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Human parainfluenza Objective: Characterize the role of human parainfluenza virus and its clinical features in Bra-
virus; zilian children under 2 years of age presenting with acute lower respiratory tract infections.
Respiratory virus; Methods: Real-time assays were used to identify strains of human parainfluenza virus and other
Pediatric patients; common respiratory viruses in nasopharyngeal aspirates. One thousand and two children pre-
Acute respiratory senting with acute lower respiratory tract illnesses were enrolled from February 2008 to August
illness; 2010.

Human respirovirus 4 Results: One hundred and four (10.4%) patients were human parainfluenza virus positive,

of whom 60 (57.7%) were positive for human parainfluenza virus-3, 30 (28.8%) for human
parainfluenza virus-4, 12 (11.5%) for human parainfluenza virus-1, and two (1.9%) for human
parainfluenza virus-2. Seven (6.7%) patients had more than one strain of human parainfluenza
virus detected. The most frequent symptoms were tachypnea and cough, similar to other viral
respiratory infections. Clinical manifestations did not differ significantly between human parain-
fluenza virus-1, -2, -3, and -4 infections. Human parainfluenza virus-1, -3, and -4 were present
in the population studied throughout the three years of surveillance, with human parainfluenza
virus-3 being the predominant type identified in the first two years.

DOI se refere ao artigo:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jped.2017.07.017
* Como citar este artigo: Thomazelli LM, Oliveira DB, Durigon GS, Whitaker B, Kamili S, Berezin EN, et al. Human parainfluenza virus surveil-
lance in pediatric patients with lower respiratory tract infections: a special view of parainfluenza type 4. J Pediatr (Rio J). 2018;94:554-8.
* Autor para correspondéncia.
E-mail: lucmt@usp.br (L.M. Thomazelli).

2255-5536/© 2017 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este € um artigo Open Access sob uma licenca CC
BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


https://doi.org/10.1016/j.jpedp.2017.10.008
http://www.jped.com.br
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jpedp.2017.10.008&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.jped.2017.07.017
mailto:lucmt@usp.br
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Human parainfluenza virus in pediatric patients 555

PALAVRAS-CHAVE
Virus da parainfluenza
humana;

Virus respiratorio;
Pacientes

pediatricos;

Doenca respiratoria
aguda;

Respirovirus humano 4

Conclusion: Human parainfluenza viruses contribute substantially to pediatric acute respiratory
illness (ARI) in Brazil, with nearly 30% of this contribution attributable to human parainfluenza
virus-4.

© 2017 Sociedade Brasileira de Pediatria. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
4.0/).

Vigilancia dos virus parainfluenza humanos em pacientes pediatricos com infeccées
do trato respiratério inferior: uma visao especial do parainfluenza tipo 4

Resumo

Objetivo: Caracterizar o papel do VPH-4 e suas caracteristicas clinicas em criancas brasileiras
com menos de dois anos de idade com infeccdes agudas do trato respiratorio inferior.
Métodos: Ensaios em tempo real foram utilizados para identificar tipos de VPH e outros virus
respiratorios comuns em aspirados nasofaringeos. Mil e duas criancas com doenca aguda do trato
respiratorio inferior foram inscritas para participar de fevereiro de 2008 a agosto de 2010.
Resultados: 104 (10,4%) pacientes eram VPH positivos, dos quais 60 (57,7%) eram positivos
para VPH-3, 30 (28,8%) para VPH-4, 12 (11,5%) para VPH-1 e dois (1,9%) para VPH-2. Sete (6,7%)
apresentaram mais de um tipo de VPH detectado. Os sintomas mais frequentes foram tosse e
taquipneia, semelhantes a outras infeccdes respiratdrias virais. As manifestacoes clinicas nao
diferiram de forma significativa entre as infec¢des por VPH-1, -2, -3 e -4. Os VPH-1, -3 e -4
estavam presentes na populacdo estudada ao longo dos trés anos de vigilancia, e o VPH-3 foi o
tipo predominante identificado nos primeiros dois anos.

Conclusd@o: Os VPHs contribuem substancialmente para a DRA pediatrica no Brasil com quase
30% dessa contribuicao atribuivel ao VPH-4.

© 2017 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este € um artigo
Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.

0/).

Introducao

Os virus sao a causa predominante da doenca respiratoria
aguda (DRA) em todo o mundo e sao responsaveis por taxas
de morbidez e mortalidade substanciais em criancas entre
um e cinco anos. Os virus da parainfluenza humana (VPHs)
representam uma proporcao significativa da DRA viral em
criancas, sao a segunda causa mais comum de infeccdes do
trato respiratorio superior e inferior, logo depois do virus
sincicial respiratorio humano (VSR)." Estima-se que os qua-
tro sorotipos do VPH, VPH-1, -2, -3 e -4, e dois subtipos, -4a
e -4b, causam até 10% das DRAs da infancia.Z O PIV1 e o
PIV2 sao a principal causa de crupe em criancas entre seis
e 48 meses; o PIV3 e, em menor grau, o PIV1 sdo associ-
ados com mais frequéncia a bronquiolite e pneumonia em
criangcas com menos de um ano. Os VPHs também causam
doencas graves, inclusive pneumonia e dbito em receptores
de transplantes, bem como infeccées nosocomiais e eclo-
sdes, semelhantemente ao VSR e ao virus da gripe.?

Pouco se sabe sobre a epidemiologia e carga de doenca
de VPHSs na populacao pediatrica na América Latina e princi-
palmente no Brasil."“-¢ Ha ainda menos estudos com relacao
a infeccdo por VPH-4 na América, pois poucos laborato-
rios fornecem diagnésticos especificos de VPH-4 devido a
sua aparentemente baixa frequéncia e dificuldade de cres-
cimento em cultura de células.”

Para melhor esclarecimento do papel do VPH-4 e de suas
caracteristicas clinicas em criancas com menos de dois anos
com DRA, foram usadas analises de transcriptase reversa

seguida de reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR) em
tempo real (rRT-PCR) para identificar quatro tipos de VPH
e outros virus respiratorios comuns em aspirados nasofarin-
geos.

Métodos

O comité de ética em pesquisa do Instituto de Ciéncias Bio-
médicas da Universidade de Sao Paulo aprovou o estudo.
De marco de 2008 a agosto de 2010, foram coletadas amos-
tras de aspirados nasofaringeos de pacientes com menos de
dois anos com DRA atendidos ou internados no Hospital Santa
Casa de Misericordia (Sao Paulo, Brasil), apds obter o consen-
timento por escrito dos pais das criancas. As amostras foram
colocadas em um tubo de transporte viral e mantidas por até
48 horas a 4°C. As amostras foram processadas em um labo-
ratorio com nivel de biosseguranca 2 no Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo. Todos os acidos
nucleicos foram extraidos automaticamente de 300 uL de
amostras frescas e eluidos em 110 uL do tubo de eluicao livre
de RNase com o NucliSENS easyMAG (bioMérieux, Brasil) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os acidos nucleicos
foram mantidos congelados a -70°C até serem usados. Foi
usado um painel de ensaios multiplos singleplex de trans-
criptase reversa seguida de reacao em cadeia da polimerase
em tempo real para detectar e identificar VPHs (tipos 1, 2,
3 e 4)® e outros virus respiratorios humanos, inclusive virus
sincicial respiratorio, metapneumovirus humano, adenovi-
rus e virus da gripe A e B.°”"" As analises estatisticas foram
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feitas com o software Statgraphics Centurion XV, o teste
qui-quadrado para comparacao de proporcoes foi usado em
cada sintoma para verificar a proporcao de pacientes que
apresentam o sintoma nos sorotipos analisados. Também foi
gerado um grafico de analise de significados (ANOM) para
determinar quais amostras apresentaram diferenca signifi-
cativa da média geral. Como o valor de p foi superior ou
igual a 0,05, nao existem diferencas significativas entre as
amostras no nivel de confianca de 95% ou mais.

Resultados

Amostras nasofaringeas foram coletadas de 1.002 pacientes
com DRA. A infeccdo por virus parainfluenza foi confir-
mada por laboratério em 104 (10,4%) amostras, das quais
60 (57,7%) foram positivas para VPH-3, 30 (28,8%) para
VPH-4, 12 (11,5%) para VPH-1 e duas (1,9%) para VPH-2.
A maioria das amostras de VPH-4 confirmadas por labora-
torio foi coletada de agosto de 2008 a dezembro de 2008,
porém poucos casos foram coletados em 2009 e 2010, como
mostra a figura 1. A idade média de pacientes infectados
por VPH-4 foi de sete meses (0-24), oito (1-24) para VPH-3,
cinco (3-6) para VPH-2 e 11 (6-22) para VPH-1. Em contra-
partida, a frequéncia de VPH-4 foi maior na faixa de 3-6
meses. De certa forma, menor do que a deteccao de VPH-
3 e VPH-1, com maior nimero de casos entre 7-12 meses
(fig. 2). Os prontuarios médicos de 87 pacientes infecta-
dos por VPH foram examinados e os dados clinicos estao
resumidos na tabela 1. Os sintomas clinicos proeminentes
incluiam taquipneia (97,7%), tosse (94,3%), dispneia (94,3%),
pieira (87,4%), coriza (71,3%) e febre (67,8%). Treze (15%)
dos pacientes infectados precisaram de internacao hospi-
talar (terapia intensiva). Em 23 casos, o VPH-4 foi o Unico
tipo de VPH detectado. Contudo, em outros sete casos, tam-
bém foram detectados o VPH-1 (um caso) e o VPH-trés (seis
€asos).

Foram detectados outros virus respiratorios em
473 (47,2%) das 1.002 amostras de pacientes. Os virus
detectados com mais frequéncia foram VSR em 244 casos

(24,3% do total de amostras), adenovirus em 121 (12,1%),
gripe em 58 (5,8%) e metapneumovirus humano (HMPV)
em 50 (5%). Coinfeccoes com dois ou mais virus foram
detectadas em 11,7% das amostras estudadas.

Discussao

Apesar de as associacoes entre infeccao por VPH-4 e DRA
serem propostas ha mais de meio século,'? elas normalmente
nao sao incluidas no teste molecular disponivel no Brasil
porque nao sao consideradas um virus causador de doencas
importante.’® Até onde sabemos, este é o primeiro relatério
de infeccdo por VPH-4 em criancas com DRA no Brasil. Esse
virus circulou entre pacientes pediatricos com DRAs durante
todo o periodo de testes juntamente com outros virus respi-
ratorios, inclusive outros VPHs. Esses resultados corroboram
estudos de outros paises nos quais o VPH-4 foi identificado
como causador de doencas respiratorias em criancas insti-
tucionalizadas, bem como adquirido na comunidade, como
pneumonia e bronquiolite.'#'® O VPH-4 foi o terceiro virus
mais prevalente (5,8%) em casos de doenca do tipo gripe em
adultos em duas estacdes consecutivas nos EUA de 1998 a
2000.3 Neste estudo, a prevaléncia de VPH-4 ficou atras de
patdgenos respiratorios mais comuns (VSR, adenovirus, gripe
e HMPV), porém foi o segundo VPH mais prevalente depois
do VPH-3. No geral, os VPHs foram o terceiro patogeno viral
respiratério mais comum detectado.

A andlise de distribuicdo de idade de acordo com a
infeccao viral mostra que o maior nUmero de casos positivos
de todos os VPHs, como outros virus respiratorios, ocorre em
criancas com menos de um ano, o que vai de encontro com
a literatura internacional.®%"”

Ao comparar sintomas fisicos e diagndsticos clinicos com
etiologia, nenhuma associacdo pode ser encontrada, entao
é impossivel identificar o tipo de VPH apenas com base em
sinais clinicos; contudo, foi encontrada uma taxa relati-
vamente maior de necessidade de ventilacdo mecanica e
terapia intensiva em pacientes com VPH-1 e 3, bem como
uma taxa maior de cianose em pacientes com VPH-3. Entre

Sazonalidade de VPHs

2

1

JIL 1ML MANAN] |

|
|

$ P g > P <J ) P <J P <3 o o o <3 <3 <3 QS O S QS QS O QS S
N & o L & & N & & o QS O © S o S & & o & o o ) o N N W W N o N
N & O 8 » » & N N & S » & N PP NN SFARENR
@ @° Y TS F S & A Rt O Y

O e OBV e 20 D00 e MO0 Primavera e le Gutono

wPIV1 wPIV2 4PIV3 PIV4

Figura 1
ano.

Sazonalidade do virus da parainfluenza humana (VPH). Numero de amostras positivas de cada tipo de VPH por més do
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Figura 2 Frequéncia de cada tipo de virus da parainfluenza humana (VPH) detectado por faixa etaria (eixo y) e tempo (eixo x).

Grafico gerado pelo software EPIPOI.

Tabela 1  Sintomas clinicos de pacientes com VPH positivo (%)

Sintomas clinicos

VPHs

VPH-1(n = 11) VPH-2(n = 2)

VPH-3(n = 50) VPH-4(n = 24) Todos(n = 87) p?

Obito 18,20 0,00
Tosse 90,90 100,00
Paroxismo 9,10 0,00
Coqueluche 0,00 0,00
Pieira 81,80 100,00
Taquipneia 90,9° 100,00
Dispneia 100,00 100,00
Cianose 9,10 0,00
Apneia/Pausa 0,00 0,00
Febre 90,00 100,00
> 39°C 40,00 0,00
Coriza 81,80 100,00
Hialina 72,70 100,00
Puruléncia 18,20 0,00
Conjuntivite 18,20 0,00
Diarreia 9,10 0,00
Fornecimento de O, 72,70 100,00
Terapia intensiva 18,20 0,00
Ventilacao mecanica 18,20 0,00

4,00 0,00 4,60 0,058
96,00 91,70 94,30 0,677
6,10 0,00 4,60 0,396
0,00 0,00 0,00 >

88,00 87,50 87,40 0,855
100,00 100,00 97,70 0,033
95,90 91,70 94,30 0,532
20,00 8,30 14,90 0,352
4,00 8,30 4,60 0,524
60,00 78,30 67,80 0,077
16,70 13,00 17,20 0,140
72,00 62,50 71,30 0,480
63,30 54,20 62,10 0,552
10,40 8,30 10,30 0,674
12,50 4,20 10,30 0,397
12,00 0,00 8,00 0,212
84,00 79,20 81,60 0,657
18,00 8,30 14,90 0,532
16,00 8,30 13,80 0,616

Houve seis codeteccdes de VPH-3 e -4 e uma codeteccao de VPH-1 e -4.
n = Nimero de pacientes positivos com informagdes clinicas disponiveis.
@ Nivel de significancia do teste qui-quadrado para comparacédo de propor¢des (0 VPH-2 néo foi incluido na analise).

b Apresentou uma diferenca significativa da média.

os VPHs, foi observada uma taxa maior de 6bitos em paci-
entes portadores do VPH-1 (18,2%).

A limitacdo deste estudo foi o término da coleta de
amostras antes do término do Ultimo ano estudado exa-
tamente no periodo de maior incidéncia esperada, afetou
possiveis inferéncias na sazonalidade de VPHs. Ademais, a
falta de controles assintomaticos para ajudar a determinar

a prevaléncia de infeccoes subclinicas por VPH-4 e ape-
nas um hospital amostrado. A populacao restrita complica
a generalizacdo de dados para a comunidade em geral.
Estudos longitudinais devem ser feitos para confirmar os
resultados obtidos neste estudo.

Nao existem dados que descrevam a circulacao do
VPH-4 no Brasil. Encontramos evidéncia de uma frequéncia
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moderada de deteccao de VPH-4 (28,8% de VPHs; 3% de
todas as amostras de virus positivas) em jovens crian¢as com
DRA, igual ou superior a outros VPHs. Sao necessarios estu-
dos adicionais para confirmar esses achados. O VPH-4 deve
ser incluido em outros patégenos respiratorios testados roti-
neiramente em paises em desenvolvimento, principalmente
no grupo de neonatos de alto risco, como prematuridade,
cardiopatias congénitas, doencas pulmonares cronicas, imu-
nodeficiéncias e coinfeccdes (criangcas com varios virus),
que poderao desenvolver doencas mais graves. Além disso,
outros fatores de risco associados a doencas graves sao
internacées mais longas, maior frequéncia de necessidade
de oxigénio complementar, ventilacdo mecanica e terapia
intensiva.
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