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Investigagcao da ocorréncia de infecgcao respiratéria aguda
causada pelo virus sincicial respiratério (RSV) pela técnica da PCR

Occurrence investigation of acute respiratory infection caused by respiratory syncytial
virus (RSV) using the PCR technique

ff 1
Fernanda Carolina Pedrosa Resumo

Objetivo: O Virus Sincicial Respiratério (RSV) € um dos principais agentes virais causado-
res de infec¢des graves do trato respiratério em lactentes e criangas. Métodos: Investigou-
se a ocorréncia da infec¢éo respiratéria aguda causada pelo RSV em pacientes sintomati-
cos nos atendimentos de servigo de assisténcia primaria a saude publica na cidade de
Guarapuava, PR. Foram coletadas 144 amostras de secrecéo nasal dos pacientes incluidos
de todas as faixas etarias, entre o ano de 2013 e 2014. Resultados: A idade média dos
pacientes do estudo foi de 35,17 anos e a mediana de 31 anos, variando com o minimo de
1 ano e o maximo de 82 anos de idade. Conclusao: Foram concluidas as andlises de dados
dos pacientes e padronizagdes da metodologia RT-PCR através de cepas controles de RSV.
A metodologia RT-PCR padronizada foi aplicada has amostras, no entanto, ndo foram detec-
tados casos de infec¢ao respiratéria por RSV em pacientes com sintomas respiratérios na
cidade de Guarapuava, PR.
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INTRODUCAO

O RSV é considerado um dos principais agentes
virais causadores de infecgdes graves do trato respirato-
rio em lactentes e criangas no mundo todo. A infeccao
por RSV resulta em vaérios sintomas, que vao desde
gripais comuns até mais graves, como a bronquiolite e
pneumonia.

A bronquiolite é a complicacédo clinica mais comum
causada pelo RSV e esta associada a eventos respiratori-
os mais graves.? Pessoas de todas as faixas etarias po-
dem ser infectadas pelo RSV.®

Atransmissdo por RSV ocorre por contato direto atra-
vés de secrecdo respiratéria e em aerossois contaminados.
A transmissdo em hospitais pediatricos deve ser controla-
da, principalmente em criangas com fatores de risco para
doencga grave.®9 A propagacéo do virus é favorecida tam-
bém em ambientes fechados, como creches ou escolas."®

As manifestagdes clinicas das infecgdes respiratorias
causadas por RSV s@o dependentes da idade do individuo
e de uma exposicéo prévia do virus.®

O virus sincicial respiratério (RSV) esta classificado
no género Pneumovirus, da ordem Mononegavirales, da
familia Paramyxoviridae e subfamilia Pneumovirinae, fita
simples, contendo 15.222 nucleotideos."'90 RSV tem um
genoma viral com 10 genes de RNA mensageiro (mRNA)
que codificam 11 proteinas."" Isolados de RSV sao dividi-
dos em dois grupos de caracteristicas antigénicas e genéti-
cas:AeB.19

Aincidéncia anual global da infecgéo por RSV em cri-
ancas menores de 5 anos foi estimada em 34 milhdes de
casos por ano, com pelo menos 10% de episédios que re-
presentam infec¢des graves que necessitam de internagéo
hospitalar.('?

Ha aproximadamente 160 mil mortes causadas por
RSV no mundo a cada ano, principalmente no mundo em
desenvolvimento, onde o acesso aos cuidados de apoio a
saude é limitado.(™

Estudos mostram que o RSV causa cerca de 33,8 mi-
Ihdes de casos infecgéo do trato respiratério inferior e 3,3
milhdes desses casos sd@o graves para internagcdes anu-
ais," causando, pelo menos, 66 mil a 199 mil mortes de
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criancas menores de 5 anos de idade no mundo todo devi-
do a complicac¢des.(

No Brasil, um estudo de Alvarez et al., com 5.304 cri-
ancas menores de 1 ano, mostrou que 113 (2,1%) foram
hospitalizadas por BVA. Entre as criancas hospitalizadas
por RSV, 2,7% foram internados na unidade de terapia in-
tensiva (UTI), 1,5% necessitaram de assisténcia de ventila-
¢do e 0,2% foram a 6bito.(™®

Na cidade de Sao Paulo, um estudo prospectivo de
Calegari et al. revelou que 62,7% das criangas hospitaliza-
das tinham infecgéo no trato respiratoério inferior, dentre os
quais 56,4% tinham um virus como agente etiol6gico, sen-
do que o RSV foi identificado em 52,4% dos casos.®

Em paises de clima temperado, as epidemias RSV
ocorrem anualmente nos meses de inverno, e , em climas
tropicais, o padrao varia de acordo com a maioria dos lo-
cais na literatura. No Brasil, o RSV predomina particular-
mente nos meses de abril a agosto/setembro de cada ano.("®)

Areacgéo em cadeia da polymerase (PCR) tem se tor-
nado um teste muito utilizado, pois proporciona uma eleva-
da sensibilidade e especificidade.!"” A transcricao reversa
seguida de reagcdo em cadeia da polymerase (RT-PCR)
apresenta sensibilidade igual ou superior ao da cultura de
células, ou ensaios de deteccdo de antigenos. Com base
no método de PCR, a andlise molecular e filogenética de
virus isolado pode ser efetuada, permitindo a classificacao
em grupos e subgrupos.!'” Essa técnica permite a detecgéo
de quantidades minimas de RNA e a caracterizagdo dos
grupos antigénicos do virus, fornecendo resultados rapidos.
Variagdes na metodologia, como a multiplex RT-PCR, pode-
se detectar e subtipar conjuntamente diferentes virus em uma
mesma amostra clinica coletada de paciente com suspeita
de infecgao respiratoria.(®

Independente do método de escolha, a realizagéo do
diagnéstico das infecgdes causados por RSV é de grande
importancia na obtencédo de dados epidemiolégicos, Uteis
no desenvolvimento de programas de controle de preven-
cdo dessas doencas, além de orientar condutas terapéuti-
cas adequadas para reducdo no nimero de prescriges
desnecessarias de antibiéticos.("®

O objetivo deste estudo foi a padronizacéo e otimizagao
de metodologia molecular para detecgéo de virus sincicial
respiratério por RT-PCR; detectar a ocorréncia de virus
sincicial respiratério em pacientes com sintomas de infec-
cao respiratoria aguda na cidade de Guarapuava, Parana e
descrever a apresentacéo clinica e possiveis fatores de risco
dos pacientes com infeccao respiratéria aguda.

MATERIAL E METODOS
Foram incluidos no estudo pacientes de todas as fai-

xas etérias atendidos nos servigos de assisténcia primaria
a saude darede publica, como postos de saude, no munici-
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pio de Guarapuava, Parana. A inclusdo dos individuos no
estudo ocorreu a partir do contato com pacientes que se
dirigiram com sintomas de gripe ou resfriado ao posto de
salde e que concordaram em participar do estudo, sendo
entrevistados e coletando amostras de secregéo nasal ou
nasofaringea. A coleta das amostras foi realizada durante
os anos de 2013 e 2014, havendo a procura de pacientes
durante o ano todo pelos pesquisadores. O presente estu-
do foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com se-
res humanos da Unicentro (156852/2013).

Cada paciente incluido no estudo teve uma amostra
de secrec¢ao nasal coletada através da inser¢éo de um swab
rayon estéril, cerca de 2 cm a 3 cm, em uma das narinas,
fazendo movimentos circulares. Apo6s esse procedimento,
as amostras frescas foram acondicionadas em um tubo
falcon estéril contendo solucéo fisiolégica a 0,9% e devida-
mente identificadas. Essas foram transportadas sob refri-
geracao até o laboratério de Virologia e Biologia Molecular
da Unicentro. Em seguida, essas amostras foram levadas
até uma cabine de fluxo e centrifugadas em vértex, coloca-
das em microtubos eppendorf de 1 500 uL e armazenadas
sob congelamento a -70°C até o momento da extracdo do
acido nucleico. Amostras de cepas controles de RSV foram
cedidas do Laboratério de Virologia Clinica da Universida-
de Federal de Sao Paulo (Unifesp).

A extracéo foi realizada utilizando-se o Kit comercial
"QIAamp viral RNA" (Qiagen GmBH, Alemanha), conforme
as instrugdes do fabricante. Em seguida, o RNA viral extra-
ido foi utilizado nas reacdes de RT-PCR.

Para cada amostra foi gerado o cDNA (acido desoxirri-
bonucléico complementar) pela mistura de 10 yL de RNA
extraido das amostras respiratérias e 1 pL da solucdo do
iniciador randémico a 200 ng/uL (Random Primer, Invitrogen,
EUA), colocado em um microtubo de 200 yL e aquecido a
80°C por dez minutos, com posterior resfriamento a 4°C,
por cinco minutos. Logo apés, foi adicionado a mistura de
reagentes para a transcrigéo reversa, constituida por agua
de grau molecular (equipamento MiliQ, Millipore, EUA),
MgCI2 (Invitrogen, EUA), tampao concentrado cinco vezes
(250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,),
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs) dATP, dTTP, dCTP,
dGTP, enzima transcriptase reversa "Moloney Murine
Leukemia Virus" (MMLV-RT) (Invitrogen, EUA) e inibidor de
RNase (Invitrogen, EUA) para obtencao de um volume final
de 25 pL. Apés a homogeneizacgéo, a sintese do cDNA foi
realizada em termociclador Multigene TC 9600G (Labnet
Laboratory, EUA) a 42°C durante 60 minutos, seguida de
70°C por 15 minutos. Apés este procedimento, as amos-
tras foram submetidas a ciclos da PCR para amplificacédo
do virus sincicial respiratério em microtubos de 200 pL.

Para a detecc¢do do Virus sincicial respiratério foi rea-
lizada areacéo de PCR, que utilizou os primers que amplificam
um fragmento de 838 pares de base utilizando os iniciadores:
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RSVAB forward: GTCTTACAGCCGTGATTAGG na posicédo
do gene N, RSVAB reverse: GGGCTTTCTTTGGTTACTTC
na posi¢cédo do gene P, ambos no sentido (5'-3'); o gene N
apresenta 1.203 nucleotideos e o gene P 914 nucleotideos.
Os iniciadores oligonucleotidicos desenhados para amplifi-
car RSV foram colocados nas regides N e P do genoma,
porque essas sao altamente conservadas e séo regiées do
genoma RSV que permitem subtipos de estirpes de RSV
para RSV A e tipo B.("®

Foram utilizados, para areacgao de amplificacéo, 5 uL
de cDNA e 20 pL da mistura de reagentes, contendo cada
reagente devidamente padronizado; dentre eles estdo a agua
de grau molecular (obtida de filtro MiliQ-Millipore, EUA),
MgCl, (Invitrogen, EUA), tampé&o para esta reagao concen-
trado dez vezes (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI),
dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), primers foward e
reverse, enzima Taq DNA polymerase recombinante (Invi-
trogen, EUA), com volume final da reacédo de 25 pL.

A amplificacéo foi realizada em termociclador Multi-
gene TC 9600 G (Labnet Laboratory, EUA) e as amostras
foram submetidas a uma etapa de desnaturacdo de 95°C
por cinco minutos; foram realizados quarenta ciclos de am-
plificacéo de repetidas variagdes de temperatura: 94°C por
30 segundos; 54°C por 45 segundos; e 72°C por um minuto,
seguido de uma extensao final de 72°C por sete minutos.
Em seguida, o produto desta amplificagéo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,2%, por uma hora, a 140
volts (V).

Para a detecgédo do Virus sincicial respiratério tam-
bém foi realizada a amplificacdo através da reagcédo com o
PCR SuperMix® (Invitrogen, Brasil), que € um mix de
reagente prontos contendo Mg2+, dNTPs e Taq DNA
polymerase recombinante em concentracdes suficientes
para permitir a amplificacao do virus durante a PCR.

Para esta reacdo de amplificacdo foram utilizados
os mesmos primers descritos anteriormente, acrescidos
de 5 uL de cDNA e 20 uL dos componentes da reacao, de-
monstrado na Tabela 3, contendo agua de grau molecular
(obtida de filtro MiliQ-Millipore, EUA),PCR SuperMix®
(Invitrogen, Brasil), Primers Foward e Reverse, com volume
final da reacdo de 25 pL.

Apods ahomogeneizagdo em vortex, a amplificagao foi
realizada em termociclador Multigene TC 9600 G (Labnet
Laboratory, EUA) e as amostras foram submetidas a uma
etapa de desnaturacdo de 95°C por cinco minutos; foram
realizados quarenta ciclos de amplificacéo de repetidas va-
riacdes de temperatura: 94°C por trinta segundos; 54°C por
45 segundos; e 72°C por um minuto, seguido de uma exten-
séao final de 72°C por sete minutos. Em seguida, o produto
desta amplificacao foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1,2%, por uma hora a 140 volts (V).

Apo6s a amplificagdo, as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose a 1,2%, diluido em tam-
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pao Tris/borato/EDTA - TBE (Tris 0,089M; acido borico
0,0089M; EDTA 0,002M pH 8,0), que continha 0,5 ug/mL de
brometo de etidio (Invitrogen, EUA). Um volume de 7,5 pL
do produto amplificado foi misturado com 2,5 uL da solu-
¢do de corante azul de bromofenol, xileno cianol 0,25% e
glicerol 0,25% em 30% de agua destilada e aplicado a
cada espaco correspondente para corrida. Para cada
eletroforese foi reservada o primeiro espacgo para aplica-
¢do do padréao de peso molecular de 100pb a 1ug/pL que
correspondia a 4pL do marcador (DNA Ladder, Invitrogen,
EUA) com 2,5 L da solugéo de corante azul de bromofenol,
xileno cianol 0,25% e glicerol 0,25% em 30% de agua des-
tilada.

A corrida em cuba horizontal de eletroforese foi reali-
zada utilizando-se como tampéo de corrida TBE 0,5X (Tris
1 M; acido boérico 0,9 M; EDTA 0,00 M pH 8,4) a uma volta-
gem de 140 V por sessenta minutos. A andlise do gel foi
realizada através da visualizagdo em transiluminador de luz
ultravioleta Alphamager HP (Protein Simple, EUA) utilizan-
do-se o software Alphaview versao 3.4.

Para otimizacéo da técnica de PCR foram utilizadas
cepas controles de RSV e controle negativo (agua de grau
molecular); assim sendo foram realizadas algumas varia-
¢des nos componentes da reacgéo, por meio de diluigcdes
variadas das cepas controles, a fim de melhorar o rendi-
mento da reagdo com base na intensidade do brilho das
bandas ap6s a amplificacdo do material genético, sem o
aparecimento de bandas inespecificas.

Foram realizados diluigdes das cepas controles antes
da extragdo de acido nucleico: 10, 102, 10 e 10 para
obtencdo do parametro do limite de detecgéo. Esta analise
foi realizada pela intensidade do brilho das bandas de 838
pares de base, sem a observacao de bandas inespecificas.

Durante a PCR, foram realizadas variagdes da tem-
peratura de anelamento dos primes em termociclador, sen-
do estas de 52,5°C; 52,9°C; 54°C e 55,1°C. Concentra-
¢oes de MgCl, também foram testadas: 3,0 mM; 3,5 mMe
4,0 mM na diluigédo de RSV a 102 para RT-PCR. Aenzima
Tag DNA polimerase foi testada nas concentragdes finais
de 1 U/uL; 2 U/uL e 3 U/uL com RSV na diluigao (10?) na
tentativa de melhorar o rendimento na reacéao.

Os iniciadores forward- GTCTTACAGCCGTGATTAGG
e reverse GGGCTTTCTTTGGTTACTTC foram testados para
cepas controles de virus Influenza e Rinovirus cedidas gen-
tilmente pelo laboratério da UNIFESP em Séao Paulo.

Ametodologia RT-PCR utilizando o PCR SuperMix®
devidamente padronizada foi aplicada nas amostras res-
piratérias inclusas nesse estudo para detecgdo de RSV.

RESULTADOS

Durante o estudo foram coletadas 144 amostras de
secrec¢ao nasofaringea de pacientes com sintomas respira-
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torios de todas as faixas etarias de idade, provenientes do
servico de atendimento a salde publica da cidade de
Guarapuava, PR. Levando-se em consideragé@o o género
dos individuos participantes do estudo, pode-se dizer que
35 (24,31%) eram do sexo masculino e 109 (75,69%) do
feminino.

A idade média dos pacientes incluidos no estudo foi
de 35,17 anos e a mediana de 31 anos, variando com o
minimo de um ano e o maximo de 82 anos de idade. Houve
predominio de pacientes adultos participantes do estudo,
de 18 a 59 anos, quando comparado a criangas, jovens e
idosos.

O total de amostras incluidas no estudo foi de 144, sen-
do que 15 foram coletadas de pacientes com sintomas de
infecgao respiratéria atendidos durante o ano de 2013 e 129
durante o ano de 2014. Meses com maior niimero de amos-
tras coletadas foi agosto, seguido de maio, julho e setem-
bro do ano de 2014.

A média de tempo do inicio dos sintomas respiratori-
os apresentados pelos pacientes incluidos no estudo foi de
6,46 dias e a mediana de quatro dias, variando com o mini-
mo de um dia e o maximo de trinta dias. Sintomas mais
caracteristicos da infecgao viral aguda nesse estudo foram
coriza e tosse.

Os pacientes foram questionados quanto a vacinacao
contra o virus Influenza H1N1, H3N2 e Influenza B, conside-
rando o periodo de um ano prévio a sua inclusao no estudo.
Quarenta e seis (31,94%) foram vacinados e 98 (68,06%)
pacientes ndo receberam a vacina para os trés tipos do vi-
rus Influenza.

O resultado do limite de detecgéao para a cepa controle
de RSV, onde a maior diluigdo de RSV detectada foi 1072.
Dentre as diferentes temperaturas testadas para o anela-
mento dos primers, a que apresentou melhor resultado foi a
temperatura de 54°C. A concentracdo de MgCFP que apre-
sentou maior rendimento a reacao foi de 3,5 mM na dilui¢céo
de RSV (10?).

A concentracédo de enzima que apresentou maior ren-
dimento areacao foi a de 1 U/uL na diluigdo de RSV (10%). O
par de primers utilizado na padronizagé@o da reacdo de RT-
PCR mostrou-se especifico para o RSV quando testado frente
a cepas controles de outro virus, levando em consideracao
gue nao houve a amplificacdo de outros virus nos resultados
obtidos por meio de andlises em gel de agarose a 1,2%
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta Alphamager
HP (Protein Simple, EUA) utilizando-se o software Alphaview
versdo 3.4.

Por uma questéo de praticidade, foi avaliada a possi-
bilidade de se realizar a RT-PCR utilizando-se o kit PCR
SuperMix®, que é um mix de reagente prontos contendo
Mg2*, dNTPs e Taq DNA polymerase recombinante em con-
centragdes suficientes para permitir a amplificacdo do virus
durante a PCR.
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Houve a padronizacdo do reagente PCR SuperMix®
(Invitrogen, Brasil), testando-se diferentes volumes do
reagente no produto da transcrigao reversa (Life Technologies
Corporation, 2010). O volume padronizado do reagente PCR
SuperMix® para a deteccédo da cepa controle de RSV,
visualizado em gel de agarose a 1,2%, foide 10,5 pL.

No resultado do limite de deteccédo para a cepa con-
trole de RSV utilizou-se o reagente PCR SuperMix®, onde
podemos observar que a maior diluicdo de RSV detectada
nesta reacgéo foi 102,

Dentre as diferentes temperaturas testadas para o
anelamento dos primers, a que resultou em maior eficién-
cia da reacgao foi a temperatura de 54°C na cepa diluida de
RSV a 102

A metodologia RT-PCR utilizando o reagente PCR
SuperMix® devidamente padronizada foi aplicada nas
amostras respiratorias inclusas no estudo. No entanto, o
resultado das 144 amostras desse estudo apresentaram-
se negativas para o RSV.

DISCUSSAO

Existe a necessidade de uma analise sistematica mais
ampla do impacto da infec¢éo por RSV tanto em criangas
como em adultos. O impacto na salide de infeccao por RSV
em criangas esta muito melhor documentada do que o im-
pacto sobre os adultos; sendo assim, o presente estudo foi
realizado em local de atendimento primario de saude na
comunidade da cidade de Guarapuava, Parana e resultou
em investigacdo de IRAs predominantemente de pacientes
adultos jovens.

Em relagdo a sazonalidade das IRAs, pode-se obser-
var que os meses nos quais houve um maior nimero de
amostras coletadas foi de abril a setembro nos dois anos
avaliados. Estudos mostram que, nas regides tropicais, as
epidemias pelo RSV iniciam no outono e véao até a prima-
vera. No Brasil, 0 RSV predomina nas estagdes de outono
e inverno, particularmente nos meses de abril a agosto/se-
tembro de cada ano.?” Uma limitagédo do presente estudo
foi a inclusé@o de pacientes nos meses de abril a setembro
somente durante dois anos, visto que um estudo epidemio-
I6gico demandaria um tempo maior de coletas e por perio-
do de pelo menos trés anos.

O tempo de inicio dos sintomas respiratérios apresen-
tados pelos pacientes incluidos no estudo teve como medi-
ana quatro dias, o que caracteriza, de modo geral, os qua-
dros clinicos, como de infecgéo aguda, devido ao curto tem-
po de inicio dos sintomas,?" sendo que os mais frequentes
foram a coriza com 138 (95,83%) e tosse com 107 (74,31%).
Esses resultados estédo de acordo com os estudos de
Pecchini et al.,?® mostrando que os sintomas clinicos pre-
dominantes na infecg¢do respiratéria de seu estudo foram
coriza com 93,2% e tosse com 58,2% dos pacientes.
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Nesse estudo foi questionado aos pacientes quanto
avacinagéo contra o virus Influenza H1N1, H3N2 e Influenza
B, devido a hipétese de que, quando as coberturas vacinais
contra a influenza estdo adequadas, poderia ocorrer um
aumento da circulagéo de outros virus de tropismo respi-
ratorio. No Brasil, o sistema de vigilancia sentinela de qua-
dros respiratérios indicou, além do virus da influenzaAe B
(14,7%), uma importante circulagdo de RSV (26,7%),
adenovirus (17%) e parainfluenza (16,3%), entre os anos
de 2000 e 2003.? Pode-se dizer que a quantidade de
pacientes vacinados, 46 (31,94%), é alta, visto que o gru-
po etario predominante no estudo nédo é considerado gru-
po prioritario para vacinagao contra os trés tipos de virus
Influenza.

Nesse estudo utilizou-se a técnica de RT-PCR, que
se tornou amplamente utilizada para tal finalidade pela sua
capacidade de detectar pequenas quantidades de cépias
de material genético, além de detectar particulas armaze-
nadas por longo periodo de tempo. Existem estudos que
demonstram uma maior capacidade de detecc¢édo por RT-
PCR para RSV em amostras de secrecgéo nasal. O estudo
de Reis et al.'” mostrou que 316 amostras de secregdo
nasofaringea de criancas com até 2 anos de idade foram
processadas para deteccdo do RSV, utilizando trés técni-
cas diferentes, demonstrando que a PCR foi a técnica mais
sensivel, proporcionando resultados positivos em 35/316
(11,1%) das amostras, seguido por imunofluorescéncia di-
reta 25/316 (7,9%) e isolamento viral 20/315 (6,3%).

Ha uma clara tendéncia para a utilizacao de técnicas
que permitem o diagnéstico precoce da infecgao pelo RSV,
o diagnéstico precoce é vantajoso porque permite a imple-
mentacédo de medidas para limitar a propagacao do virus,
como em hospitais ou casas de repouso, e aimplementagéo
precoce da terapia antiviral. A escolha de uma técnica é de
extrema importancia para o diagnoéstico rapido e sensivel
de RSV.("

No presente estudo, a RT-PCR foi a metodologia es-
colhida para garantir uma detecc¢ao viral com alta sensibili-
dade e especificidade. ART-PCR funciona muito bem com
a maioria dos alvos de RNA, mas geralmente sédo neces-
sarios ajustes nos parametros da reagéo, a fim de melho-
rar a especificidade e aumentar o rendimento. Segundo
Connel,?*nao existe um Unico protocolo que seja adequa-
do para todas as situagdes, incluindo laboratério, reagentes
e recursos humanos; assim, para cada nova experiéncia é
necessario realizar a otimizacdo da reacgéo. A otimizacao
da metodologia RT-PCR realizada no estudo foi fundamen-
tada em protocolos previamente descritos, a qual visou au-
mentar o rendimento da reagé@o com a finalidade de garan-
tir o maior limite de detecgcdo em cada reacéo realizada por
meio de alteragbes nas concentrages de MgCl,, enzimas,
temperaturas de anelamento dos primers, reagente PCR
SuperMix® e interpretacdo dos resultados obtidos pela
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visualizag@o em eletroforese dos produtos da amplificacao
sem o aparecimentos de bandas inespecificas.*

Houve a padronizagdo dos componentes da reagéo
separadamente e na padronizagéo da técnica utilizando o
PCR SuperMix® de reagentes pdde-se observar que as
duas formas séo sensiveis e especificas frente ao controle
positivo e negativo de RSV; sendo assim, optou-se pela téc-
nica de PCR utilizando-se o PCR SuperMix® de reagentes
devido a otimizagéo de tempo e praticidade, visto que fo-
ram varias amostras analisadas. Em todos os procedimen-
tos da reacdo RT-PCR aplicada nas amostras inclusas no
estudo foi utilizado um controle positivo e um negativo, para
confirmacéo da técnica na avaliagdo das amostras analisa-
das.

A grande maioria dos estudos com o RSV é realiza-
da em ambientes hospitalares e poucos estudos avaliam
a circulagao desse agente etiolégico na comunidade. A
auséncia de positividade nas amostras investigadas pode
representar uma limitacdo do estudo relacionada com a
inclusao dos pacientes, que nao foi sistematica e ocorreu
durante um curto periodo de tempo. Devido a possibilida-
de de variagdo sazonal na circulacdo de RSV seriam re-
comendados estudos por periodo minimo de trés anos para
demonstrarem uma sazonalidade viral mais fidedigna.®®

Este foi o primeiro estudo realizado em atendimento
de servigo primario de saude publica de casos com doen-
¢as respiratérias agudas na cidade de Guarapuava, PR,
no qual foi avaliada a etiologia de RSV, que podera servir
como base para estabelecer estratégias de diagnéstico,
prevencéao da doencga e também para medidas de contro-
le. Porém, é necessaria a continuidade de estudos sobre
este virus, com um maior nimero de amostras e por um
periodo mais prolongado de tempo das coletas, podendo-
se obter maiores informacdes sobre a sua etiologia e
epidemiologia nessa regido, demonstrando assim a de-
terminacéao da verdadeira importancia do RSV nas infec-
¢Oes respiratérias.

CONCLUSAO

Foi concluida a padronizacéo e otimizagao da técnica
de RT-PCR para detecgdo de RSV no laboratério de
Virologia e Biologia Molecular da Unicentro com éxito. No
entanto, ndo foram detectados casos de infecgéo respirato-
ria por RSV em pacientes com sintomas respiratérios na
cidade de Guarapuava, PR.

Abstract

Objective: Respiratory syncytial virus (RSV) is one of the main viral
agents causing serious respiratory tract infections in infants and children.
Methods: Investigated the occurrence of acute respiratory infection
caused by RSV in symptomatic patients in primary care service calls to
public health in the city of Guarapuava, PR. One hundred and forty four
were collected samples of nasal secretion, included patients of all age

RBAC. 2017;49(2):146-51



Investigagéo da ocorréncia de infecgéo respiratéria aguda causada pelo virus sincicial respiratério (RSV) pela técnica da PCR

groups, between the year of 2013 and 2014. Results: In the results the
average age of patients in the study was of 35.17 years and the median
of 31 years, varying with the minimum of 1 year and a maximum of 82
years of age. Conclusion: Data analyses were completed of patients
and standardization of RT-PCR methodology through controls of RSV
strains. Standard RT-PCR methodology was applied in the samples,
however, were not detected cases of respiratory infection by RSV in
patients with respiratory symptoms in the city of Guarapuava, PR.
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