomas respiratorios (Terrosi. et al., 2007).

O risco de complicagdes clinicas do virus ainda ndo ¢ conhecido (Simon et al.,

2006).

5.5 Transmissao

O modo de transmissdo do HBoV ¢ desconhecido, nao sendo possivel
determinar o modo de infeccdo em criangas (Kesebir et al., 2006). No entanto, sabe-se
que constituem factores de risco para a infec¢do por HBoV factores como a
prematuridade, doenga congénita do coracao e asma, sendo estes, factores semelhantes a

infeccao por VSR (Bastien et al., 2007).

5.6 Sasonalidade

Viérios estudos verificaram que a distribuicao ao longo do ano, da infec¢ao por
HBoV, tem um pico mais elevado nos meses de Inverno (Novembro, Dezembro e
Janeiro), com uma diminui¢do nos meses da Primavera e Verdo (Pozo et al., 2007,
Manning et al., 2006). Estabelecer a prevaléncia sasonal torna-se por vezes complicado,
devido as diferengas no niimero de amostras que sao colhidas nos meses de Inverno
relativamente aos meses de Verdo, coincidindo com as alteracdes na incidéncia de
doengas respiratorias (Manning et al., 20006).

O Eritema Infeccioso (ou a Quinta Doencga), causado pelo parvovirus B19 (o
qual antes da descoberta do HBoV era o unico parvovirus associado a doenca em
humanos), tem também uma distribui¢do sasonal, apesar do pico maximo se verificar

entre a Primavera e Verao (Kesebir. et al., 2006).
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5.7 Idade e Sexo

Tendo em conta a idade, o perfil da infec¢do por HBoV e por VRS ¢é semelhante.
As infec¢des estdo quase na sua maioria confinadas a recém-nascidos e criangas.
Existem associagOes consistentes tendo em conta a idade dos doentes, entre estudos do
Reino Unido (Manning et al., 2006), Suécia (Allander et al., 2005) e Australia (Sloots et
al., 2006), que observaram infec¢do por HBoV em criangas com idade inferior a 2 anos.

Contudo, um estudo realizado no Canadé, o qual tem menores diferencas na
prevaléncia da infeccdo por HBoV em diferentes grupos etarios, observa 1% infec¢ao
em doentes com idade superior a 15 anos e 2,5% em doentes com idade inferior a 15
anos (Bastien et al., 2006).

No que diz respeito a distribui¢do por sexos, a infeccdo por HBoV ocorre na sua
maioria em criangas do sexo masculino (Kaplan et al., 2006). Num estudo realizado no
Canadd, em 58 amostras positivas de infeccdo por HBoV, o virus foi detectado em 67%

no sexo masculino versus 33% sexo feminino (Bastien et al., 2007; Pozo et al., 2007).

5.8 Co-infecc¢oes

As co-infecgdes do HBoV com outros virus respiratdrios sao bastante
frequentes.

Vicente e seus colaboradores, em Espanha, verificaram que num total de 40
amostras positivas por HBoV, 25 (62,5%) apresentavam co-infecgdo com outros virus:
VRS em 13, rinovirus em 3, influenza A em 3, coronovirus em 2, AD em 1, influenza B
em 1, VSR e coronovirus em 1 e influenza A e rinovirus em 1 individuo (Vicente et al.,
2007). Num outro estudo realizado na Tailandia, em individuos com pneumonia, 4,5%
testados foram positivos para o HBoV e foi observada uma taxa de 83% de co-infecgdes
com outros virus, nomeadamente, rinovirus, VRS e parainfluenza (Fry et al., 2007).

A variabilidade da taxa de co-infeccdo pode estar relacionada com a

sensibilidade dos métodos utilizados, para a deteccdo do virus (Bastien et al., 2007).
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5.9 Bocavirus Humano e gastroenterites

As gastroenterites devem-se a inflamagao do estdmago e intestino. As de origem
viral resultam em diarreias e vomitos, sdo contagiosas, e constituem um factor de risco
para a desidratagdo. S3o muitos os virus que podem causar gastroenterites,
nomeadamente, os rotavirus, noronovirus ¢ adenovirus.

A presenga de sintomas gastrointestinais, em criancas com HBoV positivo em
amostras respiratorias, levou alguns investigadores a colocarem a questdo se o HBoV
estaria unicamente associado ao tracto respiratdrio ou se por outro lado também estaria
associado a gastroenterites (Albuquerque et al., 2007). Foi nesse ambito que em
Espanha se realizou o primeiro estudo em fezes humanas em doentes que apresentavam
diarreia, sem outros agentes patogénicos intestinais. Obtiveram no grupo de doentes
com gastroenterite 9,1% positivos e no grupo de doentes com infeccao respiratoria 7,7%
positivos. A taxa de co-infec¢do foi de cerca de 62,5% em que 58,3% demonstraram co-
infeccdo com outros patogénicos do tracto gastrointestinal, nomeadamente, com
rotavirus, norovirus. Através deste estudo, pela frequéncia de deteccio de HBoV nas
fezes das criangas com gastroenterite € a auséncia de outros patogénicos intestinais, o
HBoV surge como um virus entérico e respiratério, € a excre¢ao fecal surge como um
novo dado acerca do modo de transmissdo do virus. Até agora sabe-se que os anticorpos
para HBoV maternos podem proteger a crianca até aos cinco meses de idade, ainda que
a infecgdo primaria por HBoV possa ocorrer cedo na infancia. De facto, os outros dois
virus do género bocavirus, canino € bovino, causam, também, doenca entérica (Kesebir
te al., 2006).

No entanto, sdo necessarios mais estudos para estabelecer uma associagdo do

HBoV com a gastroenterite (Vicente et al., 2007).

6. Métodos de diagndstico das infeccoes respiratorias

Os virus respiratorios podem provocar uma série de infec¢des respiratorias
diferentes, da mesma forma que a cada infeccdo respiratdria pode estar associada a
qualquer um dos virus respiratorios. Dada esta falta de especificidade, e apesar do
conhecimento da epidemiologia dos virus respiratorios, ¢ virtualmente impossivel fazer

um diagnostico etioldgico da maioria das infec¢des, baseado apenas nos dados clinicos,
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sendo necessario o recurso ao laboratorio para o esclarecimento do agente etiologico da
infeccdo (Kesson, 2007). Assim, podemos encontrar nos laboratorios varios métodos
com diferentes aplica¢des, sendo da responsabilidade do laboratério a escolha do

método mais adequado aos seus objectivos e possibilidades.

6.1 Cultura celular

Um dos métodos tradicionalmente a disposi¢do do laboratério para o diagnostico
de infeccdes respiratdrias € a cultura celular convencional, sendo este o método
originalmente usado para o diagndstico de infecgdes por virus respiratorios. A principal
vantagem deste método ¢ a capacidade de isolamento e identificacio de uma larga
variedade de virus, nomeadamente, o VSR, o virus PI, AD, enterovirus e rinovirus. A
deteccao de virus através de cultura de células ¢ realizada por microscopia electronica e
requer alguma pericia dos técnicos (Kesson, 2007). No entanto, nem todos os virus

conseguem ser isolados por cultura celular.

6.2 Imunofluorescéncia

Uma vez que a cultura de virus ¢ dificil e os virus ndo se conseguem ver ao
microscopio Optico, fez com que fosse necessario procurar métodos alternativos para o
diagnostico das infecgdes virais. Um método utilizado nos laboratdrios clinicos ¢ o
método de imunofluorescéncia, no qual a identificacdo dos virus ¢ feita usando
anticorpos monoclonais especificos para as proteinas virais (Kesson, 2007).

A imunofluorescéncia pode usar-se para pesquisar a existéncia de antigénios em
células ou tecidos. Pode ser directa ou indirecta. Na directa, adiciona-se a amostra a
estudar uma solugao de anticorpo fluoresceinado (ligado a uma substancia fluorescente).
Depois de incubar e lavar, observa-se ao microscopio de fluorescéncia, cuja fonte
luminosa ¢ a luz ultravioleta. A observagdo de fluorescéncia revela a presenca do
antigénio. Na imunofluorescéncia indirecta, adiciona-se primeiro um anticorpo
especifico para o antigénio a pesquisar, visualizando-se depois a reac¢ao através da
adicao de uma anti-imunoglobulina fluoresceinada, seguida de incubagdo, lavagem e

observagao ao microscopio de fluorescéncia.
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A deteccdo de antigénios tem a vantagem de fornecer resultados rapidos.
Contudo, a sua falta de sensibilidade faz com que esteja muito dependente da qualidade
da amostra. Assim, a integridade das amostras, nomeadamente o numero de células
presentes na amostra ¢ crucial para o uso de imunofluorescéncia. Por este motivo, a
pesquisa de virus respiratorios, nomeadamente, virus influenza, virus parainfluenza e
adenovirus por imunofluorescéncia ¢ muito usado em laboratdrios, especificamente em
doentes pediatricos, nos quais ¢ possivel a obtencdo de uma maior quantidade células
infectadas e por um periodo mais longo que nos adultos. Em amostras com poucas
células ou com uma quantidade de virus pequena, esta técnica s6 pode ser usada apos

multiplica¢@o do virus em cultura celular.

6.3 Testes rapidos imunoenzimaticos e imunocromatograficos

Os testes imunoenzimaticos rapidos para virus respiratdrios, podem-se efectuar
em cerca de 10 a 20 minutos, nos quais o sistema de teste ¢ uma unidade contida num
involucro individual, que permite efectuar uma determinacdo isolada de anticorpo num
unico doente. Este involucro contém uma membrana na qual os anticorpos viricos estao
fixados. Depois da extraccao ou filtragdo da amostra clinica do doente, esta derrama-se
sobre a membrana, e 0 antigénio virico na amostra ¢ capturado pelos anticorpos ligados
a membrana. Na fase seguinte, adicionam-se anticorpos marcados com enzima. Estes
ligam-se aos antigénios viricos previamente fixados. Em seguida efectua-se uma
lavagem com o objectivo da remog¢do dos anticorpos nao fixados e adiciona-se uma
solugdo de substrato; surge coloragdo na membrana se a amostra clinica contiver
anticorpos.

Os testes imunoenzimaticos (ELISA) sdo bastante utilizados, na pratica clinica,
tendo em conta a sua sensibilidade, especificidade e possibilidade de automacao,
permitindo a andlise de um grande numero de amostras num intervalo de tempo

reduzido.

6.4 Métodos seroldgicos

Os métodos serologicos referem-se a pesquisa e identificacao de anticorpos e/ou

antigénios presentes no soro. A serologia reveste-se de grande utilidade se ndo houver
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possibilidade de isolar o virus em cultura ou se os métodos de detec¢dao de antigénios ou
outras tecnologias ndo estiverem disponiveis. No entanto, para a detec¢do de virus nao
se tornam muito uteis na medida em que numa infec¢do por virus a presenga de
anticorpos s6 consegue ser detectada numa fase mais tardia, o que iria atrasar o

estabelecimento de um diagnostico.

6.5 Métodos biologia molecular

Nos ultimos anos, tem-se assistido ao aumento do interesse no estudo de agentes
patogénicos respiratérios, bem como a uma crescente inovagdo e desenvolvimento de
métodos de biologia molecular, mais sensiveis que os métodos tradicionais.

Para a confirmacao/estabelecimento de um diagnostico clinico, ¢ cada vez mais
comum na pratica laboratorial o uso de técnicas de biologia molecular, nomeadamente a
técnica de reac¢ao em cadeia de polimerase, do inglés polymerase chain reaction (PCR).
Esta permite amplificar sequéncias especificas de DNA. Para a sua realizagcdo sdo
necessarias pequenas quantidades do DNA alvo, um tampdo salino contendo a
polimerase, oligonucleotidos iniciadores, os quatro desoxinucleotidos constituintes do
DNA ¢ o cofactor Mg”". Esta mistura é submetida a varios ciclos de amplificacio que
consistem na desnaturacdo do DNA alvo pelo calor (tipicamente 94-96°C), de modo a
separar as duas cadeias. Segue-se a associagdo dos iniciadores por ligacdes de
hidrogénio ao DNA alvo em cadeia simples. Para permitir essa associacao, a mistura de
reaccdo ¢ arrefecida (normalmente a temperaturas entre 50 e 65°C; a temperatura a usar
depende da % GC da sequéncia a amplificar) e extensdo dos iniciadores através da
sintese da cadeia complementar de cada cadeia molde, catalisada pela DNA polimerase
(72°C). O processo envolvendo estes trés passos, pode ser repetido varias vezes (25 a 35
ciclos) sendo possivel aumentar, em cada ciclo, duas vezes a concentracao de DNA pré-
existente.

A nested-PCR ¢ uma variante da PCR convencional, onde sio usados dois pares
de primers, o que permite aumentar a especificidade da técnica. O primeiro par
amplifica uma sequéncia de DNA, tal como as sequéncias amplificadas noutro tipo de
PCR. O segundo par de primers (nested primers) vai-se ligar ao primeiro produto de
PCR, numa zona mais interna em relagdo ao local de ligagdo dos primers, produzindo

um segundo fragmento mais pequeno e mais especifico, diminuindo deste modo a
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probabilidade de fragmentos inespecificos serem amplificados. A nested-PCR tem
maior possibilidade de contaminagdes.

Mais recentemente surgiu a PCR em tempo real (RT-PCR), esta técnica permite
realizar uma constante detec¢ao e monitorizagdo dos produtos de amplifica¢ao, durante
toda a corrida. O sistema ¢ baseado na detec¢do e quantificagdo de um sinal
fluorescente, sendo possivel monitorizar as amplificagdes em tempo real, ¢ mais
especifico, sensivel e reproduzivel. No entanto, torna-se mais caro do que a PCR
convencional.

Os métodos de biologia molecular apresentam vantagens em relacdo a outros
métodos, nomeadamente aos métodos culturais, que necessitam de manuten¢do da
viabilidade dos microrganismos, dependem da velocidade de crescimento dos mesmos e
sao muito dificeis de usar em determinados virus nomeadamente o metapneumovirus
humano; aos métodos de detec¢ao antigénica, que apresentam menor especificidade e
aos métodos serologicos que dependem da resposta imunolédgica do hospedeiro; assim,
os métodos de biologia molecular sdo mais rapidos, mais sensiveis e mais especificos.

Assim, e de forma resumida, as principais aplicagdes dos métodos de

diagnostico referidos aos diferentes virus respiratorios sao apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Aplicacdes dos métodos de diagnostico de virus respiratorios.

Influenza | Parainfluenza | Adenovirus | VSR | Metapneumovirus

Cultura Investigagdo

Imunoflurescéncia Diagnostico de rotina em criangas

Imunocromatografia | Urgéncia | Nao se aplica | Urgéncia Urgéncia | Nao se aplica

Métodos de Biologia Diagnéstico de rotina
Molecular
Serologia Estudos epidemiologicos

6.6 Métodos de diagnoéstico do Bocavirus Humano

A descoberta do HBoV foi realizado por uma técnica de PCR convencional, com
primers especificos e condi¢cdes de amplificagdo apropriadas, em que o tamanho do

produto esperado era de 354pb do gene NP1 (Allander et al., 2005).
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Posteriormente, alguns autores implementaram uma técnica mais sensivel e
especifica para a detec¢do do HBoV, a nested-PCR. Esta técnica ¢ uma variante da PCR
convencional com menor possibilidade de contaminagdes, em que sdo usados dois pares
de primers, o que nos permite aumentar a especificidade do método de detecgao (Pozo
et al., 2007).

Até a data ainda ndo foram realizados estudos do HBoV em cultura, nem foram

realizados testes serologicos.

6.7 Importancia do estudo

Desde a descoberta do HBoV, muitas sdo as questdes que ainda permanecem
sem resposta e sem conclusdes cientificas e clinicas.

Dada a falta de informacdao, nomeadamente acerca do tempo que o virus
permanece no organismo, da frequéncia de re-infecgdes, bem como, a falta de
conclusdes finais acerca do espectro de associacdo a doenga, torna-se uma mais-valia
um estudo em criangas assistidas no CHCB a fim de compreender melhor alguns destes

aspectos.
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I1. Objectivos

1. Montar uma técnica de biologia molecular para pesquisa de DNA do HBoV, em

amostras respiratorias.
2. Determinar a incidéncia do HBoV em criangcas com infecg¢des respiratorias
seguidas no Centro Hospitalar da Cova da Beira (CHCB), no periodo entre

Outubro de 2007 e Maio de 2008.

3. Correlacionar a presenca deste virus com outros virus respiratorios analisados no

CHCB.

4. Correlacionar a presenca do virus com os quadros clinicos acompanhantes.
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III — Materiais e Métodos

1. Populacao estudada

Foram estudados 150 aspirados nasofaringeos, de criancas, admitidas no servigo
de urgéncia pediatrica do CHCB entre Outubro de 2007 e Maio de 2008 (Figura 4).
Destas 74 sdo provenientes de criangas do sexo feminino e 76 de criangas do

sexo masculino, com idade inferior a 2 anos (Tabela 4 e Figura 5).
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Figura 4: Numero de amostras estudadas em cada més.

Tabela 4: Numero de criangas distribuidas pelas faixas etarias.

Idade (meses) Frequéncia (n)
<1 més 2
1-3 meses 14
4-6 meses 33
7-12 meses 101
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Figura 5: Representagdo grafica do numero de criangas por faixa etaria.

Ap6s a andlise do nimero de criancas por faixa etdria, verificou-se que as
criangas em estudo apresentavam idades compreendidas entre 16 dias e 12 meses, sendo

na sua maioria de 12 meses. A média da idade calculada ¢ igual a 5,68 meses.

2. Preparacdo das amostras

Os aspirados nasofaringeos, foram colhidos na urgéncia, e enviados para o
laboratério de virologia do CHCB, num contentor estéril, e conservadas a 4 °C, até o seu
processamento. As secrecdes foram entdo, centrifugadas a 700g durante 5 minutos,
eliminando-se de seguida o sobrenadante. As células foram lavadas com PBS e apos a
centrifugacdo foram de novo ressuspendidas em 1 ml de PBS. A suspensdo de células
obtida foi divididas em duas aliquotas, uma para pesquisa dos virus respiratdrios
pesquisados por rotina no laboratorio de virologia do CHCB (virus influenza,
parainfluenza, metapneumovirus, virus sincical respiratério e adenovirus) e a outra para
pesquisa do DNA do HBoV. Esta aliquota foi congelada a -20°C até ao seu

processamento.
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3. Transformacdo de bactérias competentes e selec¢do — Determinacgdo da

sensibilidade da técnica

A determinagdo da sensibilidade da técnica foi realizada usando dilui¢des
sucessivas de base 10 do plasmideo comercial pCR-4TOPO (Invitrogen), no qual se
encontra clonado o fragmento do HBoV, do isolado ST2 (5182 pb de DNA),
gentilmente cedido pelo Dr. Allander (Figura 6).
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Figura 6: Plasmideo comercial pCR-4TOPO (Invitrogen).
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O plasmideo foi incialmente inserido em bactérias competentes de uma estirpe
de E.coli designada DH5a.

Para transformar as bactérias adicionou-se 53 ng do plasmideo a 100 pl de E.
coli competentes e incubou-se em gelo durante 30 minutos (no minimo). De seguida,
efectuou-se um choque térmico a 42 °C, durante 2 minutos.

As células transformadas foram plaqueadas por espalhamento em placas de LB
agar contendo ampicilina (100 pg/ml), e incubadas a 37 °C, durante 18 horas.

O processo de transformagdo e todos os passos de manuseamento foram
efectuados de acordo com as normas de assepsia aconselhadas.

A transformacdo de bactérias competentes foi também realizada paralelamente
por electroporacdo para verificar qual das duas técnicas originava melhores resultados.

Apos se ter clonado nas bactérias competentes o plasmideo, realizou-se a
extraccao e purificagdo dos plasmideos.

Aquando da purificagcdo dos plasmideos torna-se necessario a separagao de dois
tipos de DNA (Plasmidico e cromossomal). De forma a recolher o plasmideo procedeu-
se a solubilizacao das membranas celulares, usando-se para tal detergentes, desta forma
sdo libertados nao s6 os dois tipos de DNA, bem como todas os outros organelos
celulares, que vao actuar como contaminantes. O DNA cromossomal bem como a
maioria das proteinas sdo precipitadas, pela adicdo ao lisado de acetato de potassio
numa solugcdo de acido acético, toda esta mistura pode agora ser removida por
centrifugacdo, dando origem a uma nova mistura mais simples.

A partir das bactérias transformadas e seleccionadas nas placas de LB Agar,
obtiveram-se culturas em meio liquido (cerca de 2ml), a partir das quais se purificaram
os plasmideos. Para tal, utilizou-se o kit “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System” (Promega®), cuja metodologia basica se explicou anteriormente, sendo os
pormenores da técnica referidos de seguida.

As bactérias foram recolhidas para centrifugacdo 6000 rpm e ressuspendidas
com 250 pl de solugdo de ressuspensao, adicionou-se 10 pl de solucao de protease
alcalina e incubou-se durante 5 minutos a temperatura ambiente, seguidamente
adicionou-se 350 ul de solug¢ao de neutralizagao e centrifugou-se a velocidade maxima
durante 10 minutos. Retirou-se o sobrenadante, efectuaram-se duas séries de lavagens e
eluiu-se 0 DNA em 100ul de agua livre de nucleases. Os plasmideos foram, entdo,
armazenados a -20°C. De forma a determinar-se a concentragdo do DNA plasmidico

extraido efectuaram-se leituras espectrofotométricas a 260 nm (Ultrospec 3000,
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Pharmacia Biotech). Com esta analise ¢ possivel determinar a concentragdo do DNA,

pois uma unidade Optica a 260 nm equivale a 38 pg/mL.

4. Pesquisa do DNA do HBoV

4.1 Extraccao e purificacdo do DNA

O DNA de cada amostra foi extraido através do Kit Jetquick® (Alfagene®),
segundo as instrugdes do fabricante. Resumidamente, para cada amostra pipetou-se
inicialmente um volume de 20 pL de protease, 200 uL. de amostra e 200 pL do tampao
K1 (tampao contendo uma solucao detergente), para um tubo de microcentrifuga de 1,5
mL. Agitou-se o tubo e incubou-se durante 10 minutos, a 58 °C. Seguidamente
adicionou-se 200 pL de etanol absoluto e agitou-se no vortex. Transferiu-se a mistura
para as micro-colunas e centrifugou-se durante 1 minuto a 10000g. Rejeitou-se o
conteudo do tubo, adicionou-se 500 puLL do tampao KX (primeiro tampao de lavagem) e
centrifugou-se, novamente, a 1 minuto a 10000g. Rejeitou-se o contetido do tubo que
passou através da coluna, e adicionou-se 500 ul. do tampao K2 (segundo tampao de
lavagem). Centrifugou-se, novamente, segundo as mesmas condi¢des anteriormente
utilizadas. O conteudo do tubo foi rejeitado, e cada coluna foi centrifugada durante 1
minuto a velocidade maxima para remover todo o tampao de lavagem que contém
etanol que ¢ um inibidor da Taqg DNA polimerase. Seguidamente, adicionou-se 50 puL

de tampao Tris-HCI (tampao de eluicdo) e centrifugou-se a 10000g, durante 2 minutos.

4.2 Detecciao do HBoV por nested-PCR

A pesquisa do DNA do HBoV, foi feita por uma técnica de nested-PCR descrita
por Manning et al, 2006, sendo a regido a amplificar pertencente ao gene NP-1.

As sequéncias dos primers usados estao descritas nas tabelas 5 ¢ 6.
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Tabela 5: Sequéncia dos primers desenhados para a 1* PCR.

Primers Sequéncias

“forward” hBoV1 | 5’-ccagcaagtcctccaaactcacctge-3’

“reverse” hBoV2 5’-ggagcttcaggattggaagcetctgtg-3’

Tabela 6: Sequéncia dos primers desenhados para a 2* PCR.

Primers Sequéncias
“forward” 188F 5’-gagctctgtaagtactcttac-3’
“reverse” 542R 5’-ctetgtgttgactgaatacag-3’

Para a mistura da PCR foi utilizado o kit puReTaq Ready-To-Go PCR Beads
(Amersham Bioscience). O kit possui esferas onde os componentes de reacgdo,
nucledtidos, taq Polimerase, tampao de reaccao e estabilizadores de temperatura, se
encontram liofilizados. Quando a esfera ¢ reconstituida num volume final de 25 pL, a
concentragdo de cada nucledtido ¢ de 200 uM em 100 mM Tris-HCI (pH 9.0 a
temperatura ambiente), a concentracdo de KCl e de MgCl, ¢ de 50 mM e 1,5 mM,
respectivamente.

Para a realizagdo da primeira PCR, pipetou-se, para cada tubo de reacgao, 20
pmol do primer hBoV1 e 20 pmol do primer HBoV2, uma esfera e uma gota de 6leo
mineral. Seguidamente adicionou-se 5 pL. de cada amostra e colocaram-se os tubos no

termociclador de acordo com o programa descrito na tabela 7.

Tabela 7: Condig¢oes utilizadas no programa de PCR.

35 ciclos
Desnaturacio | Desnaturacio | Anneling | Extensio | Extensio
Inicial Final
Temperatura (°C) 94 94 54 72 72
Tempo (minutos) 10 1 1 1 5
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Para a segunda PCR, num novo tubo com as esferas, adicionaram-se 20 pmol de
cada um dos primers do segundo par de primers (188F e 542R), perfazendo um volume
total de 24 pL, seguidamente adicionou-se 1 pL do produto de PCR obtido na primeira
PCR no tubo da segunda PCR. Colocaram-se os tubos no termociclador de acordo com

o programa descrito na tabela 7

4.3 Controlo de qualidade

Em cada grupo de amostras processadas, realizou-se também a amplificacao de
uma amostra contendo os primers e a esfera com agua livre de DNases e RNases, para
se avaliar a presenca de qualquer tipo de contaminacdo servindo, por isso, de controlo
negativo.

O plasmideo pCR-4TOPO contendo o clone do HBoV foi utilizado como
controlo positivo.

A presenca de inibidores foi testada em todas as amostras negativas. Para isso 4
pL de amostra foram misturados com 1 puL. de plasmideo na concentragdo X tendo esta
mistura sido amplificada como se de uma amostra se tratasse. Cada amostra foi

processada em duplicado.

4.3.1 Prevencio de contaminacoes das amostras

No trabalho laboratorial hospitalar, de pesquisa de acidos nucleicos, de qualquer
virus, torna-se importante controlar e prevenir contaminagdes, que nos podem fornecer
resultados falsos, levando a um diagndstico e posterior tratamento errado.

Assim, durante todo o procedimento foram tomadas medidas para prevenir a
contaminagdo das amostras, nomeadamente: as diferentes fases do processamento
decorrem em locais fisicamente separados, no laboratorio onde se efectuou o estudo,
existem quatro areas de trabalho distintas: a sala de preparacdo de reagentes, sala de
preparagdo das amostras, sala de amplificacdo e sala de detec¢do. As luvas, pipetas,
batas e outro material sdo de uso exclusivo na sala onde se encontram, € ndo foram
usadas para outras actividades ou noutras areas. Nao houve transferéncia de qualquer

elemento do local de deteccdo para zonas de pré-amplificagdo. Foram feitas aliquotas de
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reagentes e evitou-se a formagao de aerossois e salpicos entre os tubos. O DNA foi o
ultimo a ser transferido para o tubo de reacgao.

De forma a garantir que todo o procedimento decorresse sem haver
contaminagdes das amostras, em cada sessao de trabalho, usaram-se controlos positivos,

controlos negativos e controlos de reagentes.

4.4 Detecciao dos produtos amplificados — Electroforese em gel de agarose

O gel de electroforese foi preparado de acordo com a tabela 8, de modo a obter
uma dimensao de cerca de 11x 14 cm. Para tal, dissolveu-se num Erlenmeyer a agarose
em TBE, por aquecimento numa placa, até¢ ferver. Ajustou-se o volume com agua
desionizada, de modo a compensar a evaporag¢dao. Adicionou-se a brometo de etideo a
agarose antes de solidificar, e verteu-se para o suporte com o0s pentes e deixou-se
polimerizar. O suporte com o gel foi colocado na tina de electroforese, previamente
cheia com tampao de electroforese TBE.

Adicionou-se 2 pL de tampao de carga do gel (12,5 mg de azul de bromofenol,
1,5 ml de glicerol e 5 ml de agua desionizada) a 10 uL. da amostra e aplicou-se no gel. A
voltagem foi de 100-150V, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Aplicou-se no
gel marcador de peso molecular (REF ver no hospital), com o tampao de carga. O seu
padrdo de restricdo ¢ composto por fragmentos com peso molecular compreendidas
entre X E X . A determina¢do do peso molecular das amostras foi feita por comparagao
directa com as distancias de migracao do marcador.

Apo6s os 15 minutos o gel foi visualizado a luz ultra-violeta. Os fragmentos da

primeira PCR 555pb e da segunda PCR foi 354 pb.

Tabela 8: Composicao do gel de agarose.

Gel de agarose a 3%
TBE (mL) 50
Agarose (g) 1,5

Brometo de Etideo (uL) (C=10mg/dL) 10
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5. Deteccdo de outros virus — VSR, MPvH,

A determinacdo do VSR, AD, IA, IB, VPI 1, VPI 2, VPI 3 ¢ do MPvH foi
realizada no laboratério de virologia do CHCB.

O AD, VPI 1, VPI 2, VPI 3 e VSR, foram detectados por imunofluorescéncia
directa usando antigénios recombinantes (Argene”).

O MPv e IA e IB foram detectados por RT-PCR em tempo real (técnicas “home-

made”).
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IV. Apresentacao e discussao dos resultados

1.Infecgcao por HBoV

1.1 Sensibilidade do método

A sensibilidade do método nested-PCR utilizado para a deteccio do DNA do
HBoV foi de 100 copias por mL. Este valor foi calculado através de sucessivas
diluicdes de base 10 de uma solugdo do plasmideo com concentragdo inicial 1x10"
copias por mL.

Este valor foi adequado para prosseguir o estudo, pois a literatura refere que as

amostras positivas tém pelo menos 10° copias por mL (Allander et al., 2005).

1.2 Prevaléncia da infec¢ao por HBoV

A prevaléncia para cada virus estudado ¢ calculada pela razio entre o nimero de
casos positivos e o numero total de amostras estudadas.

Assim, neste trabalho, a prevaléncia da infeccdo por HBoV, foi calculada
segundo o niimero de amostras positivas, que foi igual a 34, num total de 150 amostras.
Assim sendo, a prevaléncia ¢ de 22,7% (intervalo de confianca para o nivel de
significancia de 95%; 16% - 29,4%).

A prevaléncia do HBoV ¢ altamente dependente da sensibilidade do método de
PCR capaz de detectar multiplos isolados. Para este estudo escolhemos o N terminal do
gene NP-1 como sequéncia alvo. Pois esta regido ¢ idéntica nos dois isolados ST1 e
ST2, sendo uma regido altamente conservada do virus.

A prevaléncia obtida (22,7%) ¢ mais elevada, relativamente a outros estudos ja
realizados em secregdes respiratorias, de criancas, com infec¢do do tracto respiratorio,
em que a prevaléncia deste virus pode ir de 1,5% (Bastien et al., 2007) a 19% (Kaplan et
al., 20006).

As diferengas observadas na incidéncia da infec¢do por HBoV podem estar
relacionadas ndo s6 com os critérios de seleccdo da amostra, mas também, com as

diferengas a nivel dos métodos utilizados na colheita da amostra e na sensibilidade
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método de identificacdo do virus. Neste trabalho e ao contrario de outros, o DNA foi
obtidos a partir de células recolhidas dos aspirados, facto que pode aumentar a
sensibilidade.

Para o HBoV foram detectados 34 amostras positivas no total de 150 amostras,

distribuidas ao longo dos meses do estudo (Tabela 9).

Tabela 9: Distribui¢do mensal do nimero de casos de infeccdo por HBoV.

Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro | Janeiro | Fevereiro | Marco | Abril
Negativo 1 2 1 9 59 28 14 2
Positivo 0 0 0 0 13 12 7 2
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60 - HBoV Positivo
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Figura 7: Representagdo grafica dos resultados obtidos mensalmente para o HBoV.

Apoés a andlise dos resultados obtidos observa-se que é durante os meses de
Janeiro, Fevereiro, Marco e Abril que se verificam os casos positivos de infec¢dao por
HBoV.

A ocorréncia destes resultados, vai ao encontro a estudos anteriores, verificaram
que a distribuicdo ao longo do ano, da infeccdo por HBoV, tem um pico mais elevado
nos meses de Inverno (Novembro, Dezembro e Janeiro), com uma diminui¢ao nos

meses da Primavera (Pozo et al., 2007; Manning et al., 2006).
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1.3 Idade e Sexo

A distribuicao das amostras por idades encontra-se na tabela seguinte.

Tabela 10: Distribui¢do das amostras do HBoV por idades.

<1 més | 1-3 meses | 4-6 meses | 7-12 meses
HBoV Negativo 2 14 23 77
(%) (1,3%) (9,3%) (15,3%) (51,4%)
HBoV Positivo 0 0 10 24
(%) (0%) (0%) (6,7%) (16%)
H HBoV Negativo
90
HBoV Positivo
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Figura 8: Distribui¢ao das amostras do HBoV por idades.

Dos resultados obtidos observa-se que foi na faixa etaria dos 7 aos 12 meses que
mais casos positivos de infeccdo por HBoV se verificaram, com 16%, seguidamente a
faixa etaria dos 4 aos 6 meses com 6,7% dos casos positivos. Nas faixas etdrias inferior
a1 més e de 1 a 3 meses ndo se observaram casos positivos.

A diferenca dos casos positivos de infecgdo por HBoV, pode-se dever a uma
distribuicdo nao uniforme do numero de amostras estudadas nas diferentes faixas
etarias, pois a faixa etaria dos 7 aos 12 meses ¢ a mais representativa com 101 amostras,

seguidamente da faixa etaria dos 4 aos 6 meses com 33 amostras. Assim, para se estudar
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a distribuicao da infeccdo por HBoV, por faixas etarias, seria importante ter uma

distribuicdo mais homogénea do numero de amostras.

Ao estudar apenas criangas com idade inferior a 1 ano, os dados obtidos vao de

encontro aos que outros autores observaram, sendo este, o grupo onde se observam mais

casos de infec¢ao por HBoV (Sloots et al., 2006).

A distribuicdo do nimero de amostras por sexo encontra-se na tabela seguinte.

Tabela 11: Numero de amostras por sexo para a infec¢do por HBoV.

Negativo Positivo Total
Sexo feminino 60 14 74
Sexo masculino 56 20 76
Total 116 34 150
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Figura 19: Distribui¢do das amostras por sexo para a infeccdo por HBoV.

Apos a andlise dos resultados obtidos, observa-se mais casos positivos de

infec¢do por HBoV em individuos do sexo masculino (n=20; 59%), comparativamente
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aos do sexo feminino (n=14; 41%). Foram processadas no total 76 amostras do sexo
masculino (50,6%), e 74 amostras do sexo feminino (49,3%).

Os dados apresentados estdo de acordo com resultados ja publicados, que
relativamente a distribuicdo por sexos, nos indicam que a infec¢ao por HBoV ocorre na
sua maioria em criang¢as do sexo masculino 67% versus 33% sexo feminino (Bastien et

al., 2007; Pozo et al., 2007).

1.4 Co-infeccoes

O numero de casos de co-infec¢do para o HBoV e restantes virus encontra-se

discriminado na seguinte tabela.

Tabela 12: Casos de co-deteccao entre o HBoV e os restantes virus.

Frequéncia (n)
HBoV 10
HBoV + RSV 18
HBoV + 1A 2
HBoV + MPVH 4
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Figura 9: Distribuicdo das co-deteccoes entre o HBoV e restantes virus.
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Apo6s andlise dos resultados obtidos relativamente as co-infecgdes do HBoV
observa-se que se obtiveram 24 casos de co-infec¢do, que corresponde a um total de
70,6%.

A co-infecgdio por MPVH correspondem 11,8%, a co-infecgdo por VSR 52,9% e
5,9% de co-infeccdo por IA.

A literatura diz-nos que as co-infec¢des do HBoV com outros virus respiratorios
sdo bastante frequentes, cerca de 62,5% no total, sendo o VSR com maior nimero de
co-infecgoes, seguidamente do IA (Vicente et al., 2007).

A variabilidade da taxa de co-infec¢do pode estar relacionada com a
sensibilidade dos métodos utilizados, para a deteccdo do virus (Bastien et al., 2007),
mas existem dados que referem valores de co-infec¢do entre 18% (Allander et al., 2005)
e 72% (Kaplan et al., 2006).

Elevadas taxas de co-infec¢ao ndo estdo em oposicdo com o papel do HBoV na
doenga respiratdria, pois, num estudo que incluiram criangas assintomaticas obtiveram
zero de incidéncia do HBoV, fornecendo uma associacdo entre o virus e a doenga
(Pozo). A taxa de co-infecgdo elevada entre HBoV e RSV pode identificar o HBoV

como um importante factor para a infec¢do por RSV.

1.5 Diagnéstico clinico

O diagnostico clinico estabelecido pelos clinicos, para os participantes do estudo,

encontra-se na tabela 13.

Tabela 13: Diagnostico estabelecido pelo clinico para cada crianga incluida no estudo.

Diagnostico estabelecido pelo clinico P;‘:g;i‘;s;a Poiitl;‘:{? ?;Sa °
Bronquiolite Aguda 86 23 (67,8%)
Tosse e Febre 18 1(2,9%)
Pneumonia 13 2 (5,9%)
Infeccdes do tracto respiratério superior (ITRS) 16 1 (2,9%)
Otite 3 1 (2,9%)
Outro diagnostico 14 6 (17,6%)
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Figura 10: Frequéncia de cada diagndstico estabelecido.

A partir dos resultados obtidos observa-se que, no geral, o diagnostico clinico
mais frequente foi o de bronquiolite, com 86 casos, seguidamente de Tosse e Febre com
18 casos e ITRS com 16 casos (Tabela 13).

Para os casos de infec¢do por HBoV, os diagndsticos mais frequentes foram:
bronquiolite com 67,8%, seguido de pneumonia com 5,9%.

Os casos de infecgdo apenas pela presenga do HBoV foram 10, dos quais 6
tinham como diagnostico bronquiolite, 1 como broncopneumonia, 1 como otite, 1 como
gastroenterite € 1 como vomitos.

Dados ja publicados indicam que o diagnostico clinico mais comum para
doentes com HBoV positivo, com ou sem co-infecgdes incluem ITRS, bronquiolites e
pneumonia, estando de acordo com os dados obtidos neste estudo. Este espectro clinico
¢ concordante com outras ITRS agudas de causa viral, semelhante as infecc¢des
provocadas por RSV (Weigl et al., 2003) e MPvH (Wilkesmann et al., 2006). Assim,
para a infec¢ao por HBoV ainda ndo existe um diagnostico diferenciavel relativamente a
outros virus respiratorios.

Monteny e seus colaboradores, verificaram a presenca de febre, por periodos

superiores a 5 dias, em doentes infectados com HBoV (Monteny et al., 2007). Allander
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observaram que 42% dos casos de infeccdo por HBoV tinha com diagndstico clinico

otite aguda (Allander et al., 2005).

1.6 Servico

1.6.1 Servico — HBoV

A frequéncia de episodios internamento e de urgéncia, e casos positivos totais do

HBoV encontra-se na seguinte tabela.

Tabela 14: Frequéncia de episodios internamento e de urgéncia, e casos positivos totais
do HBoV.

Servico Frequéncia (n) HBoV Positivos (n)
Internamento 79 22
Urgéncia 71 12
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Figura 11: Frequéncia dos episddios de internamento e urgéncia e casos positivos totais
do HBoV.
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Pela analise dos resultados observa-se que 79 das criancas necessitaram de
hospitalizagdo, no servico de pediatria, e 71 criancas apenas foram observadas na
urgéncia pedidtrica do CHCB. No servigo de internamento as criangas foram sujeitas a
técnicas terapéuticas que incluiram aerossois, drenagem postural, cinesiterapia
respiratoria e readaptacdo ao esforco individual.

O tempo de internamento variou entre 2 ¢ 55 dias, sendo a média de 6,9 dias.
Este valor ¢ relativamente mais elevado tendo em conta dados ja publicados que
indicam valores médios de internamento de 5 dias (Volz et al., 2007).

Observa-se que existe um numero superior de casos positivos de infec¢do por
HBoV em criangas que seguiram para internamento, com 64,7% dos casos positivos, em
comparagdo com os que apenas foram observados no servigo de urgéncia (35,3%).

O tempo de internamento, das criangas infectadas por HBoV variou entre 1 e 13
dias, sendo a média de 6,7 dias.

A frequéncia de episodios internamento e de urgéncia, € casos positivos apenas

do HBoV, ou seja, sem as co-infecgdes, encontra-se na seguinte tabela.

Tabela 15: Frequéncia de episoddios internamento e de urgéncia, e casos positivos

apenas do HBoV.

Servico Frequéncia (n) HBoV Positivos (n)
Internamento 79 5 (14,7%)
Urgéncia 71 5 (14,7%)

Observa-se para os casos de infeccdo apenas por HBoV uma distribuicao
uniforme dos episodios de internamento e de urgéncia, ambos com 5 casos.
O tempo de Internamento apenas para os casos de HBoV variou entre 3 a 13

dias, sendo a média de 7,6 dias.
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1.6.2 Servico - VSR

A frequéncia de episodios internamento e de urgéncia, e casos positivos apenas

do VSR, ou seja, sem as co-infec¢des, encontra-se na seguinte tabela.

Tabela 16: Frequéncia de episodios internamento e de urgéncia, e casos positivos

apenas do VSR.

Servico Frequéncia (n) VSR Positivos (n)
Internamento 79 33 (42,9%)
Urgéncia 71 23 (29,9%)

Para os casos de infeccdo apenas por VSR, verifica-se que 42,9% seguiram para

o servigo de internamento e 29,9% apenas foram observadas na urgéncia.

O tempo de Internamento apenas para os casos de VSR variou entre 2 a 10 dias,

sendo a média de 6,2 dias.
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2. Outros virus respiratorios estudados

Para além do Bocavirus, nas amostras estudadas, foram ainda pesquisados os

seguintes virus respiratorios: (tabela 15)

Tabela 17: Virus respiratorios analisados.

Positivos (n)

Negativos (n)

Prevaléncia (%)

VSR 77 73 51
AD -—- 150 0
IA 6 144 4
1B -—- 150 0

VPI 1 - 150 0
VPI 2 - 150 0
VPI3 -—- 150 0
MPvH 135 15 10,67

Através da andlise da tabela anterior podemos concluir, que o VSR esteve

presente em 77 das amostras respiratorias, constituindo o agente viral mais comum

(51%), seguido pelo MPvH com 16 casos positivos (10,67%), e por tltimo o 1A, com

apenas 6 casos positivos (4%). Para os restantes virus, nomeadamente, AD, 1B, VPI 1,

VPI 2 e VPI 3, ndo se verificaram casos positivos.

O facto de o VSR ser o virus respiratorio mais detectado, neste estudo, vai de

encontro com outros estudos, que afirmam que este € principal agente associado a

infecgdes do tracto respiratorio inferior (Kesebir et al., 2006).

2.1 VSR

Tabela 18: Distribui¢ao mensal do nimero de casos de infec¢dao por VSR.

Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro | Janeiro | Fevereiro | Marco | Abril
Negativo 1 2 1 9 29 12 17 2
Positivo 0 0 0 0 43 28 4 2
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Figura 12: Representacdo grafica dos resultados obtidos mensalmente para o VSR.

Apo6s a andlise dos resultados obtidos, ao longo dos meses nos quais o estudo
decorreu, observa-se que ¢ durante os meses de Janeiro, Fevereiro, Marco e Abril que se
verificam mais casos positivos de infec¢ao por VSR.

Estes resultados estdao de acordo com a literatura, que nos diz que, a infec¢do por

VSR ocorre com maior incidéncia durante o Inverno e inicio da Primavera (Kesson,
2007).

2.1.1 Prevaléncia do VSR

Sendo o numero de casos positivos igual a 77 num total de 150 amostras, neste
trabalho, a prevaléncia de infec¢do por VSR ¢ de 51%.

Este resultado ¢ relativamente superior a outros dados ja publicados, que
indicam valores de prevaléncia igual 38% (Schmidt et al., 2004).

Uma das justificagdes para o valor obtido, pode estar relacionada pelo facto de

neste estudo 86 das criangas tinha como diagndstico bronquiolite.
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22 AD

Tabela 19: Distribui¢ao mensal do numero de casos de infec¢do por AD.

Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro | Janeiro | Fevereiro | Marco | Abril
Negativo 1 2 1 9 72 40 21 4
Positivo 0 0 0 0 0 0 0 0
801 B AD Negativo
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Figura 13: Representacdo grafica dos resultados obtidos mensalmente para o AD.

Ap6s a analise dos resultados obtidos observa-se que ndo se verificaram casos

positivos para o AD.

2.2.1 Prevaléncia do AD

Sendo o numero de casos positivos igual a zero, obtém-se uma taxa de

prevaléncia do AD igual a zero.
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Tabela 20: Distribui¢do mensal do nimero de casos de infecg¢ao por IA.

Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro | Janeiro | Fevereiro | Margo | Abril
Negativo 1 2 1 9 68 38 21 4
Positivo 0 0 0 0 4 2 0 0
B JA Negativo
80
IA Positivo
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Figura 14: Representacao grafica dos resultados obtidos mensalmente para o IA.

Apo6s a analise dos resultados obtidos observa-se que ¢ durante os meses de

Janeiro e Fevereiro que se verificam os casos positivos de infec¢do por [A.

2.3.1 Prevaléncia do 1A

Sendo o numero de casos positivos igual a 6, num total de 150 amostras, a

prevaléncia do IA ¢ de 4%.
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24 1B

Tabela 21: Distribui¢do mensal do nimero de casos de infec¢ao por IB.

Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro | Janeiro | Fevereiro | Margo | Abril
Negativo 1 2 1 9 72 40 21 4
Positivo 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 15: Representacdo grafica dos resultados obtidos mensalmente para o IB.

Apo6s a andlise dos resultados obtidos observa-se que nao se verificaram casos

positivos para o IB.

2.4.1 Prevaléncia do IB

Sendo o numero de casos positivos igual a zero, obtém-se uma taxa de

prevaléncia do IB igual a zero.
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2.5 MPvH

Tabela 22: Distribui¢do mensal do nimero de casos de infecgao por MPvH.

Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro | Janeiro | Fevereiro | Marco | Abril

Negativo 1 2 1 9 65 39 13 4
Positivo 0 0 0 0 7 1 8 0
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Figura 16: Representacao grafica dos resultados obtidos mensalmente para o MPvH.

Apo6s a analise dos resultados obtidos observa-se que ¢ durante os meses de
Janeiro, Fevereiro e Margo que se verificam os casos positivos de infec¢cdo por MPvH.

Estes resultados estdo de acordo com a literatura, que afirma que o espectro da
infeccdo por MPvH ¢ semelhante ao VRS, ou seja, ocorre com maior incidéncia durante

o Inverno e inicio da Primavera (Maertzdorf et al., 2004).
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2.5.1 Prevaléncia do MPvH

Sendo o numero de casos positivos igual a 16, num total de 150 amostras,

obtém-se uma taxa de prevaléncia do MPvH igual a 10,67 %.

prevaléncia do MPvH igual a 11% (Magi et al., 2007).

Este resultado vai ao encontro ao descrito na literatura, que apresentam taxa de

2.6 VPI

Tabela 23: Distribuicdo mensal do namero de casos de infec¢do por VPIL, VPI2 e

VPI3.
Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro | Janeiro | Fevereiro | Marco | Abril
Negativo 1 2 1 9 72 40 21 4
Positivo 0 0 0 0 0 0 0 0

Dos resultados obtidos observa-se que ndo existiram casos positivos para o VPI 1, VPI

2e VPI3.

2.6.1 Prevaléncia do VPI

Sendo o numero de casos positivos igual a zero, obtém-se uma taxa de

prevaléncia do VPI1, VPI2 e VPI3 igual a zero.
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3. Sazonalidade dos virus

A distribui¢do mensal de cada virus analisado encontra-se na seguinte tabela e

grafico.

Tabela 24: Distribui¢ao mensal de cada virus.

IB | VPI1 | VPI2 | VPI3 | AD | IA | MPvH | HBoV | VSR
Setembro 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Outubro 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Novembro 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dezembro 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Janeiro 0 0 0 0 0 4 7 13 43
Fevereiro 0 0 0 0 0 2 1 12 28
Marco 0 0 0 0 0 0 8 7 4
Abril 0 0 0 0 0 0 0 2 2
u B
= VPI1
= VP12
= VPI3
uAD
= JA
u MPvH
= HBoV
& VSRTR
= VSR

Figura 17: Representacao da distribui¢ao mensal de cada virus.
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Os resultados para o HBoV, aproximam-se dos obtidos por Manning et al., 2006,
nos quais o maior nimero de casos positivos se verificou nos meses de Janeiro e
Fevereiro (Manning et al., 2000).

Podemos observar pelos resultados obtidos que o perfil de distribuicao ao longo
dos meses, em que se realizou o estudo, dos virus VSR e HBoV ¢ semelhante,
verificando-se mais casos positivos nos meses Janeiro e Fevereiro. Observa-se que a
distribuicdo entre os virus MPvH e IA ¢ também semelhante, com maior numero de
casos positivos nos meses Janeiro e Fevereiro.

Dos resultados obtidos, para o AD, verifica-se que ndo existem casos positivos,
assim, nada se pode aferir da sazonalidade deste virus. Os resultados ja publicados,
indicam-nos que o pico de infec¢do respiratoria por AD ocorre no final do Inverno,
Primavera e inicio do Verao, podendo, no entanto, ocorrer infecgdes durante todo o ano.

Nao se observaram casos positivos para o VPI 1, VPI 2 e VPI 3. De acordo com
a literatura as infec¢des pelo VPI ocorrem durante todo o ano, com maior frequéncia no
Outono e Inverno (Kesson, 2007).

Estabelecer a prevaléncia sasonal torna-se por vezes complicado, devido as
diferencas no nimero de amostras que sao colhidas nos meses de Inverno relativamente
aos meses de Verdo, coincidindo com as alteracdes na incidéncia de doengas

respiratorias (Manning et al., 2006).
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V. Conclusoes

Apo6s analisados e discutidos os resultados obtidos podemos tecer algumas
conclusoes.

Os objectivos propostos inicialmente foram cumpridos.

A sensibilidade do método nested-PCR utilizado para a deteccio do DNA do
HBoV foi de 100 copias por mL. Este valor demonstrou ser adequado para o estudo,
pois a literatura refere que as amostras positivas tém pelo menos 10° copias por mL
(Allander et al., 2005).

A prevaléncia do HBoV foi de 22,7%. Este valor ¢ relativamente superior ao
descrito na literatura, que pode ir de 1,5% a 19% (Chieochansin et al., 2007).

No que diz respeito a distribuicao da infec¢ao do HBoV por sexo, verificaram-se
mais casos positivos em individuos do sexo masculino (n=20; 59%), comparativamente
aos do sexo feminino (n=14; 41%).

Relativamente a idade, observou-se que a faixa etdria dos 7 aos 12 meses
apresentou mais casos positivos de infeccdo por HBoV (n=24), seguidamente a faixa
etaria dos 4 aos 6 meses com 10 casos positivos. Nao se observaram casos positivos em
idades iguais ou inferiores a 3 meses.

Tendo em conta a sasonalidade do HBoV verificou-se que os casos positivos se
distribuiram pelos meses de Janeiro, Fevereiro, Margo e Abril.

Para os casos de infeccao por HBoV, os diagndsticos mais frequentes foram o de
bronquiolite com 67,8% e de pneumonia com 5,9%.

Nos casos de infeccdo apenas pela presenca do HBoV o diagnéstico mais
frequente foi bronquiolite.

Observou-se para os casos de infec¢ao apenas por HBoV houve uma distribuicao
uniforme dos episddios de internamento e de urgéncia, ambos com 5 casos. Assim, a

presenca do HBoV ndo implicou directamente o aumento do niimero de internamentos.

Da anélise dos restantes virus, verificou-se que o VSR esteve presente em 77 das
amostras respiratdrias, constituindo o agente viral mais comum, seguidamente o MPvH
em 16 casos positivos, € por ultimo o IA, com apenas 6 casos positivos. Para outros
virus estudados, nomeadamente, AD, IB, VPI 1, VPI 2 e¢ VPI 3, ndo se verificaram

casos positivos.
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A prevaléncia de infeccao por VSR foi de 51%; do IA de 4% e do MPvH igual a
10,67%. Os restantes virus, AD, IB, VPI 1, VPI 2, VPI 3, obteve-se uma taxa de
infeccdo igual a zero.

Os resultados estdo de acordo com dados ja publicados, que afirmam que o VSR
¢ principal agente associado a infecgdes do tracto respiratorio inferior (Kesebir et al.,
2006).

O perfil de distribuicdo ao longo dos meses, em que se realizou o estudo, dos
virus VSR e HBoV demonstrou ser semelhante, verificando-se mais casos positivos nos
meses Janeiro ¢ Fevereiro. A distribui¢ao dos virus MPvH e IA foi também semelhante,

com maior numero de casos positivos nos meses Janeiro e Fevereiro.
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VI. Perspectivas Futuras

Confirmar a elevada prevaléncia para o HBoV, ou seja, verificar se a presenga
do HBoV ¢ responsavel pelos sintomas apresentados e diagnostico estabelecido, ou se
por outro lado, aparece como resultado complementar de um resultado positivo para
outros virus do tracto respiratdrio. Pois os sintomas apresentados pela infeccdo do
HBoV estao também presentes na infeccao de outros virus do tracto respiratorio.

No futuro, seria importante fazer a detec¢do de DNA do HBoV em amostras de
urina. Segundo autores, a presenca de ADN do HBoV, na urina, pode meramente
reflectir um modo de excrecdo do virus pelo sistema digestivo e urindrio, mas, também,
pode sugerir outras manifestagdes da doenga associada ao HBoV, que pode nado se
limitar ao tracto respiratorio (Pozo et al., 2007).

Fazer a colheita de amostras fecais, seria igualmente util, pois, tal como os
outros dois virus do género bocavirus, canino e bovino, causam, também, doenca
entérica, ¢ uma vez que um estudo realizado por Vicente e seus colaboradores,
obtiveram no grupo de doentes com gastroenterite 9,1% positivos para o HBoV
(Vicente et al., 2007).

Alargar o estudo a outros hospitais da regido e fazer uma comparacdo entre

resultados.
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VIII. Anexos

Anexo 1: Dados para a avaliagdo do internamento realizado a cada participante do

estudo.

Centro Hospitalar Cova da Beira
Servigo de Pediatria
Unidade de Neonatologia

Avaliagao para Internamento

Sintomatologia Sim

Niao

Observacoes

Febre

Dispneia

Tosse

Tiragem intercostal

Adejo nasal

Piera/sibilos

Sat O,

Rinorreia

Rash cutineo

Diarreia

Otite

Exposi¢do Fumo/Tabaco

Teste rapido secregdes

Conjuntivite

Outros
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