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RESUMO 

Durante o período compreendido entre setembro de 1964 e agôsto de 1967 
foram feitas tentativas de isolamento de vírus a partir de material orofaríngeo 
obtido :de 258 crianças de O a 2 anos, atendidas pelo Hospital das Clínicas da 
Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, e que apresentavam infecções 
respiratórias agudas. 

De 165 dêsses casos foram isoladas nove amostras de adenovírus ( 5,4%), 
sendo três do tipo 1, dois do tipo 2, e quatro do tipo 5. 

Reações sorológicas realizadas com 69 pares de soros, mostraram aumento 
significativo do teor de anticorpos para adenovírus em quatro casos (5,7%). 

Adenovírus não foram isolados e não foi verificado aumento do teor de· anti
corpos fixadoref do complemento em nenhum doente com menos de 4 meses. 

Em um único mês, novembro de 1964, foram isolados quatro adenovírus todos 
do tipo 5 e os outros no decorrer do estudo realizado. Os isolamentos feitos 
foram observados ·de casos que ocorreram predominantemente durante a primavera 
e verão. 

INTRODUÇÃO 

Inúmeros trabalhos foram realizados du
rante os últimos anos no sentido de esclare
cer a etiologia das infecções respiratórias 
agudas em crianças. Diferentes vírus têm 
sido considerados como causadores de gran
de número dessas infecções. Dentre êsses os 
adenovírus são considerados responsáveis pe
las mais diversas doenças respiratórias, des
de casos benignos de infecções respiratórias 
do tracto superior até casos graves e mesmo 

fatais. Nessas infecções, os tipos 1, 2, 5 e 
7 de adenovírus têm sido mais freqüente
mente isolados 1 , 6 • 10 • rn, '20 - 05 • 

Em nosso país, estudando crianças com 
infecções das vias respiratórias a partir de 
material obtido da rinofaringe, CARVALHO 4, 
em São Paulo, isolou dois adenovírus do 
tipo 1 e um outro adenovírus de tipo dife
rente dos tipos 1 a 7; BRUNO-LOBO & col. 13 , 

no Rio de Janeiro, isolaram os tipos 1 e 7 
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de casos semelhantes. Fazendo cultura de 
amígdalas, CARVALHO 4 isolou adenovírus dos 
tipos 1, 2, 5 e um outro adenovírus de tipo 
diferente dos tipos 1 a 7. De adenóides e 
amígdalas, BRUNO-LOBO & col. 3 isolaram 
adenovírus dos tipos 1, 2, 5 e 7. CARVA
LHO 4, VERONESI & col. 2 6, e PEREIRA & 
col. 1'5 encontraram anticorpos para adeno
vírus em soros de pessoas de São Paulo e 
Rio de Janeiro, pertencentes a diferentes 
grupos etários. 

O presente trabalho, parte de um estudo 
mais amplo 1:~, 17 , foi realizado com o obje
tivo de se obter melhores esclarecimentos sô
bre a etiologia das infecções respiratórias 
graves que acometem freqüentemente as cri
anças em São Paulo. 

Com essa finalidade, foram observadas 258 
crianças de O a 2 anos de idade, apresen
tando infecções respiratórias diversas, aten
didas no Hospital das Clínicas da Faculdade 
de Medicina da Universidade de São Paulo, 
no período compreendido entre setembro de 
1964 e agôsto de 1967. 

MATERIAL E METODOS 

O material orofaríngeo e a primeira amos
tra de sangue dessas crianças eram colhi
dos, na mesma ocasião, na fase aguda da 
doença. Uma segunda amostra de sangue 
era obtida, quando possível, pelo menos 14 
dias depois. 

Colheita de amostras - O material da 
orofaringe era colhido por meio de coletor 
de algodão sêco e transferido para um tubo 
contendo 3 mi de solução de GLY, à qual 
tinham sido acrescentadas 1. 000 U. de pe
nicilina, 1. 000 p.g de estreptomicina e 100 p.g 
de nistatina ou 25 p.g de anfotericina B por 
mi. 

Culturas de células - Foram utilizadas 
as linhagens de células HEp-2 e HeLa. Para 
o crescimento das células foi empregado o 
meio de Hanks enriquecido com 0,5% de 
hidrolisado de lactalbumina e 20% de sôro 
de vitelo. Para a manutenção, foi utilizado 
o mesmo meio de Hanks com lactalbumina, 
mas com 5'% de sôro de galinha, exceto em 
algumas ocasiões em que era usado 5% de 
sôro de vitelo. 

I ,wculação do material - Transportado 
para o laboratório, o material da orofaringe 
era imediatamente inoculado em culturas de 
células (HeLa e/ou HEp-2) que eram in
cubadas a 36°C. Culturas de células contrô
le, sem serem inoculadas, eram mantidas à 
mesma temperatura. O meio de manutenção 
era trocado de dois em dois dias. As cul
turas eram examinadas ao microscópio três 
vêzes por semana, durante um período de 
21 dias, ou até o dia em que fôsse observa
do algum efeito citopático. Nesse último ca
so eram feitas passagens em novas culturas 
celulares para observação e posterior identi
ficação do possível agente citopatogênico. Se, 
em três passagens sucessivas não fôsse obser
vado efeito citopático, o material inoculado 
era considerado negativo. 

Preparação de sôro-imune - Foi usado 
como antígeno, adenovírus do tipo 5 culti
vado em células HeLa, mantidas em meio de 
Hanks nutritivo sem sôro. Quando mais de 
75% das células inoculadas apresentavam 
efeito citopático, as culturas eram congeladas 
e descongeladas por três• vêzes consecutivas 
e em seguida centrifugadas a 1. 500 r. p. m. 
durante 15 minutos. O sobrenadante era ino
culado por via endovenosa em coelho adulto, 
no volume de 1 mi. Igual volume de antí
geno misturado com adjuvante de Freund 
era injetado na mesma ocasião por via in
tramuscular. Uma semana depois, era ino
culado mais 1 ml de antígeno· por via endo
venosa. Duas semanas mais tarde, era inje
tada pela mesma via a dose final de reforço 
constituída por 1 mi de antígeno. O sangue 
era colhido uma semana depois. 

Prova de fixação do complemento para 
identificação de adenovírus - Os antígenos, 
preparados a partir de culturas de células 
inoculadas com o vírus a ser identificado, 
conforme técnica descrita no item anterior, 
eram titulados frente a uma diluição conhe
cida de sôro imune padrão. 

A 0,1 mi de antígeno eram acrescennados 
0,1 mi de sôro imune padrão diluído conten
do duas unidades fixadoras de complemento 
e 0,1 mi de sôro de cobaia contendo duas 
unidades de · complemento. Êsses elementos 
eram deixados em contato durante a noite 
a 4°C, e em seguida incubados a 37ºC em 
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banho-maria, durante 15 minutos. Nesse mo
mento, era acrescentado o sistema hemolíti
co, no volume de 0,2 mi, contendo duas 
unidades de hemolisina e hemácias de car
neiro a 2'%- Mantidos à temperatura de 
37ºC por mais 30 minutos, era então feita 
a leitura dos resultados. 

Reações sorológicas de fixação do com
plemento - As reações de fixação do com
plemento eram realizadas com duas unidades 
de antígeno preparado com adenovírus ti
po 5. 

Os soros dos pacientes, separados logo após 
a colheita e conservados a -20ºC, eraw 
usados em diluições seriadas a partir de 
1/8. Eram consideradas positivas as dilui
ções em que não era observada hemólise. 

Prova de neutralização para identificação 
do vírus isolado - Após pelo menos cinco 
passagens em culturas de células, o vírus a 
ser identificado era dosado e conveniente
mente diluído de modo que 0,1 ml de sus
pensão contivesse 100 DICT50 determinadas 
de acôrdo com o método de REED & 
MuENCH 16 • 

A 0,3 ml de suspensão, assim titulada, 
era adicionado igual volume de sôro pa
drão ( ... ), previamente inativado. Deixados 
em contato durante 30 minutos à tempera
tura ambiente, 0,1 mi dessa mistura era 
inoculado em cada um de quatro tubos de 
cultura de células HEp-2. Essas culturas 
eram então incubadas a 36ºC juntamente 
com outras culturas contrôle de vírus, de 
sôro e de células. Tôdas eram examinadas 
diàriamente até que 50% a 75% das cé
lulas das culturas contrôle de vírus apre
sentassem efeito citopático. 

Reações sorológicas de neutralização 
Para determinar o teor de anticorpos neu
tralizantes em soros de pacientes, foi empre
gada a técnica descrita acima. Foram usa
dos os vírus tipados, isolados dêsses mesmos 
pacientes, e os soros correspondentes em di
luições seriadas a partir de 1/8. 

Sensibilidade a solvente organico - Foi 
u3ado o método de FELDMAN & WANG 7 • A 
1 ml de suspensão de vírus foram acrescen
tados 0,05 mi de clorofórmio. Depois de 
10 minutos o clorofórmio era separado e 
era inoculado 0,1 ml da porção aquosa em 
cada um de quatro tubos de culturas celu
lares para observação de eventual efeito cito
pático. 

RESULTADOS 

Foram feitas tentativas de isolamento de 
vírus a partir do material orofaríngeo co
lhido das 258 crianças observadas. 

Porém, o alto grau de contaminação, prin
cipalmente causada por fungos, não permi
tiu que tôdas essas tentativas pudessem ser 
adequadamente observadas. Assim só pu
deram ser considerados neste estudo, os re
sultados provenientes de 165 dos casos men
cionados, dos quais 62 apresentavam quadro 
clínico de broncopneumonia, 35 de bron
quiolite, 20 de broncopneumonia associada 
à bronquiolite, 1 de broncopneumonia asso
ciada à miocardite, 1 de bronquiolite asso
ciada à miocardite, 8 de pneumonia intersti
cial, 11 de bronquite aguda, 4 de bronquite 
asmatiforme, 2 de atelectasia pulmonar, 1 de 
laringotraqueobronquite e 20 de infecções do 
tracto respiratório superior. 

Os resultados estão apresentados na Ta
bela I. Foram ao todo, isoladas 23 amostras 
de diversos vírus, originadas de 22 casos de 
infecções respiratórias. 

Dessas 23 amostras, 9 eram de adenovírus 
( 5,4%), 7 de vírus de herpes simples ( 4,2%), 
4 de vírus respiratório sincicial (2,4%) e 3 
de poliovírus ( 1,8%). Estas percentagens fo. 
ram calculadas sôbre o total de 165 casos 
considerados. Do mesmo material . prove
niente de um único caso, foram isolados dois 
vírus diferentes: vírus respiratório sincicial 
e vírus de herpes simples. 

Dos nove adenovírus isolados, três eram 
do tipo 1, dois do tipo 2 e quatro do tipo 5. 

Os adenovírus do tipo 1 foram isolados 
de dois casos de bronquite aguda e de um 
caso de bronquiolite associada à bronco-

(*) Sôro padrão do "Central Public Health Laboratory" da Inglaterra gentilmente cedido pela Dra. 
M. S. Pereira 
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pneumonia; os adenovírus do tipo 2, de dois 
casos de broncopneumonia e os adenovírus 
do tipo 5, de dois casos de infecção do 
tracto respiratório superior, de um caso de 
hronquiolite e de um caso de bronquiolite 
associada à broncopneumonia. ' 

Das nove amostras de adenovírus isola
das, oito foram de crianças com idade va
riável de 5 a 12 meses, e, sàmente uma de 
uma criança com 1 ano e 5 meses (Tabela 
II). 

As quatro amostras de adenovírus tipo 5 
foram isoladas no mês de novembro de 
1964, e as outras cinco amostras, no trans
curso dos três anos em que se realizou o 

_presente estudo, nos meses de dezembro, ja
neiro, fevereiro, abril e agôsto. 

As reações de fixação do complemento, 
realizadas em 138 soros, colhidos de 69 
doentes, em duas ocasiões sucessivas, mos
traram aumento significativo do título de 
anticorpos, de pelo menos quatro vêzes na 
segunda amostra de sôro, em quatro casos 
(5,7·%). 

O aumento de nível de anticorpos fixado
res do complemento foi observado em soros 

colhidos de dois pacientes com bronquiolite, 
de um doente com broncopneumonia, e de 
um paciente com bronquite (Tabela III). 
Dêsse último caso, foi isolado adenovírus 
tipo 1. De outro doente com bronquite do 
qual foi isolado, também, adenovírus tipo 1, 
e, do qual foi possível obter uma segunda 
amostra de sôro, não houve aumento do teor 
de anticorpos fixadores de complemento. Em 
ambos os casos, no entanto, houve aumento 
significativo do nível de anticorpos neutrali
zantes para os vírus correspondentes. 

As quatro crianças que apresentaram ele
vação significativa do título de anticorpos 
fixadores de complemento tinham idades que 
variavam entre 5 e 12 meses (Tabela IV). 

Êsses aumentos foram verificados em pa
cientes observados durante os meses de no
vembro, janeiro, abril e maio. 

As reações de fixação de complemento 
realizadas em 158 amostras de soros obtidas 
na fase aguda da doença mostraram que 68 
crianças, ao serem atendidas, já apresenta
vam anticorpos fixadores do complemento na 
diluição de pelo menos 1/8, variando a pro
porção de casos positivos conforme o grupo 
etário considerado (Tabela IV). 

TABELA I 

Isolamento de vírus de crianças de diversos grupos etários 

Idade N,0 de casos N,0 de vírus 
Vírus isolados 

(meses) estudados isolados 

0-1 66 o -

2-3 12 2 VRS(2) 

4-5 19 5 Ad(2), Po(2), VRS(l) 

6-11 26 8 Ad(4), Po(l), HS(3) 

12-24 42 8 Ad(3), HS(3), VRS+HS(l)• 

-

Total 

1 

165 

1 

23 
Ad(9), Po(3) 
VRS(4), HS(7) 

( ) - Algarismos entre parêntesis significam número de vírus isolados 
Ad - Adenovírus 
Po - Poliovírus 

VRS - Vírus respiratório sincicial 
HS - Vírus de herpes simples 

* - Vírus isolados do mesmo caso 
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TABELA II 

Isolamento de adenovírus de crianças de diversos grupos etários, apresentando diferentes 
quadros clinicos 

Idade N.0 de casos 
Adenovírus isolados 

(meses) estudados 

1 1 1 

N." % Tipos Quadros clínicos 

0-1 66 o - Neg. -
2-3 12 o - Neg. -

4-5 19 2 10,5 Ad5(2) ITRS(lJ; Bronquiolite(l) 
Bronquite(2) 

6-11 26 4 15,3 Adl(2) Broncopneumonia(l) 
Ad2(1) ITRS(l) 
Ad5(1) 

12-24 42 3 7,1 Adl(l) Broncopneumonia-bronquioli te (1) 
Ad2(1) Broncopneumonia (1) 
Ad5(1) Broncopneumonia-bronquiolite(l) 

Total 165 9 

( ) - Algarismos entre parêntesis significam número de virus isolados 
Ad - Adenovírus 

ITRS Infecção do tracto respira tório superior 
Neg. - Negativo 

TABELA III 

Provas sorológicas de r;rianças apresentando aumento significativo de título 
de anticorpos 

----- .. ---~-··-

Identifi- Idade Vírus 
R.F.C. R.N. 

Quadro clinico 
cação (meses) 

DMS 5 

RFS 6 

VRC 6 

MS 12 

JDS 12 

352 

isolado 
la A 

1 

2a A la A 
1 

2a A 

Neg. <8 32 -

Adl 16 16 <8 

Adl <8 32 <8 

Neg. 16 64 -

HS <8 16 -

Ad - Adenovírus 
HS - Vírus de herpes simples 

R.F.C. - Reação de fixação do complemento 
R. N. - Reação 'de neutralização 

A - Amostra de sôro 
Neg. - Negativo 

- - Prova não realizada 

-

16 

32 

-

-

Bronquiolite 

Bronquite 

Bronquite 

Broncopneumonia 

Bronquiolite 
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TABELA IV 

Resultados de reações de fixação do complemento para adenovírus realizadas em soros 
de doentes 

Casos com primeira N.º de Casos com aumento 

Idade N.º de amostra de sôro positiva casos de anticorpos 

(meses) casos 

N.º 
1 

0-1 60 30 

2-3 18 o 

4-5 19 o 

6-11 25 8 

12-24 36 30 

------- ~- ----L....--.-~--~ 

Total 158 68 

lsowmento de poliovírus - No transcor
rer do estudo realizado foram isoladas de 
matfrial orofaríngeo três amostras de polio
vírus. De um doente com pneumonia inters
tic~al foi isolado poliovírus I, de um pa
ciep,te com bronquite, poliovírus II, e de um 
outro doente com infecção do tracto respi
ratório superior, poliovírus III. Do pri
meiro e do último paciente, foi possível 
obter uma segunda amostra de sôro. Rea
ções sorológicas de neutralização realizadas 
com êsse material evidenciaram nítido 
aumento do teor de anticorpos para os po
liovírus correspondentes. 

DISCUSSÃO 

A importância dos adenovírus como cau
sa de infecções respiratórias em crianças é 
reconhecida por numerosos Autores 6 , 10 , 13 • 

14, }'!) 1 .2-0-, '2í3 -!2,5 • 

Em nosso trabalho foram isolados adeno
ví{us \1e Ci:!SOS de infecções do tracto respi
ratório superior ( tipo 5) , de bronquite ( tipo 
1), de broncopneumonia ( tipo 2), de bron
quiolite ( tipos 1 e 5) e de broncopneumonia 
associada à bronquiolite ( tipos 1 a 5). 
Também foram observados. aumentos de ní-

com duas 

% 
amostras 

N.º 
1 

% 
de sôro 

50,0 28 o -

- 10 o -

- 6 1 16,6 

32,0 15 1 6,6 

83_3 10 2 20,0 

---------~- -----

43,0 69 4 5,8 

vel de anticorpos fixadores do complemento 
para adenovírus em pacientes apresentando 
bronquite, broncopneumonia e bronquiolite. 

Os tipos de vírus isolados ( 1, 2 e 5) cor
respondem àqueles previamente descritos co
mo os que mais comumente podem causar 
infecções em crianças 9 • 10 , 12• 1·3 , 25 • 

Foi pequeno o número de isolamento de 
vírus, nove adenovírus isolados de 165 casos 
(5,4·%), e, poucos soros apresentaram 
aumento significativo de anticorpos fixado
res do complemento, quatro em 69 pares de 
soros ( 5, 7%) . 

De nenhuma das 89 crianças do grupo 
etário compreendido entre O e 4 meses foi 
isolado adenovírus. Também, as reações de 
fixação do complemento realizadas em so
ros obtidos de 44 crianças dêsse grupo etá
rio não mostraram aumento significativo do 
teor de anticorpos correspondentes. 

Excluindo-se essas crianças do total de ca
sos estudados, a proporção de isolamento de 
adenovírus passa a ser de 11,8% e a de 
soros com aµmento significativo de nível de 
anticorpos passa a ser de 16,0o/o, para crian
·ças do grupo etário compreendido entre 5 e 
24 meses (Tabelas V e VI). 
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TABELA V 

Isolamento de adenovirus de crianças doentes de acôrdo com a idade 

N.0 de N.O de 

Quadro clínico adenovírus 
N.º de 

% crianças 

isolados 
casos com 5 meses 

ou mais 

ITRS 

1 

Total 2 20 10,0 11 

1 

1 Broncopneumonia (2) (62) ( 3,2) (28) 

Bronquiolite (1) (35) ( 2,8) ( 8) 

Broncopneumonia e 
(2) (20) (10,0) ( 6) 

broquiolite 

ITRI -----
Bronquite (2) (11) (18,1) (10) 

1 

------

Outras (O) (17) ( 0,0) (13) 

Total 7 145 4,8 65 

-~ ------- -- ---- -· -·-- -···----··· --~------- ----

Total geral 9 165 5,4 76 

ITRS - Infecção do tracto respiratório superior 
ITRI - Infecção do tracto respiratório inferior 

TABELA VI 

% 

18,1 

( 7,1) 

(12,5) 

(33,3) 

(20,0) 

( 0,0) 

10,7 

------

11,8 

Aumento de títulos de anticorpos para adenovirus em crianças doentes de acôrdo com a idade 

Aumento 
Quadro clínico de 

N.º de 
% 

anticorpos 
casos 

ITRS 

1 

Total o 9 0,0 1 

Broncopneumonia (1) (28) ( 3,5) 

Bronquiolite 

ITRI Bronquite 

Outras 

Total 

Total geral 

354 

(2) (15) (13,3) 

(1) ( 3) (33,3) 

(0) (14) ( 0,0) 

4 60 

1 

6,7 

4 69 5,8 

ITRS - Infecção do tracto respiratório superior 
ITRI - Infecçíi.o do tracto respiratório inferior 

N.0 de 
crianças % 

com 5 meses 
ou mais 

4 

1 

( 0,0) 

(9) (11,1) 

-------

(5) (40,0) 

(3) (33,3) 

(4) ( 0,0) 

21 19,0 

25 16,0 
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Ao mesmo tempo, cumpre assinalar que 
a maior incidência de infecções causadas por 
adenovírus, indicadas quer pelo isolamento 
de vírus quer pelo aumento de anticorpos, 
foi observada em crianças de 5 a 11 meses. 

Grande proporção de crianças depois des
sa idade apresentou anticorpos fixadores de 
complemento na primeira amostra de sôro. 

Êsses resultados indicam que as crianças 
de mais de cinco meses se apresentam sus
cetíveis à infecção por adenovírus, enquanto 
que as crianças de menos de 4 meses pare
cem estar mais protegidas graças, provàvel
mente, à menor exposição à doença e a de
fesas recebidas do organismo materno. Por 
outro lado, a grande proporção de soros po
sitivos em crianças· do grupo etário compre
endido entre 12 e 24 meses mostra que a 
incidência dessa infecção em nosso meio é 
muito grande, de acôrdo com outras obser
vações. Levando em consideração a grande 
proporção de soros positivos no grupo etá
rio compreendido entre 12 e 24 meses 
(83,3·%), o pequeno número de isolamen
tos de vírus e de aumento de anticorpos ob
servado nêste trabalho, parece indicar que 
poucas crianças apresentando infecções cau
sadas por êsses vírus procuraram atendimen
to no Hospital das Clínicas da U. S. P., du
rante o período dêste estudo. 

Face ao número proporcionalmente eleva
do de isolamentos feitos em novembro de 
19M, é muito provável que tenha ocorrido 
um surto de infecções naquela ocasião, cau
sadas por adenovírus tipo 5, o que não é 
descrito com freqüência. 

Os isolamentos de vírus foram feitos pre
dominantemente nos meses correspondentes 
às estações de primavera e verão. 

SUMMARY 

Studies on respiratory infections among 
children in São Paulo. II - Adenovirus 

isolations and serological studies 

Between September 1964 and August 1967 
attempts were made to isolate viruses from 
oropharingeal specimens obtained from 258 

children (0-2 years old) with acute respira
tory infections attended by the General Hos
pital of the School of Medicine of the Uni
versity of São Paulo, Brazil. 

Out of 165 cases nine strains of adeno
virus ( 5. 4%) were isolated, being three of 
type 1, two of type 2 and four of type 5. 

Serological tests carried out in 69 paired 
sera showed significant a~tibody rises for 
adenovirus in 4 cases ( 5. 1%). 

No strains of adenovirus were isolated 
nor any increase of complement fixing anti
body titer for these viruses were observed 
in patients under 4 months old. 

Four strains of adenovirus, all type 5, 
were isolated from cases occurring during 
one month (November, 1964), and the other 
five strains types 1 and 2, were isolated dur
ing the rest of the period of study. 

The adenovirus strains were isolated from 
cases observed during Spring and Summer. 
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