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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Infeccao respiratdria Objetivo: Os adenovirus desempenham um papel importante na etiologia da infeccdo aguda
viral; grave do trato respiratorio inferior, especialmente entre criancas. O objetivo do estudo foi
Adenovirus e reacao avaliar a deteccao do adenovirus humano (HAdV) por diferentes métodos (imunofluorescéncia
em cadeia da i direta - DFA e reacdo em cadeia da polimerase nested - nested PCR) em amostras coletadas
polimerase de diferentes populacdes de pacientes pediatricos.

Métodos: O material foi coletado de criangas portadoras de doenca cardiaca congénita (DCC
- 123 aspirados nasais coletados em 2005, 2007 e 2008) e de criancas da comunidade (CC -
165 aspirados nasais coletados em 2008). As criancas eram consideradas elegiveis se apresen-
tassem infeccdo respiratoria aguda (IRA) de provavel etiologia viral, com até sete dias de inicio
dos sintomas. Todas as amostras coletadas no estudo foram avaliadas por meio de DFA e nested
PCR.

Resultados: De 209 amostras incluidas, 43 (14,8%) foram positivas em pelo menos um dos testes
feitos: 17/165 (10,3%) das criancas da comunidade e 26/125 (20,8%) das criancas cardiopatas.
As taxas de deteccao por nested PCR foram 15/165 (9,1%) em criancas da comunidade e 24/125
(19,2%) em criancas cardiopatas. O método molecular mostrou maiores taxas de deteccdo
quando comparado com a DFA (p<0,001). A analise univariada mostrou que as criangas por-
tadoras de cardiopatia congénita apresentaram chance significativamente maior de adquirir
HAQV (odds ratio 2,3; IC 95%: 1,18-4,43).

Conclusoes: Baseado nos resultados obtidos na presente avaliagcdo, recomenda-se a vigilancia
de rotina em pacientes de risco (DCC) por métodos moleculares, que melhora o fluxo diagnostico
e a eficiéncia da deteccao.

© 2015 Associacao de Pediatria de Sao Paulo. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os
direitos reservados.
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Application of molecular assay for adenovirus detection among different pediatric
patients

Abstract

Objective: Adenoviruses play an important role in the etiology of severe acute lower respiratory
infection, especially in young children. The aim of the present study was to evaluate the Human
Adenovirus (HAdV) detection by different methods (Direct Fluorescence Assay - DFA and Nested
Polymerase Chain Reaction - nested PCR), among samples collected from different groups of

Methods: Collection of samples was made in children with congenital heart disease (CHD -
123 nasal aspirates collected in the years of 2005, 2007 and 2008) and in community children
(CC - 165 nasal aspirates collected in 2008). Children were eligible if they presented acute
respiratory infection (ARI) of probable viral etiology, within up to 7 days of symptoms’ onset.
All studied samples were evaluated by DFA and nested PCR assay.

Results: Of the 290 samples included during the study period, 43 (14.8%) were positive on at
least one test: 17/165 (10.3%) of the CC and 26/125 (20.8%) of the CHD children. The nested
PCR detection rates in the community children were 15/165 (9.1%), and for children with CHD,
24/125 (19.2%). Molecular method showed higher detection rates when compared to the DFA
test (p<0.001). Univariate analysis showed that children with congenital heart disease presented
a significantly higher chance for acquiring the HAdV (Odds Ratio 2.3; 95% Cl: 1.18-4.43).
Conclusions: Based on data obtained in the present evaluation, we suggest that a routine
surveillance should be performed in high risk patients by molecular methods, thus improving

© 2015 Associacao de Pediatria de Sao Paulo. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights

reaction
pediatric patients.
diagnostic flow and efficiency.
reserved.
Introducao

Os adenovirus desempenham um papel importante na
etiologia da infeccdo aguda grave do trato respiratério infe-
rior, especialmente em criancas menores." Os adenovirus
humanos (HAdV) disseminam-se rapidamente em ambientes
fechados, o que muitas vezes resulta em doenca epidé-
mica em comunidades populosas. Além disso, a infeccao
por adenovirus é clinicamente dificil de distinguir de
outras infeccdes respiratorias virais ou bacterianas.? Essa
combinacao de fatores indica que métodos microbiologicos
clinicos mais eficazes sdao necessarios para a deteccao da
doenca respiratoria aguda causada por adenovirus.

Antes do advento da reacao em cadeia de polimerase
(PCR), a imunofluorescéncia direta (DFA) e o isolamento viral
eram os métodos mais sensiveis disponiveis para a deteccao
dos virus respiratérios.>* Entretanto, um nimero significa-
tivo de amostras de pacientes com infeccao respiratoria
viral clinicamente compativel era incorretamente classifi-
cado como negativo pela DFA e pela cultura viral, o que
implica falha na identificacdo do virus causador em uma
percentagem significativa de casos.>’ Os métodos molecu-
lares demonstram maior sensibilidade quando comparados
com ensaios convencionais para deteccao de adenovirus em
amostras respiratorias.®’

Na populacao pediatrica, o HAdV é o segundo patogeno
mais frequentemente detectado'® e o virus é responsavel
por 5% a 15% das doencas respiratorias.'®"" Amostras clini-
cas de criancas geralmente apresentam cargas virais maiores
quando comparadas com as dos pacientes adultos.'? Os estu-
dos brasileiros descrevem uma frequéncia que varia de 3%

a 7,1%, de acordo com a técnica usada.''® Qutro grupo
de risco para infeccao respiratoria adquirida por HAdV sao
as criancas com cardiopatias congénitas, embora nao haja
publicacdo que comprove esse fato.

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi ava-
liar a ocorréncia de HAdV por meio de diferentes métodos
(imunofluorescéncia direta - DFA e reacdo em cadeia da
polimerase nested - nested PCR) em amostras coletadas de
criancas de diferentes populacdes.

Método

Este estudo transversal incluiu duas populacdes distintas
avaliadas de 2005 a 2008.

1) Criancas com doen¢a cardiaca congénita (DCC):
durante 2005, 2007 e 2008, 123 pacientes ambulatoriais
com doenca cardiaca congénita atendidos no Servico Pedia-
trico de Doencas Cardiacas Congénitas foram incluidos.
Durante 2006, a ala de cardiopatia congénita passou por
uma reforma estrutural e administrativa, o que impossibi-
litou a coleta das amostras. Dos pacientes incluidos, 49,7%
eram do sexo masculino, com idade média de 3,9 anos
(mediana de 2,9 anos), variacao de um ano e seis meses a
11 anos.

2) Criangas da comunidade (CC): em 2008, foram inclui-
dos 165 pacientes ambulatoriais atendidos por um pediatra
em uma unidade basica de salde. Entre esses pacientes,
47,2% eram do sexo masculino e a idade média era de
3,9 anos (mediana de trés), variacdo de sete meses a
11 anos.
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Para ambos os grupos, as criancas eram elegiveis se
apresentassem infeccao respiratoria aguda (IRA) de pro-
vavel etiologia viral, de preferéncia com intervalo de até
sete dias do inicio dos sintomas até a coleta das amos-
tras. No grupo de criancas da comunidade, os pacientes
foram incluidos quando os pais ou responsaveis procuraram
atendimento médico em consequéncia de uma infeccao res-
piratoria aguda. No grupo DCC, a inclusao de pacientes foi
definida por um médico durante uma consulta de rotina pre-
viamente agendada. A populacao DCC foi considerada em
risco para complicacoes de infeccéo respiratoria viral; por-
tanto, foram coletadas amostras de criancas com mais de
sete dias do inicio dos sintomas (variacdo de um-60 dias).
Os sintomas respiratorios avaliados foram: coriza, tosse,
dor de garganta ou congestdo nasal; os sintomas sistémicos
foram: febre, dor de cabeca, mal-estar, calafrios ou fadiga.
Foi obtido termo de consentimento livre e esclarecido de
todos os adultos responsaveis por cada paciente antes da
inclusao.

Todas as amostras nasais foram mantidas a 4°C e ime-
diatamente transportadas para o laboratoério. Uma aliquota
(1mL) foi separada para analise molecular e armazenada
a -70°C. O volume da amostra restante foi avaliado no
mesmo dia por DFA, de acordo com estudo anterior."”” Em
seguida, uma aliquota de cada amostra armazenada teve
o DNA extraido com o kit de extracao Qlamp DNA Blood
extraction kit (Qiagen, EUA), de acordo com as instrucdes do
fabricante, seguido por nested PCR para a deteccao de todos
os serétipos do adenovirus, como anteriormente descrito.'®

Todas as amostras estudadas foram avaliadas pela técnica
de DFA. Os testes foram feitos com o kit Simulfluor Respira-
tory Screen and Panel (Chemicon Int., EUA), de acordo com
as instrucdes do fabricante.

Os primers usados para a deteccao tiveram como alvo a
regiao do gene Hexon do HAdV. O par de primers exteriores,
hex1deg (5’-GCC SCA RTG GKC WTA CAT GCA CAT C-3’) e
hex2deg (5’-CAG CAC SCC ICG RAT GTC AAA-3’) resultaram
em um produto de 301 bp. O segundo par de primers (nested
primers), nehex3deg (5’-GCC CGY GCM ACI GAI ACS TAC TTC-
3’) e nehex4deg (5’-CCY ACR GCC AGI GTR WAI CGMRCY TTG
TA-3’), produziu um amplicon de 171 bp.

Para a primeira reacao de amplificacdo, 5pL de DNA
extraido foram colocados em um tubo com uma mistura de
reacao com 2,5uL de 10x buffer (200 mM Tris-HCL, pH 8,4,
500 mM de KCl), 3,5uM de MgCl;, 0,5 uM de primers Hex1deg
e Hex2deg, 1pL de mistura de dNTPs com 20 mM de cada
nucleotideo, 2,5U de Platinum® TagDNA polimerase (Invitro-
gen, Brasil) e agua MilliQ autoclavada, em um volume final
de 25pL.

Para a segunda reacao de amplificacao, 2pL do ampli-
con da primeira reacao foram colocados em um tubo com

uma mistura de reacdo constituida por 2,5uL de 10x buf-
fer (200 mM Tris-HCL, pH 8,4, 500 mM KCl), 3,5 uM de MgCl,,
0,5 uM de primers Nehex3deg e Nehex4deg, 1uL de mis-
tura de dNTPs, com 20mM de cada nucleotideo, 2,5U de
Platinum® TagDNA polimerase (Invitrogen, Brasil) e agua
MilliQ autoclavada, em um volume final de 25uL. Contro-
les positivos (Adenovirus Sorotipo 3) e controle redundante
negativo (agua MilliQ autoclavada) e foram incluidos em
cada série. Foram considerados resultados positivos quando
o amplicon foi visualizado apds eletroforese em gel de aga-
rose a 2%. A sensibilidade da reacao foi padronizada e
apresentou um limite de deteccdo de 104TCIDso/mL.

A associacdo entre diferentes varidveis categoricas
(variavel resposta: presenca ou auséncia de HAdV; varia-
vel independente: criancas da comunidade e criancas com
doenca cardiaca congénita) foi avaliada pelo teste do qui-
-quadrado e a razao de probabilidade univariada (SPSS,
versao 11.5). Valor de p<0,05 foi considerado estatisti-
camente significativo. Para comparar os métodos usados,
o teste Kappa foi feito (R software versao 2.11.1) e a
interpretacao dos coeficientes foi feita com o uso da
classificacdo de Altman."

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Sao Paulo e da Universidade Federal de
Sao Paulo (1654/09).

Resultados

As amostras de 290 pacientes sintomaticos foram analisa-
das [48,6% (141/290) do sexo feminino e 51,4% (149/290)
do sexo masculino], 56,9% (165/290) de criancas da comu-
nidade e 43,1% (125/290) de criancas com DCC. O tempo de
inicio dos sintomas até o momento da coleta variou de um a
60 dias.

Entre as 290 amostras de pacientes sintomaticos incluidas
durante o periodo do estudo, 41 (14,1%) foram positivas em
pelo menos um teste: 17/165 (10,3%) criancas da comuni-
dade, 26/125 (20,8%) criancas com DCC. A tabela 1 mostra
a deteccao diferencial entre os ensaios de acordo com as
diferentes populacoes estudadas. No geral, 4/290 (0,7%) das
amostras foram DFA positivas e 39/290 (13,40%) das amos-
tras foram nested PCR positivas. O método da nested PCR
apresentou uma maior taxa de deteccao, estatisticamente
significativa, entre todas as populacdes estudadas quando
comparada com o DFA (p<0,001). Comparando-se os gru-
pos de criangas por métodos moleculares, as do grupo DCC
apresentaram maior taxa de deteccao (p=0,02).

A analise do tempo decorrido desde o inicio dos sintomas
até o dia da coleta mostrou uma diferenca estatistica entre
os métodos DFA e nested PCR (tabela 2). Entre as criancas

Tabela 1  Deteccao de HAdV por DFA e nested PCR entre as diferentes populacées estudadas
N° DFA Nested PCR p Positividade global
Positivo Negativo Positivo Negativo
Comunidade 165 2 (1,2%) 163 (98,8%) 15 (9,1%) 150 (90,9%) <0,001 17 (10,3%)
DCC 125 2 (1,6%) 123 (98,4%) 24 (19,2%) 101 (80,8%) <0,001 26 (20,8%)
Total 290 4 (1,4%) 286 (98,6%) 39 (13,4%) 251 (86,5%) 43 (14,8%)

DCC, criangas com doenca cardiaca congénita; DFA, imunofluorescéncia direta; PCR, reacdo em cadeia de polimerase.
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Tabela 2 Tempo do inicio dos sintomas de acordo com o teste usado

<5 dias >5 dias
Positivo Negativo Positivo Negativo
% % % %
DFA 3 (1,4%) 211 (98,6%) 1(1,3%) 75 (98,7%)
Nested PCR 24 (11,2%) 190 (88,8%) 15 (19,7%) 61 (80,3%)
p <0,001 < 0,001
Total 214 76

DFA, imunofluorescéncia direta; PCR, reacdo em cadeia de polimerase.

da comunidade, a médiatdesvio padrao, a mediana e o
intervalo desde o inicio dos sintomas foram respectivamente
3,24+2,72; 3; 1-20 dias; e entre as criancas do grupo DCC
6,5+7,1; 5; 1-60 dias. O método nested PCR, em comparacao
com a DFA, detectou maior nimero de casos, tanto para
amostras coletadas com <5 dias desde o inicio dos sintomas
como para amostras com >5 dias desde o inicio dos
sintomas.

A tabela 3 mostra a concordancia entre os testes avalia-
dos. A concordancia geral foi baixa, principalmente entre
as criancas da comunidade. A concordancia relativa aos
resultados negativos foi elevada para ambas as populacdes
estudadas.

A tabela 4 mostra o resultado da analise da razao de
probabilidade univariada de ocorréncia do HAdV entre as
diferentes populacdes estudadas. A variavel resposta foi a
presenca ou auséncia de HAdV e a variavel independente foi
0 grupo estudado: as criancas da comunidade e as criancas
com DCC. As criancas com DCC apresentaram aproximada-
mente duas vezes mais chance de infeccao adquirida por
HAdV quando comparadas com as criancas da comunidade.

Discussao

Entre as criancas da comunidade, a taxa de deteccao de
adenovirus foi semelhante a descrita na literatura nacio-
nal, variacao de 6% a 7,1%."*' Um estudo brasileiro recente

avaliou 1.121 amostras coletadas de criancas hospitaliza-
das e encontrou ocorréncia de adenovirus em 15,8%, o que
corrobora os resultados do presente estudo. ' Estudos inter-
nacionais relatam a ocorréncia do HAdV variando de 2% a
3,8% em populacoes pediatricas, o que é ligeiramente menor
quando comparado com os nossos resultados.?’?? Estudos
com criancas com cardiopatia congénita demonstram a
circulagao dos virus respiratorios, com taxas relativamente
altas de ocorréncia, e mostram que esses agentes devem ser
considerados na pratica clinica e diagndstica.?? O presente
estudo € o primeiro a descrever a infeccao respiratoria por
HAdV em criancas brasileiras com DCC. A taxa de deteccao
de HAdV nos cardiopatas foi maior (20,8%) quando com-
parada com a de criancas da comunidade (10,3%). Vale
ressaltar que, entre as criancas com cardiopatia congénita,
a coleta de amostras foi feita durante a consulta de rotina.
Se o paciente apresentava infeccao respiratoria durante a
consulta agendada, a amostra era colhida. Portanto, a taxa
encontrada pode estar subestimada, porque provaveis casos
podem ter sido perdidos por conta da falta de demanda dos
pacientes. Uma hipdtese para a maior deteccao pode estar
relacionada com a presenca de comorbidades entre essas
criancas.??

Ao avaliar os dois testes usados neste estudo, algumas
questdes importantes para clinicos e administradores hospi-
talares sao levantadas: Qual é o melhor teste? Até qual dia
é o periodo ideal para coletar a amostra? Ha necessidade

Tabela 3  Avaliacdo de concordancia entre os testes usados
Amostras DFA positiva Nested PCR Concordancia® Concordancia de Concordancia de
coletadas positiva positividade negatividade®
Criancas
Comunidade 165 2 (1,2%) 15 (9,1%) 64,9% 0% 98,7%
DCC 125 2 (1,6%) 24 (19,2%) 79,2% 0% 98,0%
Total 290 4 (1,4%) 39 (13,5%)

DCC, criancas com doenca cardiaca congénita; DFA, imunofluorescéncia direta; PCR, reacdo em cadeia de polimerase.
@ Concordancia calculada por um método para comparar dois testes quando o método padréo de ouro nao era conhecido.
b Os valores mais elevados de concordancia de negatividade mostram que os métodos apresentaram desempenho similar aos casos

negativos detectados.

Tabela 4 Analise univariada da razao de chances (odds ratio - OR) da ocorréncia de HAdV entre as populacdes estudadas

Populacoes Positividade geral X2 (p) OR (95% CI)
Comunidade 17 (10,3%) 0,01 1
DCC 26 (20,8%) 2,3 (1,18-4,43)

DCC, criangas com doenca cardiaca congénita; OR, odds ratio; 1C95%, Intervalo de Confianca de 95%.
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de repetir o teste? Qual é o nimero ideal de amostras para
o fluxo de rotina do laboratorio? Qual é o impacto de tes-
tes negativos e positivos em pacientes de alto risco? Alguns
desses aspectos puderam ser avaliados no presente estudo.

A andlise da associacao entre o inicio dos sintomas no
paciente e os resultados dos testes laboratoriais mostrou
que o método molecular foi mais sensivel do que o DFA
e essa diferenca foi mais evidente apos o quinto dia do
inicio dos sintomas (p<0,001). A menor deteccao por DFA
estava relacionada com a baixa carga viral nas amostras
respiratorias.?* As taxas de deteccdo mais elevadas entre
os pacientes com mais de cinco dias do inicio dos sintomas
eram esperadas por conta da maior sensibilidade do teste
nested PCR.?>%¢ Para o sucesso do teste DFA sdo necessarios
alguns fatores-chave, como a boa coleta de amostras e pes-
soal de laboratério experiente,’® enquanto o nested PCR,
baseado na amplificacao de acidos nucleicos, pode detectar
um nimero muito baixo de particulas virais.?® 0

A analise univariada mostrou que criancas com cardiopa-
tia congénita tém maior risco de adquirir o HAdV (OR: 2,29)
quando comparadas com as criancas da comunidade. Uto-
kaparch (2011)?7 descreveu que pacientes pediatricos com
infeccao respiratoria do trato inferior apresentavam carga
viral mais elevada quando comparados com pacientes com
infeccao do trato respiratério superior. Echavarria et al.?®
descreveram que criancas tém 2 a 3,5 vezes mais chances
de ser infectadas por HAdV do que os adultos. Esses dados
corroboram os resultados do presente estudo.

Uma das limitagdes do estudo foi a auséncia de pesquisa
de outros virus respiratorios. Entre as amostras negativas
para HAdV, outros virus poderiam estar presentes. Como
resultado da alta sensibilidade dos métodos moleculares,
as infeccdes virais poderiam ser detectadas semanas apds
o término dos sintomas,?*° mas, no presente estudo, as
amostras incluidas foram coletadas de criangas com infeccao
respiratéria aguda, o que diminui a chance de deteccdo de
uma infeccao anterior. Outra limitacao do estudo foi a falta
de coleta de amostras durante 2006; no entanto, a ideia
principal do estudo foi pesquisar a ocorréncia do virus na
comunidade (criancas da comunidade) e em uma populacao
com um risco elevado de complicacdes apos uma infeccao
respiratoria viral (criangas com DCC). Alguns estudos descre-
vem uma ocorréncia de adenovirus durante diferentes anos e
ao longo do ano,*"** com padrées de ocorréncia semelhan-
tes; portanto, a coleta de amostras durante anos diversos
aparentemente nao comprometeu o objetivo do estudo.

Trés parametros podem indicar a validade da escolha do
teste diagndstico: o custo por amostra, o tempo de resposta
(tempo necessario para fornecer o resultado) e a confiabi-
lidade do teste. Em um estudo publicado em 2009, Mahony
et al.3 compararam o custo do DFA com o da técnica mole-
cular para o diagnostico de infeccao pelo virus respiratorio
e descreveram que o teste molecular tinha um custo ligei-
ramente maior, mas, ao mesmo tempo, apresentava um
custo-beneficio excelente por conta da reducao do tempo
de hospitalizacao. Diferentes estudos descreveram o tempo
de resposta do DFA e do PCR. Ambos os testes apresentaram
a capacidade de fornecer resultados em um dia.**3 Ghara-
baghi et al.>* compararam a sensibilidade e especificidade
do DFA e do ensaio molecular comercial. Esse estudo mos-
trou uma baixa sensibilidade do teste DFA em comparacao

com o teste molecular para todos os virus pesquisados. O
adenovirus apresentou a menor sensibilidade (38,1%).*

Sugerimos que a vigilancia de rotina seja feita em paci-
entes de alto risco por métodos moleculares, o que melhora
o fluxo de diagnostico e a eficiéncia. Nossos resultados tam-
bém demonstraram que, em amostras com mais de cinco
dias do inicio dos sintomas, o método nested PCR pode ser
a melhor opcao.
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