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causada pelo vírus sincicial respiratório (RSV) pela técnica da PCR
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Resumo

Objetivo: O Vírus Sincicial Respiratório (RSV) é um dos principais agentes virais causado-
res de infecções graves do trato respiratório em lactentes e crianças. Métodos: Investigou-
se a ocorrência da infecção respiratória aguda causada pelo RSV em pacientes sintomáti-
cos nos atendimentos de serviço de assistência primária à saúde pública na cidade de
Guarapuava, PR. Foram coletadas 144 amostras de secreção nasal dos pacientes incluídos
de todas as faixas etárias, 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 mínimo de
1 ano e o máximo de 82 anos de idade. Conclusão: Foram concluídas as análises de dados
dos pacientes e padronizações da metodologia RT-PCR através de cepas controles de RSV.
A metodologia RT-PCR padronizada foi aplicada nas amostras, no entanto, não foram detec-
tados casos de infecção respiratória por RSV em pacientes com sintomas respiratórios na
cidade de Guarapuava, PR.
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INTRODUÇÃO

O RSV é considerado um dos principais agentes

virais causadores de infecções graves do trato respirató-

rio em lactentes e crianças no mundo todo. A infecção

por RSV resulta em vários sintomas, que vão desde

gripais comuns até mais graves, como a bronquiolite e

pneumonia.(1)

A bronquiolite é a complicação clínica mais comum

causada pelo RSV e está associada a eventos respiratóri-

os mais graves.(2) Pessoas de todas as faixas etárias po-

dem ser infectadas pelo RSV.(3)

A transmissão por RSV ocorre por contato direto atra-

vés de secreção respiratória e em aerossóis contaminados.(4)

A transmissão em hospitais pediátricos deve ser controla-

da, principalmente em crianças com fatores de risco para

doença grave.(5,6) A propagação do vírus é favorecida tam-

bém em ambientes fechados, como creches ou escolas.(7,8)

As manifestações clínicas das infecções respiratórias

causadas por RSV são dependentes da idade do individuo

e de uma exposição prévia do vírus.(9)

O vírus sincicial respiratório (RSV) está classificado

no gênero Pneumovirus, da ordem Mononegavirales, da

família Paramyxoviridae e subfamília Pneumovirinae, fita

simples, contendo 15.222 nucleotídeos.(1,10) O RSV tem um

genoma viral com 10 genes de RNA mensageiro (mRNA)

que codificam 11 proteínas.(11) Isolados de RSV são dividi-

dos em dois grupos de características antigênicas e genéti-

cas: A e B.(10)

A incidência anual global da infecção por RSV em cri-

anças menores de 5 anos foi estimada em 34 milhões de

casos por ano, com pelo menos 10% de episódios que re-

presentam infecções graves que necessitam de internação

hospitalar.(12)

Há aproximadamente 160 mil mortes causadas por

RSV no mundo a cada ano, principalmente no mundo em

desenvolvimento, onde o acesso aos cuidados de apoio à

saúde é limitado.(13)

Estudos mostram que o RSV causa cerca de 33,8 mi-

lhões de casos infecção do trato respiratório inferior e 3,3

milhões desses casos são graves para internações anu-

ais,(14) causando, pelo menos, 66 mil a 199 mil mortes de
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crianças menores de 5 anos de idade no mundo todo devi-

do a complicações.(14)

No Brasil, um estudo de Alvarez et al., com 5.304 cri-

anças menores de 1 ano, mostrou que 113 (2,1%) foram

hospitalizadas por BVA. Entre as crianças hospitalizadas

por RSV, 2,7% foram internados na unidade de terapia in-

tensiva (UTI), 1,5% necessitaram de assistência de ventila-

ção e 0,2% foram a óbito.(15)

Na cidade de São Paulo, um estudo prospectivo de

Calegari et al. revelou que 62,7% das crianças hospitaliza-

das tinham infecção no trato respiratório inferior, dentre os

quais 56,4% tinham um vírus como agente etiológico, sen-

do que o RSV foi identificado em 52,4% dos casos.(4)

Em países de clima temperado, as epidemias RSV

ocorrem anualmente nos meses de inverno, e , em climas

tropicais, o padrão 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.(16)

A reação em cadeia da polymerase (PCR) tem se tor-

nado um teste muito utilizado, pois proporciona uma eleva-

da sensibilidade e especificidade.(17) A transcrição reversa

seguida de reação em cadeia da polymerase (RT-PCR)

apresenta sensibilidade igual ou superior ao da cultura de

células, ou ensaios de detecção de antígenos. Com base

no método de PCR, a análise molecular e filogenética de

vírus isolado pode ser efetuada, permitindo a classificação

em grupos e subgrupos.(17) Essa técnica permite a detecção

de quantidades mínimas de RNA e a caracterização dos

grupos antigênicos do vírus, fornecendo resultados rápidos.

Variações na metodologia, como a multiplex RT-PCR, pode-

se detectar e subtipar conjuntamente diferentes vírus em uma

mesma amostra clínica coletada de paciente com suspeita

de infecção respiratória.(18)

Independente do método de escolha, a realização do

diagnóstico das infecções causados por RSV é de grande

importância na obtenção de dados epidemiológicos, úteis

no desenvolvimento de programas de controle de preven-

ção dessas doenças, além de orientar condutas terapêuti-

cas adequadas para redução no número de prescrições

desnecessárias de antibióticos.(19)

O objetivo deste estudo foi a padronização e otimização

de metodologia molecular para detecção de vírus sincicial

respiratório por RT-PCR; detectar a ocorrência de vírus

sincicial respiratório em pacientes com sintomas de infec-

ção respiratória aguda na cidade de Guarapuava, Paraná e

descrever a apresentação clínica e possíveis fatores de risco

dos pacientes com infecção respiratória aguda.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram incluídos no estudo pacientes de todas as fai-

xas etárias atendidos nos serviços de assistência primária

à saúde da rede pública, como postos de saúde, no municí-

pio de Guarapuava, Paraná. A inclusão dos indivíduos no

estudo ocorreu a partir do contato com pacientes que se

dirigiram com sintomas de gripe ou resfriado ao posto de

saúde e que concordaram em participar do estudo, sendo

entrevistados e coletando amostras de secreção nasal ou

nasofaríngea. 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 comitê de ética em pesquisa com se-

res humanos da Unicentro (156852/2013).

Cada paciente incluído no estudo teve uma amostra

de secreção nasal coletada através da inserção de um swab

rayon estéril, cerca de 2 cm a 3 cm, em uma das narinas,

fazendo movimentos circulares. Após esse procedimento,

as amostras frescas foram acondicionadas em um tubo

falcon estéril contendo solução fisiológica a 0,9% e devida-

mente identificadas. Essas foram transportadas sob refri-

geração até o laboratório de Virologia e Biologia Molecular

da Unicentro. Em seguida, essas amostras foram levadas

até uma cabine de fluxo e centrifugadas em vórtex, coloca-

das em microtubos eppendorf de 1 500 μL e armazenadas

sob congelamento a -70ºC até o momento da extração do

ácido nucleico. Amostras de cepas controles de RSV foram

cedidas do Laboratório de Virologia Clínica da Universida-

de Federal de São Paulo (Unifesp).

A extração foi realizada utilizando-se o Kit comercial

"QIAamp viral RNA" (Qiagen GmBH, Alemanha), conforme

as instruções do fabricante. Em seguida, o RNA viral extra-

ído foi utilizado nas reações de RT-PCR.

Para cada amostra foi gerado o cDNA (ácido desoxirri-

bonucléico complementar) pela mistura de 10 μL de RNA

extraído das amostras respiratórias e 1 μL da solução do

iniciador randômico a 200 ng/μL (Random Primer, Invitrogen,

EUA), colocado em um microtubo de 200 μL e aquecido a

80ºC por dez minutos, com posterior resfriamento a 4ºC,

por cinco minutos. Logo após, foi adicionado à mistura de

reagentes para a transcrição reversa, constituída por água

de grau molecular (equipamento MiliQ, Millipore, EUA),

MgCl2 (Invitrogen, EUA), tampão concentrado cinco vezes

(250 mM Tris-HCl, pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl
2
),

desoxinucleotídeos trifosfato (dNTPs) dATP, dTTP, dCTP,

dGTP, enzima transcriptase reversa "Moloney Murine

Leukemia Virus" (MMLV-RT) (Invitrogen, EUA) e inibidor de

RNase (Invitrogen, EUA) para obtenção de um volume final

de 25 μL. Após a homogeneização, a síntese do cDNA foi

realizada em termociclador Multigene TC 9600G (Labnet

Laboratory, EUA) a 42°C durante 60 minutos, seguida de

70ºC por 15 minutos. Após este procedimento, as amos-

tras foram submetidas a ciclos da PCR para amplificação

do vírus sincicial respiratório em microtubos de 200 μL.

Para a detecção do Vírus sincicial respiratório foi rea-

lizada a reação 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 posição

do gene N, RSVAB reverse: GGGCTTTCTTTGGTTACTTC

na posição do gene P, ambos no sentido (5'-3'); o gene N

apresenta 1.203 nucleotídeos e o gene P 914 nucleotídeos.

Os iniciadores oligonucleotídicos desenhados para amplifi-

car RSV foram colocados nas regiões N e P do genoma,

porque essas são altamente conservadas e são regiões do

genoma RSV que permitem subtipos de estirpes de RSV

para RSV A e tipo B.(18)

Foram utilizados, para a reação de amplificação, 5 μL

de cDNA e 20 μL da mistura de reagentes, contendo cada

reagente devidamente padronizado; dentre eles estão a água

de grau molecular (obtida de filtro MiliQ-Millipore, EUA),

MgCl
2
 (Invitrogen, EUA), tampão para esta reação concen-

trado dez vezes (200 mM Tris-HCl, pH 8.4, 500 mM KCl),

dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), primers foward e

reverse, enzima Taq DNA polymerase recombinante (Invi-

trogen, EUA), com volume final da reação de 25 μL.

A amplificação foi realizada em termociclador Multi-

gene TC 9600 G (Labnet Laboratory, EUA) e as amostras

foram submetidas a uma etapa de desnaturação de 95ºC

por cinco minutos; foram realizados quarenta ciclos de am-

plificação de repetidas variações de temperatura: 94ºC por

30 segundos; 54ºC por 45 segundos; e 72ºC por um minuto,

seguido de uma extensão final de 72ºC por sete minutos.

Em seguida, o produto desta amplificação foi submetido à

eletroforese em gel de agarose 1,2%, por uma hora, a 140

volts (V).

Para a detecção do Vírus sincicial respiratório tam-

bém foi realizada a amplificação através da reação com o

PCR SuperMix® (Invitrogen, Brasil), que é um mix de

reagente prontos contendo Mg2+, dNTPs e Taq DNA

polymerase recombinante em concentrações suficientes

para permitir a amplificação do vírus durante a PCR.

Para esta reação de amplificação foram utilizados

os mesmos primers descritos anteriormente, acrescidos

de 5 μL de cDNA e 20 μL dos componentes da reação, de-

monstrado na Tabela 3, contendo água de grau molecular

(obtida de filtro MiliQ-Millipore, EUA),PCR SuperMix®

(Invitrogen, Brasil), Primers Foward e Reverse, com volume

final da reação de 25 μL.

Após a homogeneização em vórtex, a amplificação foi

realizada em termociclador Multigene TC 9600 G (Labnet

Laboratory, EUA) e as amostras foram submetidas a uma

etapa de desnaturação de 95ºC por cinco minutos; foram

realizados quarenta ciclos de amplificação de repetidas va-

riações de temperatura: 94ºC por trinta segundos; 54ºC por

45 segundos; e 72ºC por um minuto, seguido de uma exten-

são final de 72ºC por sete minutos. Em seguida, o produto

desta amplificação foi submetido à eletroforese em gel de

agarose 1,2%, por uma hora a 140 volts (V).

Após a amplificação, as amostras foram submetidas

à eletroforese em gel de agarose a 1,2%, diluído em tam-

pão Tris/borato/EDTA - TBE (Tris 0,089M; ácido bórico

0,0089M; EDTA 0,002M pH 8,0), que continha 0,5 μg/mL de

brometo de etídio (Invitrogen, EUA). Um volume de 7,5 μL

do produto amplificado foi misturado com 2,5 μL da solu-

ção de corante azul de bromofenol, xileno cianol 0,25% e

glicerol 0,25% em 30% de água destilada e aplicado a

cada espaço correspondente para corrida. Para cada

eletroforese foi reservada o primeiro espaço para aplica-

ção do padrão de peso molecular de 100pb a 1μg/μL que

correspondia a 4μL do marcador (DNA Ladder, Invitrogen,

EUA) com 2,5 μL da solução de corante azul de bromofenol,

xileno cianol 0,25% e glicerol 0,25% em 30% de água des-

tilada.

A corrida em cuba horizontal de eletroforese foi reali-

zada utilizando-se como tampão de corrida TBE 0,5X (Tris

1 M; ácido bórico 0,9 M; EDTA 0,00 M pH 8,4) a uma volta-

gem de 140 V por sessenta minutos. A análise do gel foi

realizada através da visualização em transiluminador de luz

ultravioleta Alphamager HP (Protein Simple, EUA) utilizan-

do-se o software Alphaview versão 3.4.

Para otimização da técnica de PCR foram utilizadas

cepas controles de RSV e controle negativo (água de grau

molecular); assim sendo foram realizadas algumas varia-

ções nos componentes da reação, por meio de diluições

variadas das cepas controles, a fim de melhorar o rendi-

mento da reação com base na intensidade do brilho das

bandas após a amplificação do material genético, sem o

aparecimento de bandas inespecíficas.

Foram realizados diluições das cepas controles antes

da extração de ácido nucleico: 10-1, 10-2, 10-3 e 10-4 para

obtenção do parâmetro do limite de detecção. Esta análise

foi realizada pela intensidade do brilho das bandas de 838

pares de base, sem a observação de bandas inespecíficas.

Durante a PCR, foram realizadas variações da tem-

peratura de anelamento dos primes em termociclador, sen-

do estas de 52,5ºC; 52,9ºC; 54ºC e 55,1ºC. Concentra-

ções de MgCl
2
 também foram testadas: 3,0 mM; 3,5 mM e

4,0  mM na diluição de RSV a 10-2 para RT-PCR. A enzima

Taq DNA polimerase foi testada nas concentrações finais

de 1 U/μL; 2 U/μL e 3 U/μL com RSV na diluição (10-2) na

tentativa de melhorar o rendimento na reação.

Os iniciadores forward- GTCTTACAGCCGTGATTAGG

e reverse GGGCTTTCTTTGGTTACTTC foram testados para

cepas controles de vírus Influenza e Rinovírus cedidas gen-

tilmente pelo laboratório da UNIFESP em São Paulo.

A metodologia RT-PCR utilizando o PCR SuperMix®

devidamente padronizada foi aplicada nas amostras res-

piratórias inclusas nesse estudo para detecção de RSV.

RESULTADOS

Durante o estudo foram coletadas 144 amostras de

secreção nasofaríngea de pacientes com sintomas respira-
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tórios de todas as faixas etárias de idade, provenientes do

serviço de atendimento à saúde pública da cidade de

Guarapuava, PR. Levando-se em consideração o gênero

dos indivíduos 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 incluídos no estudo foi

de 35,17 anos e a mediana de 31 anos, variando com o

mínimo de um ano e o máximo de 82 anos de idade. Houve

predomínio de pacientes adultos participantes do estudo,

de 18 a 59 anos, quando comparado a crianças, jovens e

idosos.

O total de amostras incluídas no estudo foi de 144, sen-

do que 15 foram coletadas de pacientes com sintomas de

infecção respiratória atendidos durante o ano de 2013 e 129

durante o ano de 2014. Meses com maior número de amos-

tras coletadas foi agosto, seguido de maio, julho e setem-

bro do ano de 2014.

A média de tempo do início dos sintomas respiratóri-

os apresentados pelos pacientes incluídos no estudo foi de

6,46 dias e a mediana de quatro dias, variando com o míni-

mo de um dia e o máximo de trinta dias. Sintomas mais

característicos da infecção viral aguda nesse estudo foram

coriza e tosse.

Os pacientes foram questionados quanto à vacinação

contra o vírus Influenza H1N1, H3N2 e Influenza B, conside-

rando o período de um ano prévio à sua inclusão no estudo.

Quarenta e seis (31,94%) foram vacinados e 98 (68,06%)

pacientes não receberam a vacina para os três tipos do ví-

rus Influenza.

O resultado do limite de detecção para a cepa controle

de RSV, onde a maior diluição de RSV detectada foi 10-2.

Dentre as diferentes temperaturas testadas para o anela-

mento dos primers, a que apresentou melhor resultado foi à

temperatura de 54ºC. A concentração de MgCl2 que apre-

sentou maior rendimento a reação foi de 3,5 mM na diluição

de RSV (10-2).

A concentração de enzima que apresentou maior ren-

dimento a reação foi a de 1 U/μL na diluição de RSV (10-2). O

par de primers utilizado na padronização da reação de RT-

PCR mostrou-se específico para o RSV quando testado frente

a cepas controles de outro vírus, levando em consideração

que não houve a amplificação de outros vírus nos resultados

obtidos por meio de análises em gel de agarose a 1,2%

visualizado em transiluminador de luz ultravioleta Alphamager

HP (Protein Simple, EUA) utilizando-se o software Alphaview

versão 3.4.

Por uma questão 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-

centrações suficientes para permitir a amplificação do vírus

durante a PCR.

Houve a padronização do reagente PCR SuperMix®

(Invitrogen, Brasil), testando-se diferentes volumes do

reagente no produto da transcrição reversa (Life Technologies

Corporation, 2010). O volume padronizado do reagente PCR

SuperMix® para a detecção da cepa controle de RSV,

visualizado em gel de agarose a 1,2%, foi de 10,5 μL.

No resultado do limite de detecção para a cepa con-

trole de RSV utilizou-se o reagente PCR SuperMix®, onde

podemos observar que a maior diluição de RSV detectada

nesta reação foi 10-2.

Dentre as diferentes temperaturas testadas para o

anelamento dos primers, a que resultou em maior eficiên-

cia da reação foi à temperatura de 54ºC na cepa diluída de

RSV a 10-2.

A metodologia RT-PCR utilizando o reagente PCR

SuperMix® devidamente padronizada foi aplicada nas

amostras respiratórias inclusas no estudo. No entanto, o

resultado das 144 amostras desse estudo apresentaram-

se negativas para o RSV.

DISCUSSÃO

Existe a necessidade de uma análise sistemática mais

ampla do impacto da infecção por RSV tanto em crianças

como em adultos. O impacto na saúde de infecção por RSV

em crianças está muito melhor documentada do que o im-

pacto sobre os adultos; sendo assim, o presente estudo foi

realizado em local de atendimento primário de saúde na

comunidade da cidade de Guarapuava, Paraná e resultou

em investigação de IRAs predominantemente de pacientes

adultos jovens.

Em relação à sazonalidade das IRAs, pode-se obser-

var que os meses nos quais houve um maior número de

amostras coletadas foi de abril a setembro nos dois anos

avaliados. Estudos mostram que, nas regiões tropicais, as

epidemias pelo RSV iniciam no outono e vão até a prima-

vera. No Brasil, o RSV predomina nas estações de outono

e inverno, particularmente nos meses de abril a agosto/se-

tembro de cada ano.(20) Uma limitação do presente estudo

foi a inclusão de pacientes nos meses de abril a setembro

somente durante dois anos, visto que um estudo epidemio-

lógico demandaria um tempo maior de coletas e por perío-

do de pelo menos três anos.

O tempo de início dos sintomas respiratórios apresen-

tados pelos pacientes incluídos no estudo teve como medi-

ana quatro dias, o que caracteriza, de modo geral, os qua-

dros clínicos, como de infecção aguda, devido ao curto tem-

po de início dos sintomas,(21) sendo que os mais frequentes

foram a coriza com 138 (95,83%) e tosse com 107 (74,31%).

Esses resultados estão de acordo com os estudos de

Pecchini et al.,(22) mostrando que os sintomas clínicos pre-

dominantes na infecção respiratória 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

à vacinação contra o vírus Influenza H1N1, H3N2 e Influenza

B, devido a hipótese de que, quando as coberturas vacinais

contra a influenza estão adequadas, poderia ocorrer um

aumento da circulação de outros vírus de tropismo respi-

ratório. No Brasil, o sistema de vigilância sentinela de qua-

dros respiratórios indicou, além do vírus da influenza A e B

(14,7%), uma importante circulação de RSV (26,7%),

adenovírus (17%) e parainfluenza (16,3%), entre os anos

de 2000 e 2003.(23) Pode-se dizer que a quantidade de

pacientes vacinados, 46 (31,94%), é alta, visto que o gru-

po etário predominante no estudo não é considerado gru-

po prioritário para vacinação contra os três tipos de vírus

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 cópias

de material genético, além de detectar partículas armaze-

nadas por longo período de tempo. Existem estudos que

demonstram uma maior capacidade de detecção por RT-

PCR para RSV em amostras de secreção nasal. O estudo

de Reis et al.(17) mostrou que 316 amostras de secreção

nasofaríngea de crianças com até 2 anos de idade foram

processadas para detecção do RSV, utilizando três técni-

cas diferentes, demonstrando que a PCR foi a técnica mais

sensível, proporcionando resultados positivos em 35/316

(11,1%) das amostras, seguido por imunofluorescência di-

reta 25/316 (7,9%) e isolamento viral 20/315 (6,3%).

Há uma clara tendência para a utilização de técnicas

que permitem o diagnóstico precoce da infecção pelo RSV;

o diagnóstico precoce é vantajoso porque permite a imple-

mentação de medidas para limitar a propagação do vírus,

como em hospitais ou casas de repouso, e a implementação

precoce da terapia antiviral. A escolha de uma técnica é de

extrema importância para o diagnóstico rápido e sensível

de RSV.(17)

No presente estudo, a RT-PCR foi a metodologia es-

colhida para garantir uma detecção viral com alta sensibili-

dade e especificidade. A RT-PCR funciona muito bem com

a maioria dos alvos de RNA, mas geralmente são neces-

sários ajustes nos parâmetros da reação, a fim de melho-

rar a especificidade e aumentar o rendimento. Segundo

Connel,(24) não existe um único protocolo que seja adequa-

do para todas as situações, incluindo laboratório, reagentes

e recursos humanos; assim, para cada nova experiência é

necessário realizar a otimização da reação. A otimização

da metodologia RT-PCR realizada no estudo foi fundamen-

tada em protocolos previamente descritos, a qual visou au-

mentar o rendimento da reação com a finalidade de garan-

tir o maior limite de detecção em cada reação realizada por

meio de alterações nas concentrações de MgCl
2
, enzimas,

temperaturas de anelamento dos primers, reagente PCR

SuperMix® e interpretação dos resultados obtidos pela

visualização em eletroforese dos produtos da amplificação

sem o aparecimentos de bandas inespecíficas.(24)

Houve a padronização dos componentes da reação

separadamente e na padronização da técnica utilizando o

PCR SuperMix® de reagentes pôde-se observar que as

duas formas são sensíveis e específicas 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 à otimização de tempo e praticidade, visto que fo-

ram várias amostras analisadas. Em todos os procedimen-

tos da reação RT-PCR aplicada nas amostras inclusas no

estudo foi utilizado um controle positivo e um negativo, para

confirmação da técnica na avaliação das amostras analisa-

das.

A grande maioria dos estudos com o RSV é realiza-

da em ambientes hospitalares e poucos estudos avaliam

a circulação desse agente etiológico na comunidade.(25) A

ausência de positividade nas amostras investigadas pode

representar uma limitação do estudo relacionada com a

inclusão dos pacientes, que não foi sistemática e ocorreu

durante um curto período de tempo. Devido à possibilida-

de de variação sazonal na circulação de RSV seriam re-

comendados estudos por período mínimo de três anos para

demonstrarem uma sazonalidade viral mais fidedigna.(26)

Este foi o primeiro estudo realizado em atendimento

de serviço primário de saúde pública de casos com doen-

ças respiratórias agudas na cidade de Guarapuava, PR,

no qual foi avaliada a etiologia de RSV, que poderá servir

como base para estabelecer estratégias de diagnóstico,

prevenção da doença e também para medidas de contro-

le. Porém, é necessária a continuidade de estudos sobre

este vírus, com um maior número de amostras e por um

período mais prolongado de tempo das coletas, podendo-

se obter maiores informações sobre a sua etiologia e

epidemiologia nessa região, demonstrando assim a de-

terminação da verdadeira importância do RSV nas infec-

ções respiratórias.

CONCLUSÃO

Foi concluída a padronização e otimização da técnica

de RT-PCR para detecção de RSV no laboratório de

Virologia e Biologia Molecular da Unicentro com êxito. No

entanto, não foram detectados casos de infecção respirató-

ria por RSV em pacientes com sintomas respiratórios 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
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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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