INSTITUTO DE MEDICINA INTEGRAL PROF. FERNANDO FIGUEIRA

DIRETORIA DE PESQUISA

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE INICIACAO CIENTIFICA - PIBIC

CARACTERISTICAS DE CRIANCAS COM BRONQUIOLITE AGUDA POR
DIFERENTES PATOGENOS RESPIRATORIOS DETECTADOS POR PCR NO

RECIFE, BRASIL

Relatério final apresentado ao Programa de
Iniciacdo Cientifica do IMIP - PIBIC/CNPg com
vigéncia 2012-2013.

Bolsista: Hellyton Mitchael Firmino Cavalcanti

Orientadora: Prof® Dra. Patricia Gomes de Matos Bezerra

Co-orientadora: Prof® Dra. Maria do Carmo M. B. Duarte

Colaboradores: Marcos Antonio Peixoto de Siqueira Filho e Géssica de Paula VVasconcelos

Recife, Agosto de 2013.



PAGINA DE IDENTIFICACAO

TITULO DO TRABALHO
Caracteristicas de criangas com bronquiolite aguda por diferentes patdgenos respiratorios
detectados por PCR no Recife, Brasil.

AUTORES

Hellyton Mitchael Firmino Cavalcanti

Estudante de Medicina da Faculdade Pernambucana de Salde

Endereco: Rua Jacd Velosino, 251, apt. 501 - Casa Forte, Recife - PE, CEP: 52.061-410
Fone: (81) 8899-6846; e-mail: well _cavalcanti@hotmail.com

Instituicdo: Faculdade Pernambucana de Saude

Patricia Gomes de Matos Bezerra

Pediatra pneumologista do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira e Tutora da
Faculdade Pernambucana de Saude

Rua Aquarius 76/1402 Recife PE CEP 52011-020; (81) 9971-5238;

e-mail: pmvbezerra@uol.com.br

InstituicGes: Faculdade Pernambucana de Salde e Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira

Maria do Carmo Meneses Bezerra Duarte

Docente pesquisadora da Pos-graduacgdo stricto sensu em Saude Materno Infantil do IMIP.
Telefone: (81) 8782-1193; e-mail: mcduarte2010@gmail.com

Instituicdes: Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira e Hospital Esperanca

Géssica de Paula Vasconcelos

Estudante de Medicina da Faculdade Pernambucana de Saude

Rua Doutor Emilio Ribas, 164 — Imbiribeira, Recife-PE CEP: 51170-500; (81) 97892937
e-mail: gessica_vasconcelos@hotmail.com

Instituicdo: Faculdade Pernambucana de Saude

Marcos Antonio Peixoto de Siqueira Filho

Estudante de Medicina da Faculdade Pernambucana de Saude

Endereco: Rua Marqués de Tamandaré, 162, apt. 501 - Poco da Panela, Recife- PE CEP:
52.061-170; Fone: (81) 8643-2907; e-mail: marcos.siqueira2014@gmail.com

Instituicdo: Faculdade Pernambucana de Saude

FONTES DE FOMENTO: CNPq, FAPE - IMIP e Universidade de Liverpool.



RESUMO

OBJETIVO: descrever os principais patdgenos, caracteristicas clinicas e terapéuticas de
criancas menores de 18 meses com bronquiolite aguda no Recife, Brasil. METODOS: estudo
descritivo, tipo corte transversal. Foram incluidas criancas menores de 18 meses com
bronquiolite aguda atendidas na Emergéncia do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando
Figueira (IMIP), entre junho.2008 a junho.2009 com deteccdo de 17 patdgenos respiratorios
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex. Excluiu-se cardiopatia
congénita complexa, doengas pulmonares cronicas graves e imunodeficiéncias. Foram
descritas as frequéncias das caracteristicas de criangas com bronquiolite aguda com detec¢do
Unica ou co-deteccdo por virus/bactérias atipicas. RESULTADOS: 53,6% eram do sexo
masculino, 14,2% baixo peso ao nascer, 41% tinham tabagismo na residéncia, 2,7%,
comorbidades e 41,5% foram moderados a graves. Os patdgenos respiratérios foram
detectados em 157 (85,7%) criancas. O virus sincicial respiratorio (VSR) foi encontrado em
39,9% dos lactentes, adenovirus (AdV) 29,5% e rinovirus (RVh) 23%. As manifestacdes
clinicas mais freqlientes foram: tosse 98,9%; dispneia 96,7%; rinorreia 92,3%; sibilancia
74,9%; febre 14,8%. Antibioticoterapia foi realizada em 19,1% dos pacientes, sendo
ampicilina (71,4%) e macrolideo (22,7%). CONCLUSAO: os patdgenos respiratorios foram
detectados em 157 (85,7%) das criancas estudadas, O VSR foi detectado de forma isolada ou
em associagao na maioria dos lactentes abaixo de 18 meses atendidos na emergéncia.

Palavras-chave: infeccdo; lactente; virus sincicial respiratério humano; PCR.

ABSTRACT

OBJECTIVE: to describe the main pathogens, clinical features and treatment of children
younger than 18 months with acute bronchiolitis assisted in Recife, Brazil. METHODS: a
descriptive, cross sectional study. Children younger than 18 months with acute bronchiolitis
treated in the emergency IMIP were included between June 2008 and June 2009 with
detection of 17 diferents respiratory pathogens by multiplex polymerase chain reaction
(PCR). Children with complex congenital heart disease, chronic lung diseases and severe
immunodeficiencies were excluded. For the analysis, the absolute and relative frequencies of
the characteristics were described. RESULTS: 53.6% of the infants were male, 14.2% were
low birth weight, 41% were exposed to tobacco, 2.7% had comorbidities and 41.5% had
moderate to severe disesase. Respiratory pathogens were detected in 157 (85.7%) children.
Respiratory syncytial virus (RSV) was found in 39.9%, adenovirus (AdV) in 29.5% and 23%
in rhinovirus (RVh). Regarding clinical manifestations: cough was present in 98.9% of
infants, dyspnoea in 96.7%, rhinorrhea in 92.3%, wheezing in 74.9% and fever in 14.8%.
Antibiotics were used in 19.1% of patients: ampicillin in 71.4% and macrolide in 22.7%.
CONCLUSION: The respiratory pathogens were detected in 85.7% of the children studied,
RSV was detected in isolation or in combination in most infants younger than 18 months
treated in the emergency.

Key words: infection; infant; human respiratory syncytial virus, PCR.



INTRODUCAO

As infecgdes respiratdrias agudas (IRA) decorrem em um grave problema de salde
publica em todo o mundo devido a sua alta morbidade e mortalidade. A bronquiolite aguda é
uma das principais causas de hospitalizagdes em diversos paises e a morbidade é elevada®.
Estudo de Nair et al? relata que cerca de 33,8 milhdes de novos episddios de infeccdo
respiratoria aguda estavam associados ao virus sincicial respiratério (VSR) em criancas
menores de cinco anos. Agentes virais, como VSR e o adenovirus (AdV), sdo 0s mais
comumente associados & bronquiolite®®,

A Academia Americana de Pediatria® (AAP) define bronquiolite como "uma
inflamacdo aguda, com edema e necrose das células epiteliais das pequenas vias aéreas,
aumento da producdo de muco, e broncoespasmo, associado a prédromos de doenca das vias
aéreas superiores, seguido por aumento do esforco respiratério e sibilancia em criancgas
menores de dois anos de idade". Por sua vez, os ingleses a definem, como sendo uma
doenca viral sazonal caracterizada por febre, coriza e tosse seca, sibilante com a presenca
de estertores finos inspiratorios e/ou sibilos expiratérios a ausculta respiratoria>®.

A maioria das criancas com bronquiolite viral aguda tem uma doenca leve, com
curso autolimitado, ndo necessitando de medidas especificas. Entretanto, alguns pacientes
precisardo de internamento hospitalar, levando-se em consideracao critérios como idade do
lactente, a fase da doenca, a presenca de fatores de risco, a gravidade do desconforto
respiratério, a capacidade de tomar liquidos orais, € a condicdo socioecondmica da
familia”®.

No entanto, a pratica clinica no tratamento da bronquiolite aguda varia muito,
havendo controvérsia e poucas evidéncias na literatura sobre o melhor tratamento para

esta comum, mas potencialmente fatal condi¢do. Diversos estudos foram publicados no

6,8—
intuito de se determinar a melhor conduta clinica a ser adotada na bronquiolite aguda
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. Dentre elas, a oxigenioterapia € indicada para tratamento da hipoxemia, Entretanto, as

recomendacdes divergem quanto ao valor adotado de saturacdo de oxigénio (SatO;) no qual

4,11
esta indicado o uso de terapia com oxigénio (O,), sendo essa, variavel entre 90% a 92% .

Como exemplo podemos citar a orientagdo da Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) que
recomenda uso de oxigenioterapia se SatO, <92%*, enquanto a AAP recomenda instituic&o
de O, suplementar se SatO, <90%*. O uso corriqueiro de antibi6ticos (ATBs) néo é
recomendado, sendo orientado seu uso nas criangas com quadro de infeccdo
bacteriana associada. Outras medicacbes como broncodilatadores, corticosteroides
inalat6rios e sistémicos e antivirais tém seu uso controverso®**?%3.

Este estudo tem como objetivo descrever os principais patdgenos, as caracteristicas

clinicas e terapéuticas de criancas menores de 18 meses com bronquiolite aguda atendidas no

Recife, Brasil.

METODO

Estudo clinico, de base hospitalar, do tipo corte transversal de crian¢as menores de 18
meses de idade com bronquiolite aguda atendidas na emergéncia Pediatrica de um hospital
escola no Recife, Brasil. A coleta de dados da pesquisa ancora intitulada "Prevaléncia,
patogénese e fatores de risco para gravidade das infec¢bes agudas virais do trato
respiratorio em criancas menores de cinco em Recife, Brasil" foi realizada no periodo de 14
de junho de 2008 a 30 junho de 2009 no Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando
Figueira (IMIP), que atende criancas do Sistema Unico de Salde e é centro de referéncia em
Saude Materno Infantil no Brasil.

O diagnostico da bronquiolite aguda foi baseado em sinais e sintomas respiratérios

114

conforme descrito por Bezerra et al, 2011™". Os sintomas e sinais respiratorios considerados

foram rinorreia, tosse, sibilancia, dispneia, febre, gemido, cianose e hipoxemia. Para esse



estudo, foram incluidas criancas de idade menor que 18 meses com diagnostico clinico de
bronquiolite com até sete dias de inicio da doenca e com reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em multiplex positivo ou negativo com deteccdo ou co-deteccdo pelos diversos
virus/bactérias atipicas que acometem o trato respiratorio. Foram excluidas as crian¢as com
historia de cardiopatia congénita complexa, doencas pulmonares graves cronicas e
imunodeficiéncias. As criancas foram classificadas de acordo com a gravidade de doenca
como doenca leve, moderada ou grave. Considerou-se doenca leve naquelas criancas sem
necessidade de oxigenioterapia e sem internamento hospitalar; moderada naquelas com
internacdo hospitalar, mas sem necessidade de oxigenioterapia e doenca grave naquelas com
internacdo hospitalar e com oxigenioterapia.

O procedimento da coleta e processamento das amostras de aspirado nasofaringeo
(ANF) encontram descritos na publicacdo de Bezerra et al, 2011". Ressalta-se, no entanto,
gue o processamento inicial das amostras foi realizado no IMIP e estas foram armazenadas
em freezer a -70°C até analise na Universidade de Liverpool, no Reino Unido. Apos extracao
do RNA e do DNA dos microrganismos, as amostras foram testadas para 17 diferentes
patdgenos respiratorios.

A PCR em multiplex foi realizada para detec¢do de VSR, metapneumovirus humano
(MPVh), influenza A e B (FLU), parainfluenza (VPI) tipos 1-4, rinovirus (RVh), bocavirus
(BV) e adenovirus (AdV). Conjuntos de Primer-probe adicionais foram utilizados para
deteccdo de coronavirus (CoVs) [OC43, NL63, 229E, HKU1], Mycoplasma pneumoniae
(Mpp) e Chlamydophila pneumoniae (Cpp) usando primers de oligonucleotideos previamente
descritos por Bezerra et al**.

Para a analise, foram descritas as frequéncias absoluta e relativa das caracteristicas de
criancas menores de 18 meses com bronquiolite aguda com deteccdo Unica ou co-deteccao

pelos diversos virus/bactérias atipicas. O estudo teve aprovacdo do Comité de Etica e



Pesquisa em Seres Humanos do IMIP atraves do nimero 896/06 e os pesquisadores declaram

nao ter conflito de interesse.

RESULTADOS

Das 183 criancas, 53,6% eram do sexo masculino, 14,2% do total de casos tiveram
baixo peso ao nascer, 41% tinham tabagismo na residéncia e 2,7% apresentavam
comorbidades. No que diz respeito a gravidade da doencga, 41,5% foram classificados como
moderados a graves, sendo deste montante 8,7% pacientes graves (Tabela 1).

Os patdgenos respiratorios foram detectados em 157 (85,7%) das criancas estudadas,
sendo, 48% correspondente a detec¢do unica e 37,7%, co-deteccdo, variando de dois a trés
patdgenos (tabela 2). O VSR foi o principal agente encontrado (39,9%), seguido pelo AdV
com 29,5% dos casos e pelo RVh com 23%. O Mpp foi detectado em 10,3% das amostras.
Dos patogenos encontrados em deteccdo Unica o VSR foi o mais prevalente (23%), seguido
pelo RVh (8,7%). O AdV foi observado em 2,2% destes testes. Em relacdo as co-detecc¢des,
evidenciou-se que a associacdo com dois patdgenos mais frequente foi a de VSR com AdV
(7,7%), sequida por RVh com AdV (5,5%) (Tabela 3).

Quanto as manifestacBes clinicas na admissdo destes pacientes o principal sintoma
apresentado foi tosse (98,9%), seguida de dispneia e rinorreia, com frequéncia de 96,7% e
92,3% respectivamente. Outro sinal foi a sibilancia, presente em 74,9% dos pacientes. A febre
foi observada em 14,8% dos pacientes (Tabela 4).

No tocante as caracteristicas terapéuticas avaliadas observou-se que a
antibioticoterapia foi realizada em 19,1% dos pacientes. Dentre os antibioticos utilizados, a
ampicilina foi a mais frequente (71,4%) seguida do macrolideo em 22,7% dos casos (Tabela

5).



DISCUSSAO

Essa pesquisa identificou através do método do PCR multiplex, que o VSR esta
associado ao diagnoéstico de bronquiolite aguda de forma isolada ou em associagdo na
maioria dos lactentes abaixo de 18 meses atendidos na emergéncia. A deteccdo de 17
diferentes patdgenos respiratorios no ANF em mais de 85% das amostras s6 foi possivel
através do método de PCR multiplex, por este ser mais sensivel e especifico, quando
comparado a outras técnicas de pesquisa viral®™.

Alguns fatores reconhecidamente de risco para o desenvolvimento de doenca mais
grave pelo VSR foram identificados nos lactentes deste estudo: baixa idade, sexo masculino,
tabagismo passivo, baixo peso ao nascer e desmame precoce'® 8. Ressalta-se que a maioria
dos lactentes foram desmamados precocemente (menos de um més de aleitamento materno)
ou ndo mamaram. Além disso, pelo fato deste estudo ser de base hospitalar e a emergéncia
do IMIP receber casos referendados, observou-se que cerca de 40% dos lactentes
apresentaram gquadros moderados a graves.

O VSR foi o principal patdgeno identificado em deteccdo Unica ou multipla. Outras
pesquisas no Brasil, utilizando a técnica de PCR, também identificaram o VSR como
principal patégeno associado a bronquiolite aguda®®®°. Nesta pesquisa, apesar do AdV ter
sido o segundo patdégeno em maior frequéncia na deteccdo Unica ou maultipla, ele foi pouco
detectado como agente Unico. Por sua vez, identificou-se 0 RVh como segundo agente em
deteccdo Unica associado a bronquiolite. O papel do RVh nas infeccBes respiratorias é
geralmente associado a doenca leve de vias aéreas superiores em criancas e ao
desencadeamento de exacerbaces de asma?®’. Entretanto, com a técnica da PCR, esse papel
vem sendo rediscutido, pois 0 RVh tem sido detectado em vias aéreas inferiores, em
detecgdo Gnica ou em co-deteccdo com outros patégenos respiratérios??. Estudos prévios

sugerem que as co-detec¢des podem resultar em quadros mais graves, quando comparados as



infeccBes por um Gnico patégeno®2°. Por outro lado, alguns autores n&o encontraram a
associacdo entre co-deteccdo de patdgenos e risco para doenca mais grave 2 2628,

Aspecto que merece destaque neste estudo foi a deteccdo do Mpp em
aproximadamente 11% das amostras positivas. Além de ser pouco identificado nesta faixa
etaria, ele ndo é comumente associado a BVA. Estudos recentes sugerem que infeccbes por
Mpp podem causar sibilancia aguda ou cronica®.

Mais de 90% dos pacientes do estudo apresentaram sintomas e sinais que permitiriam
o diagnéstico clinico de BVA, de acordo com as definicdes da AAP* e do consenso
britanico®: tosse, rinorreia, desconforto respiratorio. Apesar da sibilancia estar presente em
75% dos pacientes, sua presenca nao € primordial para o diagnéstico clinico. O que chamou
a atencdo foi a utilizacdo de antibioticoterapia em cerca de um quinto dos pacientes,
provavelmente indicada pela maior gravidade das criancas e ndo pela presenca de febre,
observada em baixa frequéncia, percentual ndo tdo expressivo quando comparado a outro
estudo conduzido no Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo que revelou seu
uso em 55% dos pacientes inclusos®, mesmo ndo tendo, seu uso, respaldo cientifico, uma
vez que as recomendacdes mostram que esta conduta ndo altera o tempo de

hospitalizagao*®'#132°,

Apesar da oxigenioterapia ser indicada em pacientes com
saturometria de O, abaixo de 90%%, neste estudo apenas 8,7% fizeram uso de oxigénio.
Vale ressaltar que apds o estudo ancora, foi instituido no IMIP a mensuracédo sistematica de
saturometria de pulso nas criangas com desconforto respiratorio.

As limitacOes deste estudo devem ser apontadas e incluem, em especial, a auséncia de
quantificacdo de carga viral e a ndo diferenciacdo das espécies de RVh. Entretanto, a
importancia do presente estudo deve ser destacada. Este encontrou uma alta frequéncia de

deteccdo Unica e de co-deteccdo de patdgenos respiratorios atraves do método da PCR

multiplex em criangas com bronquiolite aguda, reiterando o predominio do VSR em regioes



tropicais e apontando que o RVh pode ter um papel relevante. Apesar da importancia de
estudos sobre patdgenos respiratérios em BVA, é necessario ressaltar que nos paises de

recursos limitados, o diagnostico deva ser essencialmente clinico.
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas de 183 criangas com bronquiolite aguda atendidas na
emergéncia pediatrica do IMIP, 2008 a 2009.

Variaveis N %

Sexo masculino 98 53,6
Baixo peso ao nascer 26 14,2
Tabagismo na residéncia 75 41,0
Aleitamento materno 171 93,4
Mama 104 56,8
Mamou <1 més 57 31,1
Mamou >1 < 3 meses 9 49

Mamou > 3 meses 6 3,2

Comorbidades 5 2,7

Gravidade da doenca

Leve 107 58,5
Moderada 60 32,8
Grave 16 8,7

Fonte: IMIP, 2008-2009



Tabela 2. Frequéncia de patgenos respiratérios em detec¢do Unica e co-deteccdo em 183 criangas menores 18
meses com bronquiolite aguda, Recife, Brasil.

Variaveis N %
Deteccéo Unica 88 48,0
VSR 42 23,0
RVh 16 8,7
VPI 9 4,9
Mpp 8 4,4
MPVh 6 3,3
AdV 4 2,2
CoV; Cpp* 2 1,0
Co-deteccéo

2 PATOGENOS 52 28,4
VSR/AdV 14 7,7
RVh/AdV 10 55
VSR/RVh; VPI/AdV** 12 6,6
MPVh/AdV 4 2,2
MPVh/CoV; MPVh/RVh; 8 8,8
MPVh/Mpp; RVh/VPI***

RVh/Mpp; MPVh/Cpp; 4 2,0
VSR/MPVh; CoV/VSR*

3 PATOGENOS 17 9,3
VSR/AdV/Mpp 4 2,2
VSR/RVh/AQV; 8 8,8
MPVh/AdV/Mpp;

VSR/FIu/AdV;
RVNh/VPI/AdV***

MPVh/RVh/Mpp; 5 2,5
VPI/AdV/Mpp; Cov/VPI/AdV;
VSR/AdV/Cpp; Flu/AdV/Mpp*

Subtotal de PCR positivos 157 85,5
PCR negativo 26 142
TOTAL 183 100

Fonte: IMIP, 2008-2009. *1 de cada; **6 de cada; ***2 de cada.



Tabela 3. Frequéncia de patégenos respiratdrios em deteccdo Unica e co-deteccdo
em 183 criancas menores 18 meses com bronquiolite aguda, Recife, Brasil.

Variaveis N %
VSR 73 39,9
AdV 54 29,5
RVh 42 23,0
MPVh 21 11,5
VPI 20 10,9
Mpp 20 10,9
CoV 5 2,7
FLU 3 1,6
Cpp 3 1,6

Fonte: IMIP, 2008-2009

Tabela 4. Manifestagbes clinicas de 183 criangas com bronquiolite aguda
atendidas na emergéncia pediatrica do IMIP, 2008 a 2009.

Variaveis N %
Tosse 181 98,9
Dispneia 177 96,7
Rinorreia 169 92,3
Sibilancia 137 74,9
Gemido 55 30,1
Febre 27 14,8
Apneia 5 2,7

Fonte: IMIP, 2008-2009



Tabela 5. Antibioticoterapia e oxigenioterapia em 183 criangas com bronquiolite
aguda atendidas na emergéncia pediatrica do IMIP, 2008 a 2009.

Variaveis N %
Antibioticoterapia 35 19,1
Uso exclusivo + associacdo™

Ampi 26 74,2
Genta 6 17,1
Macro 8 22,8
Uso exclusivo**

Ampi 18 51,42
Macro 5 14,2
Uso em associacao***

Ampi + Genta 6 17,1
Ampi + Macro 2 5,7
Outros 2 5,7
Oxigenioterapia 16 8,7

Fonte: IMIP, 2008-2009. *Soma da utiliza¢do isolada com uso em esquema do
antibiotico em questdo; **Utilizacdo isolada do antibidtico em questdo; ***
Utilizacdo em esquemas dos antibiéticos em questdo; Ampi - ampicilina; Genta -
gentamicina; Macro - macrolideo.



