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RESUMO

Introducao: A infeccao do trato respiratério inferior (ITRI) € uma das principais causas
de morbimortalidade em criancas, principalmente em paises em desenvolvimento e
em criangas menores de 3 anos de idade. Os virus estdo entre os principais agentes
etiolégicos das ITRI em criancas. No entanto, poucos estudos até o momento
investigaram o impacto dos virus respiratérios em popula¢des de criangas de paises
em desenvolvimento e de que maneira as codeteccbes de dois ou mais virus
modificam a gravidade das infec¢des.

Objetivo: identificar quais virus respiratérios causam ITRI em lactentes e criangas até
3 anos de idade hospitalizadas e qual o impacto das codeteccdes virais sobre a
gravidade destes episodios.

Métodos: criancas de até 3 anos de idade internados em um hospital terciario no
Brasil durante os meses de alta prevaléncia de virus respiratérios tiveram amostras
coletadas de aspiracdo nasofaringea. Estas amostras foram testadas para 13
diferentes virus respiratorios através de PCR em tempo real (RT-PCR). Os pacientes
foram acompanhados durante a internacdo, e dados clinicos e das caracteristicas da
populagao foram registradas durante esse periodo e na alta para avaliar marcadores
de gravidade, como tempo de internacdo e uso de oxigénio. Foi usada anadlise
univariada para identificar potenciais fatores de risco e a regressao logistica

multivariada para determinar o impacto de detecgdes virais especificas sobre os
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desfechos, bem como para avaliar o efeito das codeteccées sobre estes mesmos
desfechos.

Resultados: Foram analisados 260 episodios de ITRI com uma taxa de deteccéo viral
de 85% (n = 222). Codeteccgéao foi observada em 65% de todos os episédios de virus-
positivos. O virus foi mais prevalente Virus Sincicial Respiratério (RSV) (54%), seguido
por Metapneumovirus humano (hMPV) (32%) e Rinovirus humano (HRV) (21%). Nos
modelos multivariados, lactentes com codetecgdo de HRV + RSV permaneceram 4,5
dias a mais no hospital (p = 0,004), quando comparados ao grupo sem a codeteccéo.
A mesma tendéncia foi observada para o numero de dias de uso de oxigénio
suplementar.

Conclusées: Embora RSV permanega como a principal causa da ITRI em criangas,
mostrou-se um aumento no tempo de internacdo e uso de oxigénio em criangas com
RSV e HRV codetectados por RT-PCR em comparacdo com aqueles com RSV mas
sem HRV em codeteccdo. Além disso, nosso estudo identificou um numero
significativo de criangas infectadas por virus recentemente identificados, tais como
hMPV e bocavirus Humano (HBoV), e este € um achado relevante para comunidades

pobres de paises em desenvolvimento.
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ABSTRACT

Introduction: lower respiratory tract infection (LRTI) is a major cause of morbidity and
mortality in infants and children, especially in developing countries and in children
under 3 years old. Viruses are among the major etiologic agents of LRTI in children.
However, few studies to date have investigated the impact of respiratory viruses in
populations of children in developing countries and how the co-detections of two or

more viruses modify the severity of infections.

Objective: To identify respiratory viruses in infants and children up to 3 years of age
hospitalized due to LRTI and verify the impact of viral co-detections on the severity of

these episodes.

Methods: Children less than 3 years of age admitted to a tertiary hospital in Brazil
during the months of high prevalence of respiratory viruses had collected samples of
nasopharyngeal aspirate. These samples were tested for 13 different respiratory
viruses by real-time PCR (RT-PCR). Patients were followed during hospitalization, and
clinical and population characteristics were recorded during this period and at
discharge to assess markers of severity, such as length of stay and use of oxygen.
Univariate analysis was used to identify potential risk factors and multivariate logistic
regression was used to determine the impact of specific viral detections on outcomes

and to evaluate the effect of co-detections on these same outcomes.
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Results: We analyzed 260 episodes of LRTI with an overall viral detection rate of 85%
(n = 222). Co-detection was observed in 65% of all virus-positive episodes. The most
prevalent virus was Respiratory Syncytial Virus (RSV) (54%), followed by human
metapneumovirus (hMPV) (32%) and human rhinovirus (HRV) (21%). In multivariate
models, infants with co-detection of HRV + RSV stayed 4.5 days longer in the hospital
(p = 0.004), when compared to the group without this co-detection. The same trend

was observed for the number of days using supplemental oxygen.

Conclusions: Although RSV remains the leading cause of LRTI in children, our study
has shown an increase in the length of stay and use of oxygen in children with RSV
and HRV co-detected by RT-PCR in comparison with those with RSV alone.
Furthermore, our study identified a significant number of children infected by viruses
recently identified, such as hMPV and Human bocavirus (HBoV), and this is an

important finding for poor communities in developing countries.
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INTRODUCAO

As infecgdes do trato respiratorio inferior (ITRI) sdo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo entre criangas até 3 anos de idade. Estima-se que
cerca de um quinto das mortes em criangas abaixo dos 5 anos de idade se deva a IRTI e
que o impacto da doenca seja maior em paises em desenvolvimento, com maior
letalidade nas criangas acometidas destes paises.(1) Segundo dados publicados em
2010, no ano de 2005 ocorreram 33,8 milhdes de mortes em criangas menores de 5 anos
de idade por ITRI causadas pelo RSV.(2) As ITRI sdo caracterizadas pelos sinais de
infeccao do trato respiratorio superior mais outros sinais especificos do acometimento do
trato respiratério inferior. Assim, a definicdo na maioria dos trabalhos encontrados se da
pela presenca de coriza, obstrugdo nasal, tosse, espirros, hiperemia de orofaringe (com
ou sem febre) associados a dispneia, taquipneia, batimento de aleta nasal, retracoes
intercostais, prolongamento do tempo expiratorio, estertores e/ou sibilos.(3) Outros sinais
descritos na literatura, mas menos frequentemente usados para definicdo de ITRI séo
retracdes cervicais e subcostais, cianose e térax silencioso, que ocorre devido a reducao
marcada da entrada de ar nos pulmdes.(3) Embora a caracterizagao sindrémica de ITRI
seja relativamente facil, mais complicada € a classificagao especifica adotada por muitos
servigos, que fazem a distincdo entre os termos "bronquite”, "bronquiolite” e "pneumonia
viral". Essa distincao se baseia principalmente no segmento de via aérea mais acometida
pela infeccdo (se predominantemente proximal — vias aéreas calibrosas;
predominantemente distal — por¢cao condutora; e predominantemente alveolar). No

entanto, na maioria dos casos clinicos essa distincao acaba sendo arbitraria e, em certo
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sentido, irrelevante, uma vez que as opcgodes terapéuticas disponiveis sdo basicamente as

mesmas em todos os tipos de definigao.(4)

O tratamento das ITRI depende do grau de acometimento causado pelo agente
etiolégico. Varios fatores concorrem para determinar a gravidade. Fatores especificos do
sorotipo do agente infectante, a resposta inflamatéria (e variaveis anatémicas) de cada
paciente e a maturidade do trato respiratdrio sédo os principais fatores que determinam o
grau de comprometimento da infeccdo. Geralmente, a gravidade das ITRI é maior em
pacientes menores de 6 meses de vida.(5) O tratamento das ITRI depende diretamente
do grau de comprometimento das vias aéreas e do pulméo afetado. A grande maioria dos
pacientes com infecgdo viral de vias aéreas apresentam apenas sinais de
comprometimento de via aérea alta e geralmente ndo necessitam mais do que medicagéo
sintomatica e medidas de higiene nasal, hidratacdo e repouso. No entanto, aqueles
pacientes que apresentam comprometimento de via aérea baixa irdo demandar mais ou
menos cuidado na medida em que as avaliagdes da saturacdo de O2, dos gases arteriais
e dos sinais clinicos indicarem sofrimento ventilatério e exaustdo, que séo sugeridos por
aumento da pressado arterial de CO2, acidose respiratéria e reducdao do esforgo
ventilatério. Uma vez que poucas drogas antivirais sdo usadas no combate a infeccoes
respiratérias comuns, o tratamento da maioria destas infecgbes € sintomatica, a
semelhanga das infec¢des respiratérias do trato respiratorio superior. Nos casos onde a
internacdo é necessaria, a principal medida instituida é o uso de oxigénio suplementar,
que é administrado de vérias formas, dependendo da gravidade e do grau de hipoxemia.
Outras medidas como suplementacao hidrica e correcao dos desequilibrios eletroliticos

sao necessarias em uma parcela menor dos casos. Alguns poucos pacientes necessitam
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de suporte ventilatério mais agressivo, com uso de altas concentragbes de oxigénio,

inalacdo com solugao salina hiperténica(6) e até ventilacado mecanica.(7)

Varios fatores de risco sdo classicamente associados ao aumento da gravidade
das IRTI: pouca idade, baixo peso ao nascer, prematuridade, tabagismo passivo, restricéao
ao aleitamento materno, imunizagdes incompletas, baixo nivel socioeconémico e grande
aglomeragéo.(2, 8) Aléem destes fatores de risco classicos, também vem sendo estudado o
papel da poluicdo ambiental sobre as IRTI. Varios estudos epidemioldégicos mostram um
aumento na incidéncia de infecgbes respiratorias, tanto em ambientes com niveis
constantes de poluicdo(9), quanto em locais sujeitos a picos de poluicdo do ar.(10) Uma
metandlise que incluiu 8 estudos mostrou um aumento de até trés vezes no numero de
infecgbes respiratdrias em criangas expostas a queima de biomassa.(11) Varias hipdteses
sao levantadas para explicar a relacao entre poluicao e infeccao respiratéria: aumento do
estresse oxidativo, reducdo da atividade de macréfagos, reducao da expressdo e
alteracdo da funcao de proteinas surfactantes.(12) Embora o estudo destes fatores de
risco tenham sido estudados mais extensivamente em paises desenvolvidos, varios
destes fatores ocorrem também em paises em desenvolvimento como o Brasil, o que

justifica a busca pela melhor compreensao destas infec¢gdes também em um cenério local.

Alem dos fatores de risco ja conhecidos, varias comorbidades pioram o
prognostico das ITRI, como desnutricdo, doencga cardiovascular, infeccao pelo virus HIV e
infeccdes nosocomiais.(13) Dentre as comorbidades conhecidas, atualmente vem sendo
dada muita atengédo a diminuicdo da resposta imune na infecgéo viral, que parece ser
também determinante do quadro clinico e do grau de severidade da infeccdo. Em 2012,

Garcia et al mostraram uma redugao na concentracao de interferon-y no lavado nasal nas
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criangas infectadas com RSV que apresentavam maior gravidade. Houve também uma
relagdo inversa na concentragdo de citocinas no mesmo aspirado com a gravidade tanto
da infeccdo com RSV quanto com HRV.(14) O mesmo foi verificado quando se avaliou
amostras de sangue para determinar a producdo de citocinas em pacientes infectados
com RSV. Aqueles internados em unidades de tratamento intensivo, portanto mais
graves, apresentavam menores niveis séricos de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interleucina-8 (IL-8) quando comparados a criangas infectadas, mas internadas em

unidades nao-intensivas ou ao grupo controle de criangas higidas.(15)

Além disso, a melhor compreensdao do problema e o estudo dos agentes
etiologicos permitem que se direcionem recursos e esfor¢os para o desenvolvimento de
tecnologias (como vacinas) que reduzam o numero de infecgbes ao ano, reduzindo
morbidade e mortalidade. Atualmente varias vacinas vém sendo estudadas a fim de que
se mostrem suficientemente atenuadas e ao mesmo tempo imunogénicas para que sejam
usadas em larga escala.(2) Até que estas medidas de imunizacdo ativa estejam
largamente disponiveis, o estudo de cada agente etiolégico e seu impacto torna-se

fundamental para o entendimento da doenca.

AGENTES ETIOLOGICOS:

A grande parte das ITRI em criangas € causada por virus. Embora muitas vezes
nao se possa definir com certeza qual agente envolvido, varios estudos no mundo todo
apontam para o maior impacto das infecgdes virais. (1, 16-18) Sabe-se que a relacéo

custo-beneficio dos diagnésticos etioldgicos de infecgbes respiratdrias do trato respiratorio
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superior é bastante desfavoravel a realizacdo de exames complementares. A maioria
destas infecgbes sdo autolimitadas e com taxas relativamente baixas de complicacdes.
Nas IRTI, no entanto, muito tem se investigado acerca dos agentes envolvidos nas
infeccbes, pois nesses casos os desfechos podem ser mais graves e as comorbidades
mais frequentes. Além disso, hd evidéncias que demonstram a redugdo no uso de

medicamentos antimicrobianos ap6s o diagndstico de tipo viral.(19, 20)

Essa deteccao viral é especialmente importante em lactentes pequenos, abaixo de
6 meses, em prematuros ou em pacientes que apresentam outras comorbidades, como
doenca cardiaca de base, por exemplo. Esses pacientes, além de apresentarem maior
risco de comorbidades, em alguns casos apresentam também indicagdo de terapéutica
antiviral especifica, como no caso do Influenza-A, por exemplo, que pode ser tratado com
inibidores da neuraminidase em casos especificos.(21) A deteccao viral também pode ser
importante para planejar o controle das infecgdes nosocomiais. Um artigo recente néo
mostrou aumento na infeccdo viral hospitalar em pacientes mantidos em quarto com
criangas detectadas com outros virus. No entanto, este estudo, embora bem desenhado,
conseguiu recrutar apenas 48 pacientes e a codeteccao viral aconteceu em apenas 11
casos. O hRV, que parece aumentar a gravidade das IRTI, foi isolado em apenas 3 casos,
limitando muito os achados.(22) Estudos classicos mostram que a separagdo dos
pacientes de acordo com o virus respiratério isolado nas vias aéreas reduz a taxa de

infeccbes nosocomiais, justificando, também assim, a realizacao destes estudos. (23, 24)

Além dos impactos evidentes sobre as ITRI, os virus respiratérios sdo também a
principal causa de varias condicdes do trato respiratorio superior, como laringite,

laringotraqueobronquite, bronquiolite e pneumonia, especialmente em criangas menores
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de dois anos de idade.(21) Certas condi¢des clinicas como a presenca de cardiopatia
(25), pneumopatia(25, 26) ou imunodepressao(27, 28) tém sido associadas com maior
gravidade de infecgbes por virus respiratérios comuns, como RSV, parainfluenza,

influenza ou adenovirus.

As coinfecgoes bacterianas por germes atipicos como o Mycoplasma pneumoniae
sdo postulados por alguns autores como sendo um fator de piora no prognéstico e na
gravidade dos casos de ITRI. No entanto, a maioria dos artigos que mostram um
percentual significativo de deteccdo de Mycoplasma incluem pacientes acima de 36
meses de idade.(29, 30) Um estudo realizado no Brasil com 190 criancas, mostrou que a
idade média de criangas infectadas com micoplasma era significativamente mais alta do
gue a idade média das criangas infectadas com outros agentes e essa diferenca era mais
acentuada em criancas abaixo dos 9 meses de idade.(31) Esses dados s&o corroborados
por um estudo de 2000, feito por um grupo de pesquisadores da Holanda que
demonstraram que, quando tomados anos consecutivos, o impacto das infeccbes por
Mycoplasma e Chlamydia pneumoniae em criangas abaixo de 4 anos era muito
pequeno.(32) Como as criangas que fazem quadros respiratérios mais graves sao
aquelas com menos de 2 anos de idade, esses agentes parecem nao ser tdo importantes
para mais andlises nesta revisdo. Ja as infecgbes por Streptococcus pneumoniae
parecem ser mais relevantes. Parece haver uma associagéo entre a deteccao de HRV
nas vias aéreas altas com doenca invasiva pneumocdcica.(33) Do mesmo modo, mais de
40% das criancas detectadas com RSV podem apresentar codeteccao de bactérias como
0 pneumococo, o Haemophilus influenzae e a Moraxella catarrhalis.(34) Essas

associagoes podem ser explicadas por evidéncias que mostram que a infec¢do viral
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quebra barreiras naturais do epitélio respiratério, aumentando a entrada de bactérias.(35)
Além disso, parecem haver alteragdes imunoldgicas que também contribuem para esse
aumento nas coinfecgdes bacterianas. O virus influenza, por exemplo, inibe a resposta
neutrofilica, facilitando a proliferacdo bacteriana.(36) Outro dado importante é que a
coinfeccdo bacteriana ocorre geralmente nos estagios finais da infeccao viral, onde a

resposta imune é mais fraca e o reconhecimento de patégenos é menor.(37)

Os agentes virais mais frequentemente envolvidos e detectados nas IRTI em criancas séo
o RSV, o Metapneumovirus Humano (hMPV), Influenza A e B e Rinovirus Humano

(HRV).(4, 8, 16)

ESTUDOS DE VIROLOGIA

METODOS

O isolamento dos tipos virais nas IRTI fornecem informagbes Uteis ndo sé no
manejo agudo do paciente grave e exposto a comorbidades, mas também a atividades de
planejamento e controle epidemioldgico por parte de gestores da saude. Até hoje, quatro
modos diferentes de investigar a etiologia viral das IRTI foram usadas: a cultura viral,
sorologias, a detecgdo antigénica ou imunofluorescéncia e os testes baseados na
deteccao de &cidos nucleicos virais. Contudo, essa investigagdo é limitada por varios
aspectos. Em primeiro lugar, os modernos métodos de deteccdo viral sdo caros para

execucao em um grande numero de pacientes. A maior parte dos estudos publicados até
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hoje usou métodos mais baratos como a imunofluorescéncia.(38) Em segundo lugar, ha a
limitacdo de reagentes soroldgicos capazes de identificar agentes etiolégicos especificos
ou marcadores como anticorpos que sejam confiaveis e passiveis de serem usados em
larga escala.(38) Por fim, a maioria dos estudos atualmente baseia-se em coleta de
secrecao do trato respiratério para isolamento e detecgdo de DNA e RNA viral. Ocorre
que essa secrecao na maioria das vezes é obtida de lavado ou aspirado nasal simples.
Em alguns poucos casos esse material € obtido de porgdes mais inferiores do trato
respiratorio, mas geralmente esta coleta é limitada a pacientes com comorbidades e que
sao submetidos a procedimentos invasivos como fibrobroncoscopia. Nos casos de coleta
de material de vias aéreas superiores, é praticamente impossivel determinar com razoavel
margem de certeza, se o agente etiol6gico isolado nas vias aéreas superiores € 0 mesmo
que causa doencga no trato respiratério inferior. Embora exista alguma duvida a respeito
do melhor método de coleta da secrecao de vias aéreas, dois deles se destacam na
literatura: o aspirado nasofaringeo e o swab nasal e de garganta. Embora pareca haver
alguma vantagem para o primeiro método, em especial em relagdo a sensibilidade da
deteccao do RSV em pacientes mais graves(39), estudos atuais e consistentes mostram
que nao ha uma marcada superioridade de nenhum dos métodos que seja mais

relevante.(40)

A cultura viral se baseia em infectar linhagens celulares com espécimes obtidos
clinicamente. Tradicionalmente, infectavam-se ovos de galinha embrionados com trés ou
quatro linhagens celulares e aguardava-se o crescimento de novos virus, que geralmente
eram de influenza.(41) O grande inconveniente do método era a demora em apresentar

resultado. Na maior parte dos casos, a cura completa acontecia antes mesmo de o
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resultado ficar disponivel para a equipe assistencial, o que se tornava um limitador para

Seu uso.

A seguir, foram desenvolvidos métodos de sorologia que procuravam identificar
marcadores obtidos no sangue que pudessem indicar a etiologia das ITRI. Métodos como
o teste de inibicdo da hemoaglutinacdo (HAI), teste de fixacdo do complemento e
imunoensaio enzimatico foram propostos, cada um com vantagens e desvantagens que
os levaram a serem mais utilizados do que a cultura celular durante muito tempo. No caso
especifico do virus influenza, o HAI foi capaz até de diferenciar a infecgéo pelos sorotipos
1 e 3.(41) Na década de 1990 com o uso de anticorpos monoclonais, o0 tempo de espera
para obtencao de resultados de testes de sorologia caiu de cerca de 8 dias nos casos de
cultura celular para aproximadamente 2 dias, aumentando entdo a utilidade da detecgéo
viral. Apds esse periodo, a imunofluorescéncia direta de secreg¢édo obtida por swab nasal
ou por aspirado nasal foi por muito tempo o método de escolha para a realizagédo de
testes de identificacao etiolégica, fornecendo resultados em até 3 horas. Atualmente estes
métodos estdo sendo cada vez menos usados, em detrimento das modernas técnicas de

deteccdo molecular.

Os métodos diagnédsticos mais usados atualmente para a deteccdo de virus em
IRTI de criangas sdo a imunofluorescéncia indireta e a detecgao da reagao em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) em criangas. A imunofluorescéncia tem a
vantagem de ser um método mais barato e de mais facil execug¢do, o que o torna mais
utilizado. No entanto, sua sensibilidade em detectar corretamente as criangas infectadas

com virus respiratérios € limitada e inferior & observada com o PCR.(42)
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O PCR é o método atualmente mais aceito para a realizacdo de estudos
epidemiolégicos (de painel viral) atualmente. Também é utilizado para detecgao de virus
em secregdes respiratérias em casos clinicos especificos, embora seu custo o torne
limitado. Atualmente, as técnicas de deteccdo de acidos nucleicos virais tem permitido a
deteccdo simultanea de varios virus respiratérios. Além disso, a sensibilidade destes
exames é maior que os métodos tradicionais de imunofluorescéncia, mudando com isso a
maneira como se pensa a incidéncia destas infecgdes virais. Em paises desenvolvidos, 0s
estudos de painel viral em secrecbes respiratérias de criancas ja sdao bem

conhecidos.(34,43)

DIFICULDADES E LIMITACOES

Diversos estudos sobre etiologia e epidemiologia das infecgbes respiratérias
agudas tém sido publicados, tanto baseados em dados colhidos na comunidade, quanto
em hospitais. No entanto, estes estudos acabam diferindo significativamente em relacéo a
seus resultados, em grande parte devido a limitagdes de ordem metodolégica. Uma das
dificuldades deste tipo de estudo esta na nao uniformizacao dos métodos de andlise do
material coletado. Alguns estudos ainda mostram resultados de imunofluorescéncia
enquanto outros apresentam geralmente maior detecc¢ao viral por serem executados
testes de deteccédo de acidos nucleicos. Outra limitacao destes estudos estd no modo de
recrutamento dos sujeitos de pesquisa: varias faixas de idade diferentes sdo estudadas e
as variaveis estudadas também diferem em muitos casos. Além disso, os estudos de

painel viral diferem também em relagdo aos virus buscados em cada trabalho: em alguns
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locais os pesquisadores optam por economizar custos reduzindo o numero de virus
testados em cada painel. Também a sazonalidade se coloca como empecilho para
investigar mais precisamente a incidéncia viral em ITRI; a cada ano ha variagdes na
incidéncia de um mesmo tipo viral.(2) Além disso, em anos especificos podem ocorrer
surtos que mudam o impacto final de um virus especifico sobre o numero total de ITRI.
Um exemplo disto foi a epidemia de infec¢do respiratéria causada pelo virus Influenza
H1N1 no inverno de 2009. Naquele ano, a mortalidade causada pelo influenza-A nos
Estados do Sul e Sudeste do Brasil passou de cerca de 2,5/100.00 habitantes para quase

5/100.000 habitantes.(44)

Com o aumento da disponibilidade de métodos como PCR para deteccao viral,
outros problemas de interpretacdo acabaram sendo levantados. Embora a deteccao de
virus nas vias aéreas possa chegar a até 95% dos casos de criancas com IRTI, ainda é
dificil estabelecer uma relagao direta de causalidade entre o isolamento do virus na via
aérea e a infeccao.(45) Outro aspecto a ser levado em consideracao nas limitacoes € a
possibilidade de persisténcia de restos virais na via aérea causando resultados falso-
positivos,(46) além da possibilidade de detecgdo viral com PCR em pacientes
assintomaticos, onde o virus nao parece provocar doenca.(47) Além disso, varios virus
apresentam diferentes taxas de persisténcia de restos virais. O RSV, por exemplo,
raramente é isolado em pacientes assintomaticos, deixando poucos e fugazes restos
virais na via aérea. Assim, considera-se que qualquer deteccao de RSV em via aérea
corresponda a infeccao e nao simples deteccdo.(48) Por outro lado, o HBoV parece ter

comportamento distinto, mantendo restos virais na via aérea por muito tempo apos o
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periodo sintomatico. Nesse caso, a quantificacao da carga viral do HBoV é que determina

com mais certeza o diagnéstico de infecgao aguda.(49)

Outro aspecto relevante em relagéo aos estudos de detecgao de virus respiratorios
por PCR ¢ a diferenca entre codetecgao e coinfecgdo. Em varios estudos os termos séao
usados indistintamente, mas ndao sem controvérsia. Em uma definicdo mais rigorosa,
coinfeccao é o concurso de dois ou mais virus causando, cada um, sinais e/ou sintomas
clinicos; na codeteccao, um dos virus causa infecgdo e outro virus é detectado pela
simples presenca de restos virais ou como colonizagdo assintomatica. Uma das
estratégias propostas na literatura para determinar qual o virus é o predominante nas
codetecgdes €, assim como nas detec¢des de HBoV, quantificar a carga viral dos dois ou
mais virus isolados.(45) Infelizmente essa técnica ainda ndo é amplamente utilizada nos

estudos.

Por fim, outro fator que dificulta a interpretacdo dos estudos de painel viral nas
ITRI é a predominancia de estudos que avaliam o impacto dos virus em pacientes
hospitalizados. Evidentemente esses pacientes sdo mais impactados pela doenca, mas é
provavel que a real incidéncia dos virus seja subestimada quando apenas sao testadas

criangas que internam ou que buscam servico médico de referéncia.(50)

Numerosos estudos evidenciam a importancia dos virus como causa de infec¢ao
respiratéria aguda(39, 50-52) e mostram que os virus respiratérios que circulam em
regides tropicais e paises em desenvolvimento sdo os mesmos que circulam em zonas
subtropicais e paises desenvolvidos.(53) No entanto, parece haver variagdes relevantes

mesmo dentro de mesmos paises em relagdo ao percentual de infecgdes causados por
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cada virus.(44, 54) O entendimento destas variagcoes e do perfil epidemiol6gico das IRTI
em um pais é essencial ndo s6 para a auxiliar a tomada de decisdes clinicas mas também
para o planejamento da vigilancia em saude e para os gestores de servicos. Do mesmo
modo, conhecer 0s principais virus causadores de IRTI, sua agressividade e sazonalidade

e seu comportamento quando associado a outro virus também é necessario e relevante.

AGENTES VIRAIS

VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL

O principal agente etioldgico isolado de IRTI € o virus respiratério sincicial humano
(RSV), mais notadamente em criangas menores de um ano de idade.(55) Estima-se que
no ano de 2005, 3,4 milhées de criangas necessitaram de internagcdo hospitalar por ITRI
grave em todo o mundo decorrente de infeccao pelo RSV. Além disso, ocorreram entre 66
e 199 mil ébitos de criancas menores de 5 anos com ITRI por RSV em apenas um ano,
sendo que 99% destes Obitos ocorreram em paises em desenvolvimento, incluindo-se o
Brasil.(2) No entanto, é possivel que estes niumeros estejam subdimensionados, uma vez
que em paises em desenvolvimento (tomados como um grupo) muitas vezes contam com
pouca disponibilidade de recursos para a execugao de testes sensiveis em amostras de
nasofaringe, assim como ha muitas criangas que nem chegam proximo a locais onde ha

recursos de saude para serem atendidas.(56)
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Do ponto de vista molecular, existem dois tipos de RSV: RSV A e RSV B. Ambos
sao virus RNA da familia Paramyxoviridae, sendo o virus RSV A mais grave.(41) A
maioria das criangas aos 3 anos ja foi infectada com pelo menos um dos tipos e as
reinfecgcdes sdo comuns. Tipicamente, a infecgdo comega com sinais e sintomas de vias
aéreas altas, como coriza, espirros e desconforto, podendo evoluir para ITRI com
pneumonia, bronquiolite, sibilancia e desconforto respiratério. No entanto, muitos fatores
diferentes podem ser responséaveis pela gravidade que o paciente ira apresentar. De um
modo geral, diz-se que a chance de uma crianca ser infectada depende de sua idade e
sua exposicao ao agente causador. Ja a gravidade do quadro, ap6s instalada a infecgéo,
depende mais de fatores genéticos e ambientais, como o numero de irmaos, de co-
habitantes, a frequéncia em creches, amamentagao e quantidade de imunoglobulina G no
leite materno(57) e até mesmo fatores genéticos.(58, 59) Em pacientes imunossuprimidos,
cardiopatas e em prematuros, a ITRI causada pelo RSV é mais grave, sendo consenso
atualmente que esses pacientes devem receber profilaxia pré-exposicdo com anticorpo

antimonoclonal (Palivizumab).(60, 61)

Em climas temperados e subtropicais, o0 RSV apresenta sazonalidade bem
definida e esta associado com elevado numero de internacbes durante o periodo
epidémico, que ocorre nos meses de inverno.(50, 54, 55) No Brasil, a distribuicao tipica
do RSV se da entre os meses de margo a agosto, coincidindo com a época de clima mais
temperado no sul do pais e com o aumento da aglomeragéo e reducao da ventilacdo em
locais onde as criangas permanecem.(62) Esse padrdao de distribuicdo entre o final do
outono e o inicio da primavera, com pico de incidéncia nos meses de inverno, pode ser

também observado em paises do hemisfério norte, com ébvia inversdao do periodo do
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ano.(41, 63) E interessante notar que ha um gradiente entre diferentes latitudes na
incidéncia de virus como o RSV e o Influenza: quanto mais alta a latitude, mais tardio

parece ser o pico de incidéncia anual em relacao a temperatura fria no inverno.(63)

RINOVIRUS HUMANO

O HRV é um virus de cadeia unica de RNA, pertencente a familia Picornaviridae.
Tradicionalmente o HRV era considerado o agente responséavel pelo resfriado comum,
onde poucos sinais e sintomas eram considerados relevantes em fungcao da baixa
gravidade que a doenca mostra. No entanto, muitos conceitos em relagdo ao HRV tém
sido mudados apds varios estudos demonstrarem o isolamento do HRV em pacientes
hospitalizados com ITRI grave.(64-66) Um estudo conduzido na Espanha mostrou que o
HRYV foi o segundo virus mais isolado em pacientes internados com ITRI abaixo de 2 anos
de idade,(67) resultados esses que sdo corroborados por outros estudos.(68, 69) Um
estudo envolvendo 592 criangas hospitalizadas com febre e ITRI foi realizado nos Estados
Unidos, mostrando que 26% destas apresentavam HRV em exames de PCR com swabs
de naso e orofaringe. Ao todo, os autores mostraram que o HRV foi responséavel por 5 em

cada 1000 internagOes hospitalares em criangas menores de 5 anos de idade.(64)

Existem mais de 200 sorotipos diferentes de HRV.(41) Os mais estudados sao os
sorotipos do grupo A e B. Mais recentemente, foram descritos subtipos do grupo C, tido
por alguns pesquisadores como mais agressivo.(70) A infeccdo pelo HRV é reconhecida
como a principal causa de exacerbacdes da asma em criangas.(71) Johnston et al.

mostraram que entre 80 a 85% das criangas com sibilancia foram positivas para a
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deteccao de virus respiratério e que na maioria das vezes o agente implicado era o
HRV.(43) Outros autores mostram o papel do HRV como fator de piora da gravidade de
doencga bacteriana invasiva. Peltola e colaboradores demonstraram um aumento no
namero de casos de doencga invasiva por pneumococo nos periodos do ano onde eram
detectados picos de circulagdo de HRV. Os autores ndo mostraram a mesma correlagao
com os picos de incidéncia do RSV, sugerindo assim que o proprio HRV seria o
responsavel pelo aumento do numero de casos de doenga bacteriana invasiva e nao
fatores de confusdo agregados a infeccéo pelo HRV (como o frio, o confinamento e a

aglomeragéo).(72)

Diferentemente do que ocorre com o RSV, a infeccdo pelo HRV ocorre durante
todo o0 ano, com picos mais discretos e sem uma elevagao tdo marcada de sua incidéncia
em nenhuma época. Ele é transmitido por contato com secrecdes respiratérias com auto
inoculagdo nos olhos ou nariz, mas pode também ser transmitido através de goticulas de
secrecao respiratoria sob forma de aerossol.(73) Apds o contagio, os virus replicam-se
primariamente nas células epiteliais da mucosa nasal e a crianga pode permanecer
eliminando virus no ambiente por até 3 semanas. Além da relagéo entre HRV, o resfriado
humano e as ITRI, o HRV tem sido relacionado também a exacerbacdo de asma e
descompensacdo de doenga pulmonar crbnica, a bronquiolite, a sinusite e a otite

média.(74, 75)
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METAPNEUMOVIRUS HUMANO

Um dos virus sobre o qual ha maior curiosidade atualmente é o Metapneumovirus
Humano (hMPV). A primeira descricao do hMPV ocorreu em 2001 por van den Hoogen e
colaboradores.(76) Tao surpreendente quanto a descricdo do "novo" virus, foi o fato de
que os autores realizaram deteccdo viral em 192 amostras coletadas no ano de 1958 e
destas todas foram positivas para hMPV. Assim, os pesquisadores concluiram que néo se
tratava propriamente de um virus "novo", mas sim um virus para o qual os métodos de

detecc¢ao disponiveis ndo tinham sensibilidade até entdo.(76)

O hMPV é um Paramyxovirus, de cadeia unica de RNA. Os achados clinicos do
hMPV sdo muito semelhantes aos do RSV, indo desde coriza associada a quadros de
resfriado comum até tosse, sibilancia, bronquiolite e pneumonia.(77, 78) A taxa de
hospitalizacdo relacionada ao hMPV e as complicagbes secundarias (pneumonia,
insuficiéncia respiratoria, apnéia e bradicardia) sdo mais frequentes em pacientes
prematuros com doenga pulmonar associada a prematuridade,(79) criangas com doenga
cardiaca relevante, doencas neuromusculares e em pacientes maiores com
imunossupressao grave decorrente de transplante.(80) Como a maioria dos virus
respiratérios, os efeitos clinicos do hMPV sdo mais graves nos extremos de idade. Em
adultos, o virus geralmente causa sindrome gripal leve, mas em idosos com precondigées
clinicas como cardiopatias, doenca pulmonar obstrutiva crénica ou imunossupressao, a

infeccao pelo HMPV pode causar uma mortalidade de até 50%.(81)

O periodo de incubacdo é estimado em 3 a 5 dias e o contagio ocorre por

semanas apos o inicio da infeccdo em criangas.(82) A transmissdo, como na maioria dos
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virus respiratorios, ocorre por contato com goticulas de secregcdo ou particulas
aerossolizadas. Também ha registro de contagio nosocomial. Em instituicbes que cuidam
de idosos, a taxa de contagio pode chegar a até 72%.(83) Tipicamente o periodo de
incidéncia do virus hMPV ¢é no final do inverno e inicio da primavera, seguindo a redugao
do numero de infecgbes por RSV.(84) Existe mais de um sorotipo de hMPV, variando sua
incidéncia de ano para ano. Basicamente, estes sorotipos podem ser divididos em duas
linhagens (A e B) e em duas sub-linhagens (A1 e A2, B1 e B2). No entanto, essas
classificagbes parecem ter mais relevancia em relagdo a sazonalidade dos virus do que
em relacao a gravidade dos pacientes infectados. Um estudo conduzido na China mostrou
que, embora o hMPV tenha sido detectado em um grande numero de pacientes, nédo
havia correlagédo entre severidade clinica e subtipo de hMPV.(85) Embora haja descrigcdes
de infecgdes por hMPV em praticamente todas as faixas etérias, a infeccao é mais grave
em pacientes menores de 2 anos e estima-se que aos 5 anos de idade a maioria (92%)
das criangas ja tenha experimentado ao menos um episddio de infecgao de via aérea (alta
ou baixa) pelo hMPV.(86) Um dos estudos mais completos sobre o hMPV foi realizado no
Tennessee, nos Estados Unidos. Neste estudo, os autores analisaram amostras de
secregao respiratoria de 321 criangas que haviam sido atendidas entre os anos de 1976 e
2001 (ano de "descoberta" do hMPV) e que haviam tido resultados negativos para
deteccdo viral para os virus anteriormente conhecidos. Nestas amostras,
aproximadamente 20% dos pacientes apresentavam hMPV. No total de espécimes
coletados, considerando todas as criangcas que haviam sido incluidas no estudo, 12%

apresentavam hMPV nas secregdes respiratérias.(87)
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A incidéncia real de hMPV varia muito entre os estudos publicados. Um dos
maiores estudos publicados, feito na Australia, avaliou durante 4 anos 10.025 espécimes
coletados de nasofaringe e detectou uma incidéncia geral de 7,1%. No entanto, o estudo
nao se limitou a criangas: embora a idade média tenha sido de 8 anos de idade, houve a
inclusao de adultos e até de idosos, o que pode ter reduzido a proporgao real de criangas
infectadas. O mesmo trabalho mostrou uma variacao anual entre os picos de incidéncia
dos virus, uma vez que em 2003 o pico ocorreu mais precocemente entre os meses de
julho e agosto. A exemplo de outros estudos, o trabalho da Australia também nao mostrou
nenhum achado clinico caracteristico ou exclusivo da infeccao pelo hMPV. No entanto, os
autores demonstraram que uma grande proporgao dos pacientes (73%) necessitaram de
hospitalizacdo por complicacdes respiratorias, caracterizando assim a relevancia do
virus.(86) Uma revisdo de Mahony compilou 18 estudos realizados em 10 paises
diferentes e mostrou uma prevaléncia entre 1,5 a 30% de hMPV em pacientes com

ITRI.(41)

No Brasil, em Porto Alegre foi demonstrada uma prevaléncia de 14,5% de hMPV
em criangas com ITRI nos anos de 2007 e 2008.(49) Laham e colaboradores mostraram
que no final do periodo de inverno em Buenos Aires, embora ocorra uma queda no
nuamero total de IRB (em relagdo ao inicio do periodo de frio), o agente viral mais isolado
em vias aéreas de criangas era o hMPV.(84) Esses achados sao compativeis com outros
da literatura que apontam que o hMPV pode ser muitas vezes o segundo virus mais
prevalente nos estudos de painel viral conduzidos com técnicas de deteccao

molecular.(62, 88)
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Por fim, é importante ressaltar a importancia do hMPV como coinfecgao.
Publicagbes vém mostrando uma variagao de 4,8 a 30% de coinfec¢gdes em pacientes
com hMPV isolados nas vias aéreas. Dos virus mais frequentemente isolados, o
bocavirus humano tem sido reportado como o mais frequentemente associado ao

hMPV.(89, 90)

INFLUENZA

O Virus Influenza Humano (IF) € um virus de cadeia unica de RNA, da familia
Orthomyxoviridae. Caracteristicamente o IF é responsavel por uma epidemia anual que
dura entre 3 a 8 semanas, particularmente em locais de clima temperado. Essa epidemia
€ percebida como um aumento nos casos de doenca respiratoria febril de maneira subita,
que ocorre geralmente no outono. Uma revisao sistematica recente de dezembro de 2011,
subsidiado pela organizacdo Mundial da Saude e pela Bill & Melinda Gates Foundation,
avaliou dados publicados entre janeiro de 1995 e outubro de 2010, colhidos em areas que
englobavam aproximadamente 8 milhdes de crian¢as. Nesse estudo, foi estimado que em
2008, 90 milhdes de casos de influenza ocorreram em criangcas menores do que 5 anos
de idade. Dentre essas, 20 milhGes fizeram quadros de ITRI e que dos casos de ITRI
grave, cerca de 7% se deviam a infeccdo pelo Influenza. Foi estimada também
mortalidade de 28 a 111 mil mortes por ano em menores de 5 anos de idade, com 99%

destes débitos ocorrendo em paises em desenvolvimento.(2)

33



CONCLUSAO

A alta morbidade das ITRI virais em pediatria, a escassez de estudos em paises
em desenvolvimento e a grande dificuldade de estudar a epidemiologia dos virus
respiratérios com métodos adequados, fazem com que sejam fundamentais novos
estudos nessa area. Além disso, a distribuicdo de virus recentemente descritos (como o
metapneumovirus humano e o bocavirus humano) ainda néao foi extensivamente estudada
em paises como o Brasil. Tampouco estdo claros os efeitos da associagdo de dois ou
mais virus sobre a gravidade do quadro clinico, sendo poucos os estudos que avaliam

adequadamente o papel das codetec¢des virais.

O objetivo deste estudo € descrever o padrdo de distribuicdo e a incidéncia de
virus respiratérios causadores de ITRI em criancas durante uma temporada de margo a
novembro no sul do Brasil. Além disso, procura-se identificar o papel de cada virus
(individualmente e em codetecgdes) na determinagdo de maior ou menor gravidade

clinica em criancgas.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS

e Conhecer a prevaléncia dos virus respiratérios em criangas menores de 3

anos de idade ao longo de uma temporada;

e Descrever o impacto de cada um dos virus sobre a gravidade da IRTI;

e Descrever o impacto da codeteccao sobre a gravidade das ITRI.
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METODOS
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POPULACAO

Criangas entre 1 e 36 meses de vida, admitidas no hospital por IRTI, eram
consideradas inicialmente para inclusdo no estudo. O estudo foi realizado no
Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catélica de Porto Alegre/RS, um
hospital terciario, de ensino, e que atende, na grande maioria, pacientes oriundos
do Sistema Unico de Saude. O periodo escolhido para o recrutamento
correspondia aquele de maior prevaléncia de IRTI no sul do Brasil,(75) indo de
abril a novembro, no ano de 2007. As criancas deveriam apresentar sinais ou
sintomas ha menos de 5 dias da data da hospitalizacdo. As admissbes em
qualquer setor do hospital foram consideradas inicialmente para fins de
recrutamento, incluindo unidade de tratamento intensivo e cuidados
intermediarios. Para isso, foi feita uma busca ativa em todos os setores do hospital

diariamente, incluindo finais de semana e feriados.

DEFINICOES

Infeccao do trato respiratério inferior foi definida pela presenca de sinais e
sintomas de infeccao respiratéria aguda (tosse, coriza, hiperemia de orofaringe,
com ou sem febre), associados a sinais de vias aéreas inferiores (taquipneia,
tiragem, aumento do tempo expiratério, estertores ou sibilos na ausculta). A

taquipneia foi definida de acordo com os critérios da Organizagdo Mundial da
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Saude: até dois meses de vida, frequéncia respiratoria (FR)< 60 respiragdes por

minuto; de 2 a 12 meses, FR > 50; acima de 12 meses, FR > 40.(91)

Os desfechos de gravidade foram o tempo de internacao em dias e o tempo
de uso de oxigénio suplementar. O oxigénio era retirado obedecendo-se a
protocolo assistencial do hospital, quando a oximetria de pulso fosse maior do que

94% com a crianga em ar ambiente por pelo menos 6 horas.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas criancas com doenca neuromuscular ou imunodeficiéncia
conhecida, doenca cardiopulmonar prévia ou anomalias congénitas. Também
foram excluidas criangas que apresentavam hospitalizacdo prévia por IRTI nos
ultimos 30 dias pela possibilidade de persisténcia viral ou de restos virais nas vias

aéreas.

As infecgdes bacterianas foram excluidas com base na clinica do paciente
ou de acordo com resultados de radiogramas de térax. Esses exames de imagem
foram solicitados a critério da equipe assistencial para um subgrupo de pacientes
com potencial infeccdo bacteriana ou comorbidades além da IRTI. Os radiogramas
ndao foram solicitados a todos os participantes do estudo para minimizar

exposigdes desnecessérias a radiacao.
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CALCULO DE TAMANHO AMOSTAL

Foram usados artigos previamente publicados para estimar o tamanho
desejavel de amostra. (87, 92) Foi estimado que o numero de 200 casos seria 0

suficiente para as analises propostas.

COLETA DE DADOS

Nas primeiras 24 horas de hospitalizagdo os pais ou responsaveis eram
abordados pela equipe. Em seguida, era verbalmente explicado o teor do estudo,
lido e coletado assinatura no termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 2)
e aplicado questiondrio ao responsavel pela criangca com dados demograficos e do
passado médico (anexo 4). Dados referentes ao estado clinico no momento da
admissao, sinais vitais e sinais de desconforto ventilatério foram obtidos junto aos
prontuarios médicos. Informacdes acerca do uso de medicagdes, evolucdo clinica
até a alta hospitalar, uso de oxigénio suplementar e duracdo da internacédo foram

avaliados prospectivamente usando questionario especifico (anexo 5).

PROCEDIMENTOS
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As amostras de secregdo respiratoria eram coletadas com técnica de
aspirado nasal inicialmente em trés amostras, usando coletor estéril acoplado a
vacuo, sempre nas primeiras 48 horas desde a admissdo do paciente. As
amostras eram entdo identificadas e imediatamente divididas em aliquotas
incluindo uma delas em fixador TRIzol®, e armazenadas a -80°C, até envio ao
Laboratorio de Patologia Viral da Escola de Medicina da Universidade de S&o

Paulo em Ribeirao Preto/SP.

DETECGCAO VIRAL COM RT-PCR

Para o isolamento de RNA dos aspirados nasais, eram extraidos 250 ul da
secrecao de acordo com o protocolo do fabricante (Invitrogen, Carlsbard, Estados
Unidos da América). O DNA era extraido de uma amostra de 200ul de aspirado
nasal usando kit de purificagdo Wizard Genomic DNA®, também de acordo com
protocolo do fabricante (Promega, Madison, EUA). A detecgédo dos virus foi feita
através de PCR Real-Time, usando o sistema Tagman® (Applied Biosystems, New
Jersy, EUA), com primers e sondas especificas em um termociclador (7300 Real
Time PCR System®- Applied Biosystems). RT-PCR para o gene celular B-actina

também foi realizado para controle de qualidade.

Para os virus com um genoma de RNA (ou seja, hRV, Influenza virus-A

[FLUAV], parainfluenza humano [HPIV], RSV, hMPV e coronavirus
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humano[HCoV]), a transcricioem cDNA foi realizada com a transcriptase
reversa(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit®, Applied Biosystems),
utilizando 1 pyg do RNA extraido, de acordo com o protocolo do fabricante. As
amplificacdes foram realizadas com 45 ciclos de desnaturacao a 95°C durante 15
segundos e extensdo-reanelamento a 60°C durante um minuto, exceto para o
hMPV, para quem o anelamento foi realizado a 55°C durante 30 segundos,e a

extensao a 60°C durante um minuto. (anexo 3)

ANALISE ESTATISTICA

Os dados demograficos foram representados como média ou mediana e
suas variagoes de acordo com a sua distribuicdo. Caracteristicas entre os grupos
foram comparados, de acordo com a variavel, utilizando teste-t pareado, teste de

Mann - Whitney, qui-quadrado ou teste exato de Fisher.

Modelos lineares generalizados (Tweedie) foram utilizados para analisar as
relagdes entre principais resultados (tempo de permanéncia no hospitale tempo de
uso de oxigénio suplementar) e as variaveis preditoras (deteccdo de virus
[sim/n&o], sexo, idade, prematuridade [<37 semanas de gestacao], tabagismo
materno durante a gravidez, asma na familia). Todas as variaveis com
significancia de p <0,15 foram consideradas no modelo uni variado e aquelas com

significAncia de p<0,05 foram consideradas relevantes na analise multivariada.
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Todas as analises foram realizadas utilizando o software SPSS v.18 (SPSS Inc.,

Chicago, IL).

ETICA

Este estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa na Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul sob o numero 06/03467 e na
Universidade de Sao Paulo sob o numero 4856/2004. Todos os pais ou
responsaveis pelos pacientes tiveram termo de consentimento livre e esclarecido

lido e explicado e aprovaram por escrito a realizagdo das coletas.
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RESULTADOS

Inicialmente 317 episédios de IRTI foram recrutados no estudo.
Destes, 260 prosseguiram até a fase de coleta de dados e de secrecao
respiratéria. Houve 5 pacientes com quadro sugestivo de pneumonia bacteriana,
confirmados por radiograma de térax. Trés pacientes tiveram dados incompletos e
5 haviam estado hospitalizados ha menos de 30 dias antes da internagéo atual da
inclusdo no estudo. Outros 44 pacientes tiveram problemas com as amostras de
secrecdao nasal que inviabilizaram a analise laboratorial. As perdas estédo

sumarizadas na figura abaixo.

RESULTADOS - Recrutamento
5 re-hospitalizaces em

317 EPISODIOS
menos de 30 dias
5 pneumonias
bacterianas
44 com amostras

inadequadas

3 com dados incompletos

260 episodios incluidos

Figura 1: Numero de pacientes recrutados e perdas do estudo

45



Analises radiolégicas com radiogramas de térax foram solicitadas a critério
da equipe assistencial para parte dos pacientes incluidos. Os exames foram
avaliados de acordo com classificagao simplificada em: “normal”, “pneumonia” ou
“outro infiltrado”. Ao todo, 104 radiogramas foram realizados, com 5 pacientes

apresentando imagens compativeis com pneumonia, 32 normais e 67 com

infiltrado.

Ao todo 222 episédios (85,1% do total) de IRTI tiveram ao menos um virus
isolado através do RT-PCR na secrecdo respiratéria. A sazonalidade geral da

deteccao dos virus esta mostrada na figura 2.

120

100

80

60

Virus detectados

40

20

Figura 2: Sazonalidade geral da deteccao de virus
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Quanto aos tratamentos instituidos durante a internacdo, poucos pacientes
demandaram suporte respiratério intensivo como ventilagdo mecanica (12/260) ou
mesmo internacdo em unidade de tratamento intensivo (16/260). No entanto,
92,3% (240/260) necessitaram de suporte de oxigénio suplementar. Alguns dos

aspectos do tratamento instituido estdo sumarizados na tabela 1.

Tabela 1: Tratamentos instituidos durante a internacao hospitalar

Variavel m % do total

Oxigénio suplementar 240 92,3
Internagao em UTI 16 6,1

Ventilagcdo mecanica 12 4,6
Uso de broncodilatador no hospital 196 75,4
Antibiotico oral na alta 55 21,1
Antibiético parenteral 23 8,8

Embora poucos pacientes tenham recebido antibiético parenteral durante a
internacdo, mais de 20% do total recebeu algum tipo de antibiético na alta
hospitalar. A grande maioria dos pacientes recebeu broncodilatador durante a

internacéao.

Os principais achados do estudo estdao apresentados no anexo 1.
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CONCLUSOES

O Virus Sincicial Respiratério (RSV) é o mais prevalente nas infec¢des do
trato respiratério inferior de criangas internadas por IRTI no sul do Brasil, o
que confirma varios outros estudos. No entanto, é bastante relevante a
incidéncia de outros virus respiratérios, particularmente o rinovirus, o
metapneumovirus humano (hMPV) e o Bocavirus humano (hBoV). E
importante que estes dois ultimos virus sejam também considerados no
raciocinio clinico de quem atende criancas com IRTI, uma vez que foram
descritos h4 menos tempo e ainda ha poucos estudos em populagbes de

paises menos desenvolvidos.

Pacientes com HRV detectado na secregdo respiratéria parecem
apresentar mais gravidade do que aqueles infectados por outros virus. A
codeteccgao deste virus com o RSV implicou em um aumento no tempo de
uso de oxigénio e no numero de dias de hospitalizagdo em relagédo a

pacientes com um s virus detectado ou mesmo apenas com RSV.

E bastante alta a taxa de detecgdo viral em pacientes até 36 meses de
vida, com IRTI internados em hospital, assim como € alta também a taxa de

codetecgéo viral.
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PERSPECTIVAS

Varias sdo as perspectivas na investigacao das IRTI tendo em vista os achados
deste estudo. O primeiro aspecto, talvez mais imediato e necessario, € a disseminagéo
entre as equipes assistenciais dos dados epidemioldgicos dos virus causadores de IRTI.
Varios virus ainda sdo desconhecidos por grande parte dos clinicos e ha estudos que
mostram uma redugdo na prescricdo de antibiéticos para IRTI de criangas hospitalizadas
quando ha a deteccao positiva de virus respiratérios (93), inclusive no Brasil.(94) Assim,
pode-se especular o impacto assistencial positivo que teria um maior grau de suspeita

acerca de etiologia viral de IRTI de criangas.

Outro aspecto a ser estudado é o efeito clinico decorrente de diferentes gendtipos
virais, particularmente do HRV. Alguns autores sugerem que parece haver aumento da
gravidade dos casos de IRTI em pacientes infectados pelo subtipo C do HRV.(69, 70)
Embora a ocorréncia deste subtipo seja bastante sazonal, a necessidade de
caracterizacao clinica destes subtipos é reforcada pelo presente estudo. Se por um lado o
aumento da gravidade nas codetec¢coes HRV/RSV demonstrada nesse estudo parece ser
corroborada por outros estudos, por outro lado ha ainda que se esclarecerem o0s
mecanismos que levam a piora clinica. O aumento no numero de pacientes em um futuro
estudo poderia fornecer mais dados relevantes, assim como outros delineamentos
poderiam ser particularmente Uteis em relacdo a desfechos mais raros, como mortalidade

e uso de ventilacdo mecanica, por exemplo.
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Também parece importante a realizacao de estudos que potencialmente reforcem
nossos achados usando grupos-controle, assim como métodos de detecgao de agentes
bacterianos. Por fim, como perspectiva relevante, deve-se trabalhar na viabilizagdo dos
testes diagndsticos para virus respiratérios para uso em cenarios clinicos como
emergéncias, enfermarias e unidades intensivas de paises em desenvolvimento. Essa
necessidade nao é depreendida apenas pelo presente estudo, mas é consideravelmente
reforcada pelos achados aqui descritos. Os testes idealmente precisam ser mais faceis de
serem executados, mais baratos (permitindo seu uso em cenarios de recursos escassos,
como muitas unidades do Sistema Unico de Salde Brasileiro), e, por fim, também mais

rapidos, para que tenham seu impacto clinico maximizado.
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Anexo 1- Artigo publicado no peridédico BMC Infectious Diseases
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Abstract

Background: Lower respiratory tract infection (LRTI) is a major cause of pediatric morbidity and mornality, espedially
among non-affluent communities, In this study we determine the impact of respiratory viruses and how viral
co-detections/infections can affect clinical LRTI severity in children in a hospital setting.

Methods: Patients younger than 3 years of age admitted to a tertiary hospital in Brazil during the months of high
prevalence of respiratory viruses had samples collected from nasopharyngeal aspiration. These samples were tested
for 13 different respiratory viruses through real-time PCR (rt-PCR). Patients were followed during hospitalization, and
clinical data and population characteristics were collected during that period and at discharge to evaluate severity
markers, especially length of hospital stay and oxygen use, Univariate regression analyses identified potential risk
factors and multivariate logistic regressions were used to determine the impact of specific viral detections as well as
viral co-detections in relation to clinical outcomes.

Results: We analyzed 260 episodes of LRTI with a viral detection rate of 85% (n = 222). Co-detection was observed
in 65% of all virus-positive episodes. The most prevalent virus was Respiratory Syncytial Virus (RSV) (54%), followed
by Human Metapneumovirus (hMPV) (32%) and Human Rhinovirus (HRV) (21%), In the multivariate models, infants
with co-detection of HRV + RSV stayed 4.5 extra days (p = 0.004), when compared to infants without the co-
detection. The same trends were observed for the outcome of days of supplemental oxygen use.

Conclusions: Although RSV remains as the main cause of LRTI in infants our study indicates an increase in the
length of hospitl stay and oxygen use in infants with HRV detected by RT-PCR compared to those without HRY.
Moreover, one can speculate that when HRV is detected simultaneously with RSY there is an additive effect that
may be reflected in more severe clinical outcome. Also, our study identified a significant number of children
infected by recently identified viruses, such as hMPV and Human Bocavirus (HBov), and this is 2 novel finding for
poor communities from developing countries.
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Background

Lower respiratory tract infections (LRTI) represent an im-
portant public health burden in the first years of life
accounting for approximately one fifth of all deaths in
children below five years of age, especially in developing
countries [1]. The specific role of newly identified viruses
on LRTIs, like Human Metapneumovirus (hMPV), has
been studied in recent years [2]. However, its impact
among non-affluent populations has been scarcely evalu-
ated. In such locales, infants with respiratory syncytial
virus (RSV)-associated LRTIs present a three times greater
risk of a fatal event, when compared to their peers in
developed countries [3].

Although RSV is well recognized as the main agent
associated with severe LRTIs, recent data indicate that
other viruses may play a significant role in these clinical
outcomes. Human rhinovirus (HRV) seems to be of par-
ticular interest, as the most prevalent virus in respiratory
illnesses even in the first years of life [4,5], being asso-
ciated with severe acute bronchiolitis, especially among
children of atopic parents [6]. Moreover, a recent study
showed that, in a population of preterm infants, HRV
was the most prevalent agent associated with severe
bronchiolitis [7]. Also of interest is the fact that wheeze-
related HRV infection in the first year of life is asso-
ciated with an increased risk for developing asthma later
in life [8], and that this effect was greater than the
observed in relation to RSV [9].

The impact on severity of early life respiratory infec-
tions may be also affected by viral co-detections diag-
nosed through sensitive PCR analyses. Some studies
have shown a positive association between wviral co-
detection and worse clinical outcomes [10,11], while
others have failed to show results in the same direction
[12-14].

The aims of our study were to determine the current
impact of newly identified viruses on the severity of
LRTI in infants seen in the emergency room and
pediatric wards from a tertiary hospital in a developing
country, and how specific viruses alone or in co-

detections increased the degree of clinical severity of
disease.

Methods

Subjects and study design

Infants and toddlers younger than three years of age,
with a diagnosis of LRTI, admitted to the emergency
room (ER) or pediatric wards of a tertiary hospital in
Porto Alegre, southern Brazil, were recruited for this
study, during the months of greatest prevalence for
acute pediatric respiratory viral illnesses (ie., from April
to November) in 2007 [4,15]. The great majority of
patients seen in this particular setting come from low-
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income families, with health coverage provided by the
Brazilian free-access public health system.

LRTI was defined by the presence of signs and symp-
toms of an acute respiratory infection (cough, nasal dis-
charge, oropharyngeal hyperemia, with or without fever),
and lower respiratory signs (tachypnea, retractions, pro-
longed expiratory time, or crackles/wheezing on auscul-
tation). Chest radiographs were taken only at medical
assistant discretion, to avoid unnecessary X-ray expos-
ure, and thus were not used for diagnostic purposes.
Children who were admitted in the ER with signs and
symptoms of a LRTI for at least 6 hours were considered
eligible, once symptoms had started within the previous
5 days. Patients with other co-morbidities such as neuro-
muscular diseases, previous cardiopulmonary disorders,
immunodeficiencies, or important congenital anomalies
were excluded. We also excluded patients with a
hospitalization due to LRTI in the previous 30 days. Bac-
terial pneumonia was excluded by clinical presentation
and chest X-rays findings.

Within the first 24 hours of hospitalization, medical
information was collected from parents or guardians
through a standardized questionnaire., Data regarding
clinical conditions at admission, vital signs, and signs of
respiratory distress were obtained from the medical
charts. Information on use of medications, clinical
course of the disease until discharge, use of supplemen-
tal oxygen, and length of hospital stay were prospectively
collected. These two latter variables were used as the
main clinical outcomes, serving as surrogates for clinical
severity. Supplemental oxygen was withdrawn when
pulse oximetry was equal or greater than 94% in room
air for at least 6 hours, as this is the standard clinical
procedure in the hospital. Sample size was estimated
based on few previous similar studies, since data analyz-
ing the association between viral co-detection and our

main outcomes was scarce at the time this project was
planned [16-18].

Nasopharyngeal sample collection

Nasopharyngeal aspiration with a standardized tech-
nique using vacuum and a sterile collector were per-
formed in all children within the first 48 hours of
admission. Samples were immediately split into aliquots,
including one in TRIzol®, and stored at —-80°C, until
shipment to the Laboratory of Viral Pathogenesis, at the
University of Sdo Paulo School of Medicine, Ribeirdo
Preto.

Viral detection by individual real-time RT-PCR

To isolate RNA from nasal aspirates, 250 pL were
extracted according to the manufacturer’s protocol
(Invitrogen, Carlsbard, USA). DNA was extracted from
a sample of 200 pL of nasal aspirate using the Wizard
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Genomic DNA® purification kit, following manufac-
turer’s instructions (Promega, Madison, USA). The de-
tection of viruses was done by Real Time PCR, using
the Tagman System™ (Applied Biosystems, New Jersey,
USA), with specific primers and probes in a thermal cycler
{7300 Real Time PCR system™ - Applied Biosystems). Real
Time PCR reactions for cellular gene (p-actin) were also
performed for intemal quality control.

For viruses with a RNA genome (ie, HRV, Influenza
Virus-A [FLUAV], human parainfluenza virus [HPIV],
RSV, hMPV and human coronavirus [HCoV]), the tran-
scription into cDNA was done with reverse transcriptase
(high capacity ¢DNA reverse transcription kit™, Applied
Biosystems), using 1 pg from the extracted RNA, accord-
ing to the manufacturers’ protocol. The qPCR assays were
performed using 3 pL of the DNA extraction or cDNA
(approximately 150 ng), 0.33 pmoles for prmers, 0.17
pmoles for probes and 7.5 pil. of master mix of TagMan”
(Applied Biosystems). Amplifications were performed with
45 cycles of denaturation at 95°C for 15 seconds and
annealing-extension at 60°C for one minute, except for
hMPYV, when annealing was done at 55°C for 30 seconds,
and extension at 60°C for one minute.

Statistical analysis

Demographics were summarized as mean or median and
range according to their distribution. Characteristics
among groups were compared, accordingly, using two-
sample t-test, Mann—-Whitney, Chi-square or Fisher’s
exact test.

Generalized linear models (Tweedie model with Iden-
tity link function) were used to analyze the relationships
between main outcomes (length of stay in the hospital
and time in use of supplemental oxygen) and the pre-
dictor variables (virus detection [yes/no], sex, age, pre-
maturity (Le. <37 weeks of gestation), maternal smoking
during pregnancy, family asthma). All variables with a
significance of p < 0.15 were considered in the univariate
models and those with significance of p<0.05 in the
multivariate analysis. All analyses were performed using
SPSS v.18 (SPSS Inc, Chicago, IL).

This study was approved by the local Institutional
Ethics Committees (06/03467 - Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul and 4856/2004 — Univer-
sidade de Sdo Paulo). Parents or legal guardians read
and signed an informed consent approved for this study.

Results

Two hundred and sixty patients were enrolled in the
study. Characteristics of the patients recruited are pre-
sented in Table 1. In the whole sample there were more
boys than girls, almost half of children were younger
than six months, 24% of all children were born prema-
ture, 29% had been exposed to tobacco during gestation,
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Table 1 Characteristics and outcomes of the population
included in the study (260 children)

Sex, fernale, n (%) 103 (40)
Age, months, median (rangs) 5 (1-35)
Age, <6 months, n (%) 128 (49)
Maternal smoking during pregrancy, n (%) 74 29)
Prematurity, n (%) 62 (24)
Family history of asthma®, n (%) 149 (58)
LOS™, days, median (range) 4 (2-8)
Use of oxygen, days, median (range) 3 (1-8)

" LOS: length of hospital stay; * for parents and/or siblings.

and more than a half had a family history of asthma
(parents or siblings). Overall, median hospital length was
6 days and median supplemental oxygen requirement
was 5 days.

The presence of viruses was detected by PCR in 222
(85%) of all LRTI episodes. Co-detection was present in
146/260 (56%). The frequencies of viral detection and
co-detection are shown in Table 2. The most common
single infection was related to RSV (54%), followed by
hMPV (32%), and HRV (21%).

During the surveyed time RSV has shown an incidence
peak in the beginning of the cold season (ie. from april
to November) in the southern hemisphere, followed in
late winter by peaks of hMPV, HRV, and HBov (Figure 1).
Other viruses such as HPIV and Human Adenovirus

Table 2 Viral detection by RT-PCR, among 260 children

Overall prevalence of viruses n (%)
Mo virus deteced 38 (14.1)
RSV 139 (53.5)
hPY 84 (323)
HRV 54 (20.8)
HBov 27 (104)
Influenza (A or B) 33 {1279
Para-influenza (1 or 2 17 (65)
Adenavirus 17 (6.5)
Corenavirus 3(1.2)
Co-datections 1 (34)
REW = HRY 22 (85)
RSV + HMPV 37 (143
RSY + Others® 36 (10.0)
HRV + Others*® 20112
HMPV + Others*** 16 (6.1)
HMPV + Others*** 16 (61)

R5W: Respiratory sincytial virus; HMPY: Human metapneumonirus; HRV:
Human rhinovirus,

* Bocavirus + influenza A or B,

= HMPY + influenza A or B

% Bocawirus 4+ Influenza A or B,
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Figure 1 Monthly numbers of samples positive for the different viruses from the subjects studied.

(HAdv) showed low but constant rates throughout the
season.

In the univariate analyses, length of hospital stay and
need of supplemental oxygen were significantly asso-
ciated with age (<6 months), maternal smoking during
pregnancy and with family history of asthma (parents
and/or siblings) (Table 3). Infants younger than 6 months
of age stayed in hospital 3.8 days longer than older
infants (p <0.001), and those with a family history of
asthma stayed 2.4 days longer than those without a fam-
ily history of asthma (p < 001). Also, infants 6 months of
age or younger needed supplemental oxygen for an extra
3.8 days, when compared to older infants/children. A
similar finding was observed for children with a family
history of asthma, who required 2.4 extra days of oxygen
compared to those without the family history of asthma
(Table 3). Other risk factors, such as breastfeeding, in-
door smoking, current parental smoking, siblings, and
overcrowding were not significantly associated with nei-
ther of the main outcomes.

Infants with positive PCR for HRV alone as well as
those co-detected with RSV and HRV also had signifi-
cantly longer hospital stays (3.2 days, p=0.001; and
5.5 days, p=0.002, respectively) than those with other
detected viruses. Extended time in use of supplemental

oxygen was also associated with HRV (2.8 days, p=
0.002) and RSV (3.7 days, p=0.013), but also with Influ-
enza virus A or B (2.2 days, p=0.042), when compared
to those with other viruses in single or in co-detection.
Infants with HRV-LRTIs stayed an extra 2.2 days in hos-
pital (p=0.011), for a total of 7.7 (95% CI: 6.1-9.3) days
when compared to those with other infections, after adjust-
ing for potential confounding variables (Table 4). Table 5
shows that infants with combined HRV and RSV positive
PCR in the same samples stayed 4.5 extra days (p = 0.004)
than those without HRV and RSV in these adjusted models
(that included sex, age <6 versus >6 months, prematurity,
family history of asthma and matemal smoking during
pregnancy), (95% CI: 7.0-13.0) days. Time in use of supple-
mental oxygen followed the same association trends.
Infants with proven RSV infections needed 4.75 (95% CI:
3.97-5.53) extra days of oxygen, while those with HRV used
supplemental oxygen for 14 extra days, and those with
RSV and HRV co-detection for 2.2 days, when compared
to infants presenting positive PCRs for other viruses alone
or in combinations. Figure 2 illustrates the association be-
tween HRV and RSV + HRV co-detection with increased
length of hospital stay and oxygen use, and this effect is es-
pecially significant for infants younger than 6 months of
age. Influenza viruses were not associated with longer use

Table 3 Univariate analyses of risk factors for length of hospital stay and days with supplemental oxygen (n = 260)

Length of hospital stay

Days with supplemental oxygen

p* (95% CI) p p* (95% CI) p
Sex, fernale 04 (08-17) 0.553 05 06 -17) 0372
Age, <6 months 318 (27-5) <0001 EF:] (28-49 <0001
Prematurity 04 (-18-1%) 0570 04 Fo-17 0605
Maternal smoking durng pregnancy 12 (0.2 - 26) 0.106 13 002 -27) 0.054
Farnily Hx asthma 24 (1.2- 36) <0.001 24 (13-35 <0001

He: history; * number of extra days, compared to negathve counterparts.
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Table 4 Multivariate analysis for length of hospital stay (dependent variable), and HRV adjusting other risk factors

Yes No
Mean (95% C1) Mean (95% C1) e %0 k
HRV 77 (61-93) 55 47-62) 22 (05-39) 00
Sex (female) 68 (56 - 80) 63 (54-73) 04 (0.6 - 1.5) 0419
Age <6 months 82 (70-93) 50 (39-60) 32 (20-43) <0.001
Family Hx of asthma 72 (62-82) 60 (48-7.1) 12 (01-23) 0035
Prematurity 67 (54-79) 65 (55-74) 02 (14-10 0.749
Maternal smoking 68 (56-82) 63 (53-72) 06 06-18) 0.354

Hx: history; * number of extra days in hospital, compared to negative counterparts.

of supplemental oxygen when controlling for the demo-
graphic variables.

Discussion

Owur results suggest that infants with severe LRTI and
positive PCR for HRV, alone or in co-detection with
RSV, stayed hospitalized longer periods and utilized
more supplemental oxygen, when compared to children
infected by other viruses, including those with RSV-
alone. Our data also reinforce previous findings that
identified RSV as the major agent associated with severe
LRTIs among children in a hospital setting, in popula-
tions of low socio-economic status, where other environ-
mental and social variables potentially play a role
[16,17]. Infants younger than six months and those with
a family history of asthma/recurrent wheeze are also at
greater risk for disease severity.

RSV was the most frequently detected virus, account-
ing for a high burden of LRTIs in our population. Al-
though it is not possible to establish an unequivocal
correlation between LRTIs and upper airway viral detec-
tion, the finding of RSV in over 50% of hospitalized chil-
dren in our study strongly suggests that its impact is still
indeed very high in this region, regardless of the pres-
ence of newly identified viruses. These results are in ac-
cordance with recently published studies in Brazil, which
also identified RSV as the main agent responsible for se-
vere LRTI, especially in a hospital setting. Nascimento
and coworkers have shown an overall viral detection rate

of 93% from nasopharyngeal samples in a small group of
children below 2 years of age, and reported RSV as the
most prevalent virus (63.6%) [19]. Another study aiming
to investigate the role of HBov and hMPV in LRTIs in
southern Brazil also showed similar results (at least one
positive virus in 90% of the samples and RSV positive in
49.3%) [20]. The high detection rate of RSV in children
with LRTI in a hospital setting such as ours is consistent
with most studies worldwide and the burden due to viral
respiratory disease seems as high in these locales as they
are in more developed countries. A recent analysis of
children admitted into the hospital due to acute bron-
chiolitis in Texas, USA, has shown a steady increase in
admissions over a 5-year period and this has been cred-
ited mostly to RSV [21]. This increasing role for severe
viral LRTIs, observed also in other studies, is probably
explained by a series of complex environmental and so-
cial changes that seem to affect how viruses spread in
communities.

Some studies have reported different clinical outcomes
for specific viruses causing LRTIs, especially in the pres-
ence of co-detections, such as with RSV and HBov
[22,23], while others did not reproduce such findings
[17,24,25] and these associations remain unclear. A lack
of association between an overall finding of any viral co-
detection and LRTI severity was reported in studies per-
formed in non-affluent countries [2,12,26], as well as in
developed countries [13,14]. In our study, patients
detected with HRV alone and RSV +HRV presented

Table 5 Multivariate analysis for length of hospital stay (dependent variable) and HRV + RSV (co-detection), adjusting

for other risk factors

Yes No B P
Mean (95% CI) Mean (95% ClI) AN ED
RSV +HRV 100 (70-13.0) 5.5 (48 -63) 45 (14-7.5) 0.004
Age, <6 months 94 (77-111) 6.1 46-77) 33 (22 -45) <0001
Sex (fermale) 79 6.2 - 96) 76 (60 -92) 03 (-07-14) 0517
Family Hx of asthma 83 6.7 - 99 72 (55-89) 14 (004-22) 0043
Prematurity 7.8 6.1-95) 77 (6.1 -94) -0.04 (-12-12) 0.952
Maternal smoking 8.1 63-99) 74 (59-89) 0.7 (-05-20 0243

Hx: History; * number of extra days in hospital, compared to negative counterparts.
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Figure 2 Comparison of RSV, HRV and RSV plus HRV in regards to: (A} length of hospital stay and (B) days of supplemental oxygen
use. Black cirdes: group of infants < 6 months of age; white circles: group of infants > months of age. The groups of HRY and RSV +HRY were
dgnificantly different (p < 0.05), when compared by age. Values expressed as mean + SO of days,

increased length of hospitalization and increased time of
supplemental oxygen use. Papadopoulos et al. has shown
a five-fold increase in clinical severity in infants with
acute bronchiolitis due to HRV, compared to those
infected only with RSV. Compared to those with positive
RSV samples without HRV co-detection, infants with
HRV were older, had lower birth weights and were hos-
pitalized earlier [16]. Some explanations for apparently
contradictory findings in a myriad of studies could be
attributed to the lack of uniform criteria for subject in-
clusion and standardized statistical analysis [14]. Other
plausible explanations are the natural variation in HRV
prevalence in different seasons and possible variations in
the prevalence of type C HRV. This agent is associated

with more severe disease and was already described as a

major cause of LRTI in infants from non-affluent coun-
tries [27,28]. Unfortunately, in our study, we were not
able to determine the prevalence of HRV subtypes, and
this stands as an interesting subject for further research.

The association of HRV (alone or with RSV) with
LRTI severity and atopy has not been widely studied.
The relationship between persistent wheezing at 3 years
and at 6 years versus relevant HRV infection in early life
is well established [9,29], but there are few studies look-
ing at these relationships in the first year of life. A recent
study suggests that the relationship between HRV in
early life LRTI and subsequent recurrent wheeze/asthma
is dependent on allergic sensitization, which seems to
precede the viral insult in a causal model [30]. This asso-
ciation we have found between HRV with increased
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severity (using the surrogates of length of hospital stay
and days in supplemental oxygen) is a major finding.
Hence, the association between HRV infection, increased
severity and atopy remains to be better clarified.

It has already been shown that HRV is able to reduce
cell proliferation and decreases the self-repair capacity of
bronchial epithelial cells [31]. Therefore, our data may
suggest that in certain subsets of patients the burden of
HRV in acute LRTI should be considered distinct from
that of other viruses. Another plausible explanation for
our findings could be the possibility of HRV persistence
in the airways leading to an “over detection” of the virus,
simultaneously with those infected only by RSV [32]. In
our study this hypothesis seems improbable since we
detected a clear worsening in the clinical markers in
patients with RSV that were also detected with HRV.

Another interesting finding of our study was the high
prevalence of newly described viruses. hMPV was
detected in almost one third of all episodes, but did not
seem to affect the main outcomes studied here, in the
way RSV and HRV have done. While the recognition of
the impact of human hMPV is increasing, its prevalence
is still probably underestimated in clinical practice, since
laboratory testing has become widely available only in
recent years [18,24.33]. HBov was also detected in a
large number of nasal samples and it was very frequently
associated (co-detected) with other agents. In our study,
only 2/27 patients with HBov had this virus detected as
single agent. The overall HBov detection rate was higher
in our data compared to previous studies [34,35], and
this may be explained again by natural seasonal varia-
tions. It is also interesting to notice the seasonal pattern
of both hMPV and HBov, which present their peak
prevalence rates in late winter, right after the RSV peak,
which occurs earlier in winter.

The main limitation of our study is the lack of surveil-
lance in consecutive years, which could have biased
results in case of an outbreak of one specific virus in a
given year. Qur eight months of viral surveillance could
potentially have failed to detect any atypical outbreak,
which did not seem likely to have occurred. Also, reli-
able tests capable of ruling out bacterial co-detection
were not available at the time of the study. This could
have underestimated the burden of bacteria in our sam-
ple and the co-detection of viruses and bacteria remains
an interesting issue for further studies.

Conclusion

In our study, RSV was the most prevalent viral agent in
hospitalized patients with LRTI and the co-detection of
HRV in patients with RSV infection increased hospital
stay and days in use of supplemental oxygen. Interest-
ingly, even in developing countries, the role of recently
discovered viruses needs to be further studied in order
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to identify novel risk factors of susceptibility/severity,
and new treatment targets for these agents. We also
highlight the role of HRV as an important risk factor for
severe LRTI, particularly when simultaneously associated
with RSV, which strongly suggests that co-detection may
also mean co-infection, since the combination of the
two agents seem to affect clinical outcomes. Longitu-
dinal studies with control groups are necessary to con-
firm these results in populations at greater risk for
severe respiratory disease.
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Anexo 2- Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

As infeccdes respiratérias baixas, como a pneumonia, sdo uma das principais
causas de hospitalizacdo em criancas abaixo de 5 anos. Elas podem ser causadas por
varios tipos de germes (micrébios). Existem dois grandes grupos de germes que causam
pneumonia: as bactérias e os virus. Nesta pesquisa tentaremos identificar quais sdo os
principais germes que causam pneumonias em nossas criangas; quais sao 0s germes
mais comuns e qual é a agressividade de cada um deles. Para isso, € necessario que
possamos ter acesso aos dados dos exames de raio-x e de laboratério de seu (sua)
filho(a). Entre os exames que serdo feitos, nenhum envolve sofrimento desnecessario
(como injegdes ou coletas de material) além do que normalmente a equipe iria pedir em
um caso semelhante ao de seu filho. Ou seja, todos os procedimentos que seréo feitos
s80 necessarios e sdo sempre realizados em todas as criangas com infecgao respiratéria
como seu filho. Entre estes exames, serd enviado material da aspiragéo do nariz para um
laboratorio externo a fim de pesquisar outros virus que causam doenga respiratéria, com
métodos mais avangados. Além disso, os exames de raio-x serdo também avaliados por
médicos especialistas além dos que habitualmente analisam os exames no hospital.
Queremos também saber informacdes sobre a familia, a crian¢ca e seu meio ambiente
para podermos ter ideia de quais sao os fatores de risco associados a estas doengas.

Todos os dados da pesquisa sdo confidenciais, e 0 abandono da pesquisa, por
parte da crianga ou familiar pode ser feito a qualquer momento, sem que haja qualquer
forma de prejuizo no tratamento. Os pesquisadores garantem o direito a perguntas ou
esclarecimentos especificos sobre os procedimentos realizados, ou sobre os resultados
obtidos.

As informagdes obtidas neste estudo sdo muito importantes para que se
possa conhecer mais sobre as infecgdes respiratorias, portanto a participagao de seu(sua)

filho(a) &€ muito valiosa.
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Eu, , fui informado(a)

dos objetivos desta pesquisa de forma clara e detalhada. Recebi informagbes sobre todos
0s procedimentos que serdo feitos e o0s possiveis desconfortos, riscos e beneficios
associados. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas, e sei que poderei solicitar
novas informagées a qualquer momento. Aléem disso, sei que as informagdes obtidas
durante o estudo sdo confidenciais e privadas, e que poderei retirar meu filho(a) do estudo
a qualquer momento.

Caso necessite, poderei chamar o coordenador da pesquisa, o Dr. Emerson
Rodrigues da Silva pelo telefone 51-9984-0139 ou 54-3226-1223, assim com o Dr. Renato
Stein, pelo telefone 51-3384-5104 e o Comité de Etica em Pesquisa no telefone 51-3320-
3345 caso tenha alguma davida sobre meus direitos como participante deste estudo.

Declaro que recebi cépia do presente consentimento, ficando outra cépia
sob os cuidados do pesquisador responsavel.

Nome do responsavel:

Ass: Data: /[
Nome do entrevistador:
Ass.: Data: /]
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Anexo 3 - Primers e probes usados na identificacao viral

VIRUS PRIMER SEQUENCE 5'-3' Target Gene REF.
A21 GCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGA
RSVA Nucleoprotein 1
A102 TGCTCCGTTGCATGGTGTATT
APB48 FAM-ACACTCAACAAAGATCAACTTCTGTC-TAMRA
B17 GATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTAA
RSVB Nucleoprotein 1
B120 TGTCAATATTATCTCCTGTACTACGTTGAA
BPB45 JOE-TGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCATCCA-TAMRA
FLUAV INFA-1 GGACTGCAGCGTAGACGCTT
Matrix 2
INFA-2 CATCCTGTTGTATATGAGGCCCAT
INFA-3 CATTCTGTTGTATATGAGGCCCAT
INFA Probe FAM-CTCAGTTATTCTGCTGGTGCACTTGCCA-TAMRA
INFB-1 AAATACGGTGGATTAAATAAAAGCAA
FLUBV Hemaglutinin 2
INFB-2 CCAGCAATAGCTCCGAAGAAA
INFB PROBE JOE-CACCCATATTGGGCAATTTCCTATGGC-TAMRA
HRYV Forward GCACTTCTGTTTCCCC
HRV 5'NTR 3
HRYV Reverse GGCAGCCACGCAGGCT
HRVI1 probe FAM-AGCCTCATCTGCCAGGTCTA-MGB
HRV2 probe VIC-AGCCTCATCGACCAAACTA-MGB
HMPV-A forward GCC GTT AGC TTC AGT CAA TTC AA
Fusion
HMPV HMPVA reverse TCC AGC ATT GTC TGA AAATTG C 4
HMPVA Probe 6FAM-CAA CAT TTA GAA ACC TTC T-MGBNFQ
HMPVB Forward GCT GTC AGC TTC AGT CAA TTC AA
HMPVB Reverse GTT ATC CCT GCA TTG TCT GAA AACT
HMPVB probe 6FAM-CGC ACA ACA TTT AGG AAT CTT CT-MGBNFQ
Adenol GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT
Hexon gene 5
Hady Adeno2 GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC
Adeno probe FAM-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA-TAMRA
HBov Forward GCACAGCCACGTGACGAA
HBov NP1 6
HBov Reverse TGGACTCCCTTTTCTTTTGTAGGA
HBov probe JOE-TGAGCTCAGGGAATATGAAAGACAAGCATCG-TAMRA
Paral Forward ACAGATGAAATTTTCAAGTGCTACTTTAGT
HPVI1 Polimerase 7
Paral reverse GCCTCTTTTAATGCCATATTATCATTAGA
Paral probe FAM-ATGGTAATAAATCGACTCGCT-MGB
Para3 forward CTC GAG GTT GTC AGG ATA TAG
HPVI 3 Hemaglutinin and 8

Para3 reverse

CTT GGG AGT TGA ACA CAG TT

Neuraminidase
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Para3 sonda

FAM-AAT AAC TGT AAA CTC AGA CTT GGT ACC TGA CTT-TAMRA

Corona F3 TGGCGGGTGGGATAATATGT
Hi;oV Polimerase 1b 9
229E Corona R3 GAGGGCATAGCTCTATCACACTTAGG gene
Corona P2 VIC-ATAGTCCCATCCCATCAA-MGB
Corona F-OC CCTTATTAAAGATGTTGACAATCCTGTAC
Hi;ov Polimerase 1b gene | 9
3 Corona R-OC AATACGTAGTAGGTTTGGCATAGCAC
Corona P-OC FAM-CACACTTAGGATAGTCCCA-MGB
B-Actina For. CCCAGCCATGTACGTTGCTA
B-Actina B-Actine 10
B-Actina Rev. TCACCGGAGTCCATCACGAT

B-Actina Probe

VIC-ACGCCTCTGGCCGTACCACTGG-TAMRA

5'NTR ( not translated region)
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Anexo 4 - Questionario do Estudo

PROTOCOLO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE VIRUS
RESPIRATORIOS — PROVIRI

Coletador do aspirado:

Coletador do questionério:

1) Dados do paciente:
1.1) Nome:

Nome da mae:

1.2) Registro: 1.3) Telefone contato:

1.4) Data de.nascimento: / /200__
1.5) Endereco:
1.6) Cidade: 1.7) Data internagdo: ___/___ /200__

1.8) Peso na internacdo: ___, __ Kg
1.9) Hospital de Recrutamento:

1.10) Unidade:  1-[ JEmergéncia  2-[ JInternacio  3-[ |CTI Pedidtrica

2)_Tratamento na internacao

2.1. Medicagdes emuso  1-[ |Beta-2 2-[ |Corticéide oral 3-[_]Corticéide EV

4-[ ]Antibidtico (Se ndo estiver em uso de antibi6tico, pular para 3)
2.2) Qual antibidtico?
2.3) Via: I-[_JEV 2-[ VO

2.4) Antibiético iniciado nesta internagdo: 1-[_Jsim

2-[]uso anterior & chegada ao Servico
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Pai

1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[ Jsim 2-[ ]ndo
1-[_]Jsim 2-[ ]ndo
1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[_]sim 2-[ ]ndo

3.6) Numero de pessoas na casa:

3) Historia Familiar:
3.1) Asma

3.2) Rinite alérgica
3.3) Eczema atépico
3.4) Tabagismo

3.5) Tabagismo na gestacdo

3.7) Freqiienta creche > 3 turnos/ semana:

3.8) Nimero de irmaos:

4) Histéria pregressa:

4.1) Nasceu antes da data prevista (€ prematuro)?

4.2) E a primeira vez que tem chiado?

Mae

1-[_Jsim 2-[ ]n#o
1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[ ]sim 2-[ ]ndo
1-[_Jsim 2-[ ]nzo
1-[_Jsim 2-[ ]nzo

Irmaos

1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[ Jsim 2-[ ]ndo
1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[_]sim 2-[ ]ndo

1-[_]sim 2-[ ]ndo

1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[_Jsim 2-[ ]ndo

4.3) Se jé teve chiado antes, quantas vezes nos dltimos 12 meses?

[ ]1 vez

4.4) Internacao prévia:

[ ]2 vezes [_]3 ou mais vezes

Se sim, motivo principal:

1-[_]sim 2-[ ]ndo

4.5) Historia pessoal de rinite alérgica:
4.6) Historia de “alergia de pele”:

4.7) Historia de chiado no peito:

4.8) Uso prévio de aerolin ou berotec:
4.9) Uso recente de antibidtico:

4.10) Vacinagdo para Influenza:

5) Clinica:
5.1) F.R: rpm
%

5.4) Uso de 02: 1-[_]sim 2-[ _Jndo 5.5) Tiragem

5.2) FC: bpm
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1-[_Jsim 2-[ ]ndo
1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[_]sim 2-[ ]ndo
1-[_Jsim 2-[ ]ndo
1-[_Jsim 2-[_]ndo
1-[_Jsim 2-[_]ndo 3-[ ]ndo sabe

5.3) Sat. O2:

- 1-[_Jsim 2-[ Jndo




6) Hemograma:1-[ |sim 2-[ ]ndo

6.1)Hemoglobina: _____ 6.2)Hematocrito: %

6.3) Leucocitos totais:

6.4) Neutréfilos: _ % 6.5) Bastonados:__ % 6.6)
Linfécitos: %

6.7) Mondcitos: % 6.8) Eosindfilos: _ % 6.9) Mielécitos:_ %
6.10) Metamiel6citos: ___ % 6.11) Plaquetas:

6.12) Granulagdes toxicas  em neutrofilos: 1-[_]sim 2-[ ]ndo

7) Imunofluorescéncia para Virus realizada: 1-[ ]sim 2-[ |ndo

Resultado positivo:

7.1) VSR 1-[_Isim 2-[_]ndo
7.2) Influenza 1-[_]sim 2-[ ]ndo

7.3) Parainfluenza 1-[_]sim 2-[ ]ndo
7.4) Adenovirus 1-[ ]Jsim 2-[ ]ndo

8. PCR para virus:1-[ |sim 2-[ |ndo

Resultado positivo:

8.1) VSR 1-[_]sim 2-[_]ndo
8.2) Influenza 1-[_]sim 2-[ ]ndo
8.3) Rinovirus 1-[_]sim 2-[ ]ndo
8.4) Metapneumovirus 1-[_]sim 2-[ ]ndo
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Anexo 5 - Questionario Pés-Alta Hospitalar

PROTOCOLO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
RESPIRATORIOS — PROVIRI — ALTA HOSPITALAR

1) Dados do paciente:
1.1) Nome:

1.2) Registro: 1.3)Hospital :

2) _Tratamento na internaciao

2.1) Data de internagdo: _ /_ /_ Datadealta: _ /_/

2.2) Diasem uso de O2: Inicio: _ /_/  Fim:_/ [/

2.3) Dias internado(a) em CTIP: Inicio: _ /_/_  Fim:_/ [/
2.4)Diasem VM: Inicio: _/_/ Fm:_/ [

2.5) Sibilancia até que data: / /

2.6) Dias de uso de antibiético: Inicio: _ / [/ Fim:_/_/_1—|:|EV

2.7) Qual antibiético?

2.8) Uso de corticoide sistémico? 1-[ ]sim 2-[ ]ndo
2.9) Uso de beta-2? 1-[_Jsim 2-[_]ndo
2.10) Tempo de uso de O2 suplementar: horas

DE VIRUS

2-[ Jvo
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Anexo 6 - Carta de Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da PUC/RS

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 0221/07-CEP Porto Alegre, 13 de margo de 2007

Sennor(a) Pesquisador(a):

O Comite de Etica em Pesquisa da PUCRS

apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 06/03467, intitulado:
‘Infecgao respiratéria baixa em criangas:aspectos epidemiolégicos”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da
presente data

Relatdrios parciais e final da pesquisa devem ser
entregues a este CEP

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Renato Tetelbom Stein
N/Universidade

Campus Central

P[KRS Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345

E-mail: cep@pucrs.br
WWwW.pucrs.br/prppg/cep
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Anexo 7 - Licenca de publicacao

Assunto: 00499568 re:Copyright authoriza on ref paper #1454580594768307 3
De: "\"Jesus Ramos Jr\" <info@biomedcentral.com>" <info@biomedcentral.com>
Data: 27/11/2013 22:10

Para: "ersiva9@gmail.com" <ersiva9@gmai.com>

Dear Dr Silva

Thank you for contacting BioMed Central.

The article you refer to is an open access publication. Therefore you are
free to usethe article for the purpose required, as long as its integrity
is maintained and its

original authors, citation details and publisher are identified.

For detailed information about the terms please refer to the open access li
cense:

hitp://www.biomedcentral.com/about/license -

If you have any questions please do not hesitate to contact me.
Best wishes

Jesus Ramos Jr
Customer Services
info@biomedcentral.com
www.biomedcentral.com

—————————————— Your Question/Comment ---------------—--
To BMC Infectious Disease:

Although knowing that BMC is an open journal, | need to add inside my Ph.
D. thesis the

paper that | and my coleagues have published in BMC Infectious Diseases.

The thesis

will be published and will remain available in the University's library an
d added in

the University Thesis Database.

"Severe lower respiratory tract infection in infants and toddlers from a n
on-affluent
population: viral etiology and co-detection as risk factors"

Our University requests a formal written agreement from the publisher. Coul
d you tell
me the proper BMC department that could help me with this?

Since now, thank you very much!
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http://www.biomedcentral.com/

Emerson Silva
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
Brazil 29/11/2013 21:35

This License constitutes the entire agreement between the parties with respect to the
Work licensed here. There are no understandings, agreements or representations with
respect to the Work not specified here. Licensor shall not be bound by any additional
provisions that may appear in any communication from You. This License may not be

modified without the mutual written agreement of the Licensor and You.

BioMed Central copyright and license agreement

In submitting a research article (‘article') to any of the journals published by BioMed Central
Ltd ('‘BioMed Central') I certify that:

1. I am authorized by my co-authors to enter into these arrangements.
2. I warrant, on behalf of myself and my co-authors, that:

a. the article is original, has not been formally published in any other peer-reviewed
journal, is not under consideration by any other journal and does not infringe any
existing copyright or any other third party rights;

b. I am/we are the sole author(s) of the article and have full authority to enter into this
agreement and in granting rights to BioMed Central are not in breach of any other
obligation. If the law requires that the article be published in the public domain, I/we
will notify BioMed Central at the time of submission upon which clauses 3 through 6
inclusive do not apply;

c. the article contains nothing that is unlawful, libellous, or which would, if published,
constitute a breach of contract or of confidence or of commitment given to secrecy;

d. I/we have taken due care to ensure the integrity of the article. To my/our - and
currently accepted scientific - knowledge all statements contained in it purporting to be
facts are true and any formula or instruction contained in the article will not, if followed
accurately, cause any injury, illness or damage to the user.

And I agree to the following license agreement:

BioMed Central Open Access license agreement
Brief summary of the agreement

Anyone is free:

[ to copy, distribute, and display the work;
[ to make derivative works;
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0

to make commercial use of the work;

Under the following conditions: Attribution

0
U

0

the original author must be given credit;

for any reuse or distribution, it must be made clear to others what the license terms of
this work are;
any of these conditions can be waived if the authors gives permission.

Statutory fair use and other rights are in no way affected by the above.

Full BioMed Central Open Access license agreement

(Identical to the 'Creative Commons Attribution License')

License

THE WORK (AS DEFINED BELOW) IS PROVIDED UNDER THE TERMS OF THIS BIOMED
CENTRAL OPEN ACCESS LICENSE ("LICENSE"). THE WORK IS PROTECTED BY COPYRIGHT
AND/OR OTHER APPLICABLE LAW. ANY USE OF THE WORK OTHER THAN AS AUTHORIZED
UNDER THIS LICENSE IS PROHIBITED.

BY EXERCISING ANY RIGHTS TO THE WORK PROVIDED HERE, YOU ACCEPT AND AGREE TO BE
BOUND BY THE TERMS OF THIS LICENSE. THE LICENSOR GRANTS YOU THE RIGHTS
CONTAINED HERE IN CONSIDERATION OF YOUR ACCEPTANCE OF SUCH TERMS AND
CONDITIONS.

1. Definitions

"Collective Work™" means a work, such as a periodical issue, anthology or
encyclopedia, in which the Work in its entirety in unmodified form, along with a number
of other contributions, constituting separate and independent works in themselves, are
assembled into a collective whole. A work that constitutes a Collective Work will not be
considered a Derivative Work (as defined below) for the purposes of this License.

"Derivative Work" means a work based upon the Work or upon the Work and other
pre-existing works, such as a translation, musical arrangement, dramatization,
fictionalization, motion picture version, sound recording, art reproduction, abridgment,
condensation, or any other form in which the Work may be recast, transformed, or
adapted, except that a work that constitutes a Collective Work will not be considered a
Derivative Work for the purpose of this License. For the avoidance of doubt, where the
Work is a musical composition or sound recording, the synchronization of the Work in
timed-relation with a moving image ("synching") will be considered a Derivative Work
for the purpose of this License.

"Licensor" means the individual or entity that offers the Work under the terms of this
License.

"Original Author" means the individual or entity who created the Work.

"Work" means the copyrightable work of authorship offered under the terms of this
License.
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f. "You" means an individual or entity exercising rights under this License who has not
previously violated the terms of this License with respect to the Work, or who has
received express permission from the Licensor to exercise rights under this License
despite a previous violation.

2. Fair Use Rights

Nothing in this license is intended to reduce, limit, or restrict any rights arising from fair use,
first sale or other limitations on the exclusive rights of the copyright owner under copyright law
or other applicable laws.

3. License Grant

Subject to the terms and conditions of this License, Licensor hereby grants You a worldwide,
royalty-free, non-exclusive, perpetual (for the duration of the applicable copyright) license to
exercise the rights in the Work as stated below:

a. to reproduce the Work, to incorporate the Work into one or more Collective Works, and
to reproduce the Work as incorporated in the Collective Works;

b. to create and reproduce Derivative Works;

c. to distribute copies or phonorecords of, display publicly, perform publicly, and perform
publicly by means of a digital audio transmission the Work including as incorporated in
Collective Works;

d. to distribute copies or phonorecords of, display publicly, perform publicly, and perform
publicly by means of a digital audio transmission Derivative Works;

e. For the avoidance of doubt, where the work is a musical composition:

i. Performance Royalties Under Blanket Licenses. Licensor waives the exclusive
right to collect, whether individually or via a performance rights society (e.g. ASCAP,
BMI, SESAC), royalties for the public performance or public digital performance (e.g.
webcast) of the Work.

ii. Mechanical Rights and Statutory Royalties. Licensor waives the exclusive right to
collect, whether individually or via a music rights agency or designated agent (e.g.
Harry Fox Agency), royalties for any phonorecord You create from the Work ("cover
version") and distribute, subject to the compulsory license created by 17 USC Section
115 of the US Copyright Act (or the equivalent in other jurisdictions).

f. Webcasting Rights and Statutory Royalties. For the avoidance of doubt, where the
Work is a sound recording, Licensor waives the exclusive right to collect, whether
individually or via a performance-rights society (e.g. SoundExchange), royalties for the
public digital performance (e.g. webcast) of the Work, subject to the compulsory license
created by 17 USC Section 114 of the US Copyright Act (or the equivalent in other
jurisdictions).

The above rights may be exercised in all media and formats whether now known or hereafter
devised. The above rights include the right to make such modifications as are technically
necessary to exercise the rights in other media and formats. All rights not expressly granted
by Licensor are hereby reserved.

4. Restrictions
The license granted in Section 3 above is expressly made subject to and limited by the
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following restrictions:

a. You may distribute, publicly display, publicly perform, or publicly digitally perform the
Work only under the terms of this License, and You must include a copy of, or the
Uniform Resource Identifier for, this License with every copy or phonorecord of the
Work You distribute, publicly display, publicly perform, or publicly digitally perform. You
may not offer or impose any terms on the Work that alter or restrict the terms of this
License or the recipients' exercise of the rights granted hereunder. You may not
sublicense the Work. You must keep intact all notices that refer to this License and to
the disclaimer of warranties. You may not distribute, publicly display, publicly perform,
or publicly digitally perform the Work with any technological measures that control
access or use of the Work in a manner inconsistent with the terms of this License
Agreement. The above applies to the Work as incorporated in a Collective Work, but
this does not require the Collective Work apart from the Work itself to be made subject
to the terms of this License. If You create a Collective Work, upon notice from any
Licensor You must, to the extent practicable, remove from the Collective Work any
reference to such Licensor or the Original Author, as requested. If You create a
Derivative Work, upon notice from any Licensor You must, to the extent practicable,
remove from the Derivative Work any reference to such Licensor or the Original Author,
as requested.

b. If you distribute, publicly display, publicly perform, or publicly digitally perform the
Work or any Derivative Works or Collective Works, You must keep intact all copyright
notices for the Work and give the Original Author credit reasonable to the medium or
means You are utilizing by conveying the name (or pseudonym if applicable) of the
Original Author if supplied; the title of the Work if supplied; to the extent reasonably
practicable, the Uniform Resource Identifier, if any, that Licensor specifies to be
associated with the Work, unless such URI does not refer to the copyright notice or
licensing information for the Work; and in the case of a Derivative Work, a creditidentifying the u
se of the Work in the Derivative Work (e.g., "French translation of the
Work by Original Author," or "Screenplay based on original Work by Original Author").
Such credit may be implemented in any reasonable manner; provided, however, that in
the case of a Derivative Work or Collective Work, at a minimum such credit will appear
where any other comparable authorship credit appears and in a manner at least as
prominent as such other comparable authorship credit.

5. Representations, Warranties and Disclaimer

UNLESS OTHERWISE MUTUALLY AGREED TO BY THE PARTIES IN WRITING, LICENSOR OFFERS
THE WORK AS-IS AND MAKES NO REPRESENTATIONS OR WARRANTIES OF ANY KIND
CONCERNING THE WORK, EXPRESS, IMPLIED, STATUTORY OR OTHERWISE, INCLUDING,
WITHOUT LIMITATION, WARRANTIES OF TITLE, MERCHANTIBILITY, FITNESS FOR A
PARTICULAR PURPOSE, NONINFRINGEMENT, OR THE ABSENCE OF LATENT OR OTHER
DEFECTS, ACCURACY, OR THE PRESENCE OF ABSENCE OF ERRORS, WHETHER OR NOT
DISCOVERABLE. SOME JURISDICTIONS DO NOT ALLOW THE EXCLUSION OF IMPLIED
WARRANTIES, SO SUCH EXCLUSION MAY NOT APPLY TO YOU.

6. Limitation on Liability

EXCEPT TO THE EXTENT REQUIRED BY APPLICABLE LAW, IN NO EVENT WILL LICENSOR BE
LIABLE TO YOU ON ANY LEGAL THEORY FOR ANY SPECIAL, INCIDENTAL, CONSEQUENTIAL,
PUNITIVE OR EXEMPLARY DAMAGES ARISING OUT OF THIS LICENSE OR THE USE OF THE
WORK, EVEN IF LICENSOR HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES.

7. Termination
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a. This License and the rights granted hereunder will terminate automatically upon any
breach by You of the terms of this License. Individuals or entities who have received
Derivative Works or Collective Works from You under this License, however, will not
have their licenses terminated provided such individuals or entities remain in full
compliance with those licenses. Sections 1, 2, 5, 6, 7, and 8 will survive any
termination of this License.

b. Subject to the above terms and conditions, the license granted here is perpetual (for
the duration of the applicable copyright in the Work). Notwithstanding the above,
Licensor reserves the right to release the Work under different license terms or to stop
distributing the Work at any time; provided, however that any such election will not
serve to withdraw this License (or any other license that has been, or is required to be,
granted under the terms of this License), and this License will continue in full force and
effect unless terminated as stated above.

8. Miscellaneous

a. Each time You distribute or publicly digitally perform the Work or a Collective Work, the
Licensor offers to the recipient a license to the Work on the same terms and conditions
as the license granted to You under this License.

b. Each time You distribute or publicly digitally perform a Derivative Work, Licensor offers
to the recipient a license to the original Work on the same terms and conditions as the
license granted to You under this License.

c. If any provision of this License is invalid or unenforceable under applicable law, it shall
not affect the validity or enforceability of the remainder of the terms of this License,
and without further action by the parties to this agreement, such provision shall be
reformed to the minimum extent necessary to make such provision valid and
enforceable.

d. No term or provision of this License shall be deemed waived and no breach consented
to unless such waiver or consent shall be in writing and signed by the party to be
charged with such waiver or consent.

e. This License constitutes the entire agreement between the parties with respect to the
Work licensed here. There are no understandings, agreements or representations with
respect to the Work not specified here. Licensor shall not be bound by any additional
provisions that may appear in any communication from You. This License may not be
modified without the mutual written agreement of the Licensor and You.
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