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RESUMO

O virus influenza € um dos principais agentes etiolégicos das doengas respiratorias,
sendo responsavel, por altas taxas de mortalidade e morbidade em todo o mundo,
em individuos de todas as faixas etarias. Sdo poucos os dados da prevaléncia das
infecgées por virus influenza em pacientes pediatricos, imunossuprimidos e
ambulatoriais em nosso pais. Recentemente tem se procurado estabelecer uma
vigilancia destas infecgbes em nossa comunidade pelo sistema de informagao de
vigilancia epidemiolégica do virus influenza no Brasil. Com o objetivo de avaliar a
incidéncia e subtipar os virus influenza, na cidade de Curitiba, realizou-se o presente
estudo. Foram analisadas amostras de aspirados de nasofaringe ou lavado
broncoalveolar, no periodo de 2000 a 2003, de pacientes ambulatoriais, das
unidades de saude, imunossuprimidos da Unidade de Transplante de Medula Ossea
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, e hospitalizados em
outras unidades. O isolamento do virus foi realizado pela metodologia de Shell Vial
(SV), a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl) para a tipagem, e a subtipagem
foi realizada pela técnica de transcrigao reversa e reagdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR). Avaliou-se um total de 1621 amostras, com uma positividade de 8,3%
para o virus influenza, por “Shell Vial” e/ou imunofluorescéncia indireta, sendo
76,3% para o tipo A e 23,7% para o tipo B. Observou-se que, neste periodo
circularam os subtipos H1, H3 do tipo A e também, o tipo B, utilizando-se as técnicas
de transcrigdo reversa e reacdo em cadeia da polimerase. Os resultados obtidos
possibilitaram avaliar dados de incidéncia, sazonalidade, perfis demograficos e
clinicos relacionados ao virus influenza na cidade de Curitiba.
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ABSTRACT

Influenza virus is one of the important agents in the etiology of respiratory infections,
they are responsible for high rates of morbidity and mortality all over the world, in
persons of all ages. There are few data about the incidence of influenza virus in
pediatrics, immunosupressed and out patients in our country. Recently, local health
community is trying to establish a surveillance programme about the virus in our
region. In order to measure the incidence, seasonality and subtype the influenza
virus in Curitiba city, the present study was performed. It was analyzed
nasopharingeal aspirates and broncoalveolar lavage, in the period of 2000 to 2003,
from outpatients, form health unit, immunosupressed patients from Bone Marrow
Transplant Unit from General Hospital from Federal University and hospitalized ones
from others units. The virus isolation were made by Shell Vial (SV) methodology, the
indirect immunofluorescence (IFI) to type the virus, and to subtype the virus it was
performed the reverse transcription and polymerase chain reaction methodologies. A
total of 1621 samples were analyzed, with 8,3% of positive samples for influenza
virus, from that 76,3% for type A and 23,7% for type B. It was observed that in this
period, subtypes H1 and H3 for type A and type B virus were circulated, using the
transcriptase reverse and polymerase chain reaction. The results permit to establish
incidence, seasonality, demographic and clinical data related with influenza virus
infections in Curitiba city.

XVvil
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1 INTRODUGAO

A gripe € uma doencga respiratdria aguda causada pelo virus influenza e na
sua forma epidémica, ndo reconhece limites territoriais, se dissemina muito
rapidamente, de pais para pais. A doenca ocorreu em epidemias, sendo a “praga”,
como foi chamada, descrita em 412 a.C. por Hippocrates e 427-430 a.C. por
Thucidides (COUCH; KASEL, 1995, p. 431).

A mais devastadora epidemia ocorreu em 1918, vitimando aproximadamente
20 milhées de pessoas, sendo que, a metade das mortes aconteceu nos Estados
Unidos da América (EUA). Desde este episodio foram registradas pandemias,
menos severas, em 1957, 1968 e 1977 (KOLATA, 2002, p. 17).

O virus influenza vem causando esporadicas epidemias e pandemias com
significantes taxas de mortalidade e morbidade, onde as populagées mais atingidas
sdo as criangas e idosos, porém, relata-se o envolvimento do virus em todas as
faixas etarias, e criangas em idade escolar podem ser os principais transmissores.
(SUBBARAO, 1999, p. 352-355; ZAMBON, 1999, p. 3-5).

Devido ao grande impacto, no contexto da saude publica e das grandes
perdas no ambito sécio econdémico, causado pelas epidemias por influenza, a

~niza¢do Mundial da Saude (OMS) estabeleceu uma grande rede de vigilancia,
wwiifiouindo amplamente para o entendimento da epidemiologia e na formulagao
das vacinas para influenza, a partir de 1968, estdo sendo realizados levantamentos
das cepas que circulam no mundo e a selegao anual de vacinas. O desenvolvimento
de uma agenda global para o virus influenza tem como conteiido o agrupamento de
atividades prioritarias para reduzir a morbidade e mortalidade, nas epidemias e
dispde de uma série de consideragdes a fim de preparar a comunidade cientifica
para a préxima pandemia (EUA, WHO Global Influenza Programme, 2002).

Conforme estudos realizados nos EUA, ha relatos de epidemias, pelo virus
influenza, que ocorrem no inverno, todos os anos, e sao responsaveis por
 aproximadamente 114.000 hospitalizagées e 20.000 mortes por ano (BRAMMER et
al., 2003, p. 14-15).

No Brasil, de acordo com levantamentos realizados pelo Ministério da Saude
(MS), observou-se que de 1993 a 1996, houve uma média anual de 203.358

internagées por gripe e pneumonia. A distribuicdo geografica dessas internagGes
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ocorreu em regides mais populosas e que coincidentemente sdo as regides mais
frias, fator importante para a presenca do virus. Na distribuicdo por faixas etarias,
nos anos de 1996 e 1997, observou-se que 35% das internagdes ocorreram em
individuos entre 15 e 49 anos, ou seja, a faixa etaria mais produtiva da populacao e
também a mais numerosa (BRASIL, FUNASA-MS, 1999, P. 9-12).

Visando monitorar o impacto das infecgdes pelo virus influenza em nosso
ambiente, o MS propds um sistema de vigilancia nacional do virus. O programa tem
como objetivos, a discussao dos dados epidemioibgicos e o estabelecimento de uma
rede de diagnostico laboratorial a fim de caracterizar o agente etiolégico fornecendo
subsidios para o conhecimento basico da epidemiologia molecular para a producgao
de vacinas eficazes (BRASIL, FUNASA-MS, 1999, p. 13).

Trés centros brasileiros fazem parte da rede mundial de laboratérios de
Vigilancia de Influenza, coordenados pela OMS, sao eles, Instituto Evandro Chagas
no Para, Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro e Instituto Adolfo Lutz em Sao
Paulo, fazendo parte desta rede, o laboratério de Virologia do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) e o Laboratério Central do Estado
do Parana, referéncias no Parana, que sdo gerenciados pelo Instituto Oswaldo Cruz,
do Rio de Janeiro.

De acordo com levantamentos da Secretaria Estadual de Saude do Estado do
Parana, tem-se uma média anual de 14.425 pacientes internados, nas unidades de
satide de Curitiba, por doencas do aparelho respiratério, em diferentes faixas etarias,
sendo a pneumonia com causa desconhecida, a doenga de maior incidéncia. A
porcentagem anual de mortalidade proporcional foi de 11,5%, dados levantados de
1996 a 2001(BRASIL, Sistema de Informagdes em Saude, 2002).

Esses dados conferem a relevancia desse estudo para a compreensado dos
mecanismos evolutivos do virus, os quais sdo, a base para o seu controle, por meio

de imunizagéo e no apoio ao diagnostico.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

A gripe é uma doenca respiratéria aguda causada pelo virus influenza. O
termo influenza teve origem nos séculos XIV a XV, quando na regido de Florenca,
Italia, acreditava-se que as “influéncias” das conjung¢ées planetarias, pouco usuais,
atuavam na génese dos periodos de endemias com febre, tosse, calafrios, de inicio
sUbito, de rapida disseminagao, atingindo criangas, jovens e idosos (CABRAL et al,
1994, p. 110). Esta crenga persistiu durante alguns séculos, até que em 1933 o virus
foi isolado (SMITH; ANDREWS; LAIDLAN, 1933, p. 66-68), recebendo o nome de
virus influenza.

Ha relatos, de que a gripe tenha existido desde o comego da historia da
medicina, sendo descrita por Hippocrates em 412 a.C. e Thucidides em 427—431
a.C. (COUCH; KASEL, 1995, p. 431). Thucidides, em 431 a.C., descreve algumas
caracteristicas da enfermidade, relatando que, “... pessoas fortes e sadias seriam
afligidas com calores violentos na cabega e os olhos vermelhos inflamados, as
partes internas, como a garganta ou a lingua sangrando e exalando um halito fétido
e estranho” (KOLATA, 2002, p. 49).

Outro relato histérico denominado como, a mortal “enfermidade sudoral’,
ocorrida na Inglaterra no século XV, pode ter sido influenza, aparecendo primeiro em
1485, com surtos epidémicos, para desaparecer em 1552. Na Franga este mesmo
quadro foi denominado de “a gripe” (LAVAL, 1999, p. 70).

Em 1918, com a Primeira Guerra Mundial (1914-1918), a devastadora “Gripe
Espanhola”, causou o maior niumero de mortes por influenza. Mais de 500.000
pessoas morreram nos EUA, e 20-50 milhées de pessoas morreram no mundo
(CROSBY, 1989). Muitas pessoas morreram nos primeiros dias da infecgao e outras
logo apds, por complicagbes. Na gripe espanhola, metade das pessoas que
morrerah eram jovens, e adultos saudaveis, indicando a alta viruléncia da
subespécie circulante.. O RNA do virus da gripe de 1918 foi recentemente

recuperado, e suas proteinas, hemaglutinina e neuraminidase, seqiienciadas, na



21

tentativa de encontrar fatores que expliqguem a alta patogenicidade do virus de 1918
(REID et al., 2000; TUMPEY et al., 2002, p. 13849).

Posteriormente entre 1957 e 1958, ocorreu a gripe Asiatica causando
aproximadamente 70.000 mortes nos EUA. A gripe foi identificada, no final de
fevereiro em 1957 na China e disseminou-se para os EUA por volta de junho de
1957. Em 1968 e 1968, ocorreu a gripe de Hong Kong, esta pandemia foi detectada
em Hong Kong no inicio de 1968 e disseminou-se para os EUA no final do ano,
ocasionando aproximadamente 34.000 mortes nos EUA. Os relatos que se sequem
sao exemplos de novos virus da gripe, porém, nao foram responsaveis por
pandemias. Em 1976, ocorreu a gripe suina e soldados foram infectados em “New
Jersey”, EUA, porém nao se disseminou, devido a agdes profilaticas imediatas, com
a vacinagao de 40 milhdes de americanos. Em 1997, relatou-se a gripe aviaria em
Hong Kong, onde seis pessoas morreram, dezoito foram hospitalizadas devido a

cao de um novo subtipo de virus, previamente isolado de aves. Os oficiais de
Hong Kong ordenaram o exterminio de todas as aves da area. Desde entéo, nao foi
detectada nenhuma nova infecgao por este tipo viral. Em 1999, também em Hong
Kong, foi isolado um tipo de virus influenza em 2 criangas, com idade de um e quatro
anos. Este tipo viral, ainda nao havia sido encontrado em humanos, somente em
passaros. Nao se sabe como as criangas foram infectadas, mas ap6s hospitalizagao
se recuperaram totalmente (KOLATA, 2002, p. 108-283; COX; SUBBARAO, 2000, p.
413-414).

Desde 1977, dois subtipos de virus influenza do tipo A tém circulado, e em
fevereiro, do ano de 2002 a OMS e a “Public Health Laboratory Service” na
Inglaterra, reportaram a identificagdo de uma nova cepa do virus do tipo A, isolada
de humanos na Ingiaterra, Israel e Egito. Este novo subtipo parece ter se originado
de um rearranjo genético entre as duas cepas que estavam predominando. Este
mesmo subtipo foi anteriormente identificado, em dezembro de 1988 e margo de
1989, em 6 cidades na China, porém o virus ndo se disseminou (MAROZIN et al.,
2002; CHOI; GOYAL,; JOO, 2002; SCHRADER, 2003).

Em 1977, identificou-se um subtipo aviario do virus influenza e em 2003, na
China, esse subtipo acometeu uma familia que desenvolveu sinais e sintomas

respiratérios causando dois Obitos, no entanto, as informagdes obtidas foram
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insuficientes para esclarecer o modo de transmissao da doenca (HIROMOTO, 2000;
CDC, CDC Health Advisory, 2004).

Em fevereiro de 2003 na Holanda, foi reportada uma epidemia de um subtipo
de influenza aviario altamente patogénico, que acometeu aves domésticas em varias
fazendas. Mais recentemente houve relatos do mesmo subtipo em suinos e
humanos na Inglaterra, e entre passaros na Bélgica e Alemanha. Embora seja rara a
transmissao direta do virus influenza de aves para humanos, infecgdo esporadica
tem acontecido, o que alerta a comunidade cientifica, pois, a populagao nao esta
preparada imunologicamente para entrar em contato com esta nova cepa podendo
causar pandemias (CDC, Health Alert Network Update, 2004).

Ao final do més de janeiro de 2003, o “Department of Community Healith”, em
Michigan, relatou casos de doenca respiratdria associada ao virus influenza, com
complicagdes, incluindo problemas neuroldgicos, descrevendo-se altas taxas de
mortalidade e morbidade. Esta acometeu criangas e jovens até 21 anos, para
maiores esclarecimentos, estudos mais detalhados estdao sendo realizados, porém
os achados indicam uma alta freqiiéncia de complicagdes por influenza em criangas
e jovens saudaveis (WILKINS et al., 2003 p. 837-840).

Atualmente o mundo se prepara para a proxima pandemia de influenza
humana, e a comunidade cientifica procura por indicadores da eminéncia do evento.
Teremos uma nova pandemia por influenza? Quando acontecera? Esta é a grande
incerteza. Cogita-se que o virus tera origem de reservatérios de passaros aquaticos
da Eurasia, e envolvera um rearranjo nos suinos, resultando em um hibrido de cepas
humanas e aviarias (WEBSTER, 1997, S14).

2.2 CLASSIFICAGCAO

Os virus influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae, os genomas
compreendem 10 genes distribuidos em sete a oito segmentos de RNA — fita
simples, com polaridade negativa, sao envelopados e de simetria helicoidal (Figura
1). Todos os segmentos de RNA dos virus influenza A foram sequenciados e suas
fungdes definidas, como demonstrado na tabela 1 (COUCH; KASEL, 1995, p.433-
435).



23

Podem ser classificados em trés tipos: A, B e C. Os tipos A e B sédo
morfologicamente indistinguiveis, o tipo C & distinguido pela organizagdo das
moléculas glicoproteicas de superficie que se apresentam como raios na forma
hexagonal. Os virus podem ser tipados pelos seus antigenos de superficie
denominados hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) e hemaglutinina-esterase-
proteina de fusao (HEF), especificamente para o virus tipo C. Adicionalmente, os
virus influenza do tipo A podem ser subtipados de acordo com as proteinas,
hemagiutininas e neuraminidases, presentes no envelope viral. At¢ o momento,
quinze subtipos de hemaglutininas e 9 subtipos de neuraminidases foram descritos
(ZOU, 1997, p. 2623; ZAMBON, 1999, p. 3).

Os trés tipds podem também ser biologicamente diferenciados, de acordo
com outros achados. Primeiro, os virus influenza do tipo A tém sido isolados de
varias espécies animais, incluindo humanos. No entanto, os tipos B e C séo
exclusivamente patégenos da espécie humana. Segundo, as proteinas de superficie
do virus do tipo A exibem uma taxa de variabilidade maior que seus homologos tipos
B e C. Por ultimo, achados relacionados a morfologia e a estrutura molecular dos
tipos A e B demonstram uma homologia muito maior que o tipo C (KINGSBURY,
1991, p. 527-529).

Os virus Influenza dos tipos A e B, sdo pleomorficos. A forma filamentosa é a
mais freqliente, particularmente em isolados de cultura celular recente (Figura 2),
também se encontra, a forma esférica (Figura 3), em passagens seriadas em cultura
celular ou ovos embrionados. A forma esférica tem aproximadamente 80-120 nm,
contém 70-75% de proteinas, 20% de lipidios € 1% de RNA. O “core” viral contém o
material genético e trés proteinas com fungdes de polimerases, PB1, PB2 e PA, que
estdo ligadas ou fortemente associadas a nucleoproteinas (NP), o complexo tem
forma helicoidal. O envelope é composto por proteinas da matrix (M;) que cobre a
camada interna do envelope originado da camada bilipidica da célula do hospedeiro.
A superficie externa do virion influenza possui trés proteinas integrais de membrana:
a hemaglutinina homotrimeérica triangular, a tetramérica neuraminidase, em forma de
cogumelo, e a proteina homotetramérica M,. O virion RNA também codifica para
proteinas nao estruturais, encontradas somente em células infectadas: NSy e NS,
para Influenza A e B e a proteina chamada NB para Influenza B (COUCH; KASEL,
1995, p. 433-435; COUCEIRO, 2002, p. 120).



24

O virus influenza do tipo C tem homologias com os tipos A e B, com uma
diferenca significante na proteina designada como hemaglutinina esterase de fusao
(HEF) responsavel pela interagdo do virus com a célula hospedeira, induzindo a
fusdo e liberando o material genético para a replicagdo levando finalmente a
destruigdo da mesma (COUCH; KASEL, 1995, p. 435).

FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO VIRUS INFLUENZA

envelope
bilipidico

FONTE: Adaptado de WILLIANS, 1997
Legenda: HA, Hemaglutinina;
M1/M2, Matrix;
NA, Neuraminidase
NS, Proteina ndo estrutural,
vRNP, Ribonucleoproteina viral
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TABELA 1 - SEGMENTOS DE RNA GENOMICOS DOS ViIRUS INFLUENZA A E B E SUAS
PROTEINAS CODIFICADAS

Segmento Proteina
. Func¢ao da Proteina
RNA Codificada
) PB2 Ligacao ao RNA da célula hospedeira, transcricdo de
componentes do RNA.
5 PBA Iniciagdo da transcrigdo, componente da
transcriptase, possivel endonuclease.
3 PA Componente da transcriptase, alongamento do
mRNA.
Ligacao do virus a célula, giicoproteina de
4 HA superficies, trimero, principal componente antigénico,
antigeno alvo para CLT.
Complexo componente da nucleoproteina, associado
5 NP com cada segmento de RNA, componente da
transcriptase, expresso sobre a superficie celular,
antigeno alvo da CLT.
5 NA Atividade neuraminidase, glicoproteina de superficie,
tetramero.
M1 Proteina localizada sob a camada lipidica do
envoltério.
7
M2 Proteina n&o estrutural, antigeno alvo para CLT.
M3 Pequeno polipetideo.
NS1 Proteina nao estruturai, fungao desconhecida.
8
NS2 Proteina n&o estrutural, fungo desconhecida.

FONTE: CABRAL et al., 1994.
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FIGURA 2 — FORMAS FILAMENTOSAS DO VIiRUS INFLUENZA EM CULTURA CELULAR
INICIAL, VISUALIZADAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA

FONTE: CDC, www.vaccineinformation.org/photos/flu_cdc001.j

FIGURA 3 - FORMAS ESFERICAS DO VIRUS INFLUENZA, CULTURA CELULAR, APOS
VARIOS SUBCULTIVOS, VISUALIZADAS POR MICROSCOPIA
ELETRONICA

FONTE: CDC, www.vaccineinformation.org/photos/flu_cdc001.ipg
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2.3 VARIABILIDADE ANTIGENICA

O principal objetivo de um micrébio nao é ser replicado em seu hospedeiro
tanto quanto possivel, mas assegurar a perpetuagdo da sua progénie, por anos,
décadas ou até centenas de anos. O grande obstaculo para estabelecer esta
perpetuacao € a dificuldade do escape a resposta imunolégica do individuo. Com o
objetivo de estabelecer sua sobrevivéncia, o virus influenza utiliza diferentes
estratégias de heterogeneidade antigénica (JONG et al., 2000, p. 218).

Os virus influenza caracterizam-se por sua habilidade em sofrer alteragées
antigénicas, que vao se acumulando ao longo do tempo. Estas variagées sao
puntiformes, espontaneas e ocorrem na propor¢do de 1:104 a 1:103, por geragao
(CABRAL et al., 1994).

A mais drastica mudanca refere-se a uma alteragcdo completa das
glicoproteinas de superficie (HA, NA), por outro subtipo de virus influenza,

‘tando na introdugdo de um novo subtipo em uma populacdao nao protegida
(SMIRNOV et al., 1999, p.237-238).

A variabilidade antigénica do virus influenza ocorre de duas formas: tendéncia
antigénica (“antigenic drift") e mudanga antigénica (“antigenic shift”), como
exemplificado na figura 5. Mutagées no genoma do virus acontecem constantemente
como resultado da baixa fidelidade da RNA polimerase RNA - dependente
(replicase). Nestas mutacées ha a producdo de muitos gendtipos atenuados ou
inviaveis, porém, se uma nova variante emergir possuindo alguma vantagem,
sobrevivera e sua populagao se expandira. A variagdo menor, tendéncia antigénica
(“antigenic drift”), ocorre, quando o gene que codifica para antigenos da superficie
viral, a NA e a HA, sofre mutagdes gradativas, na ocasiao da replicagao viral, e que
se acumulam ao longo do tempo. Eventualmente as proteinas da particula viral,
tornam-se suficientemente diferentes e os anticorpos ndo sao capazes de neutralizar
os virus, resultando em uma variante capaz de causar doenga. A variagdo maior,
mudanca antigénica (“antigenic shift"), &€ menos freqiiente e se caracteriza quando
dois virus diferentes, de duas espécies distintas, coinfectam um mesmo hospedeiro.
Por rearranjo dos segmentos genémicos um novo virus & criado contendo elementos
dos virus originais. Neste processo a patogenicidade do novo virus torna-se

imprevisivel, pois, 0 mesmo, podera nao ter fatores de viruléncia ou ser altamente
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virulento. Este podera ser responsavel por nova pandemia (CABRAL, p.112, 1994
COUCH:; KASEL, 1995; ZAMBON, 1999, p. 4; JONG, 2000).

Passaros aquaticos sao reservatorios naturais de todos os 15 subtipos do
virus influenza tipo A. Na figura 4 pode-se observar a ocorréncia na natureza dos
varios subtipos de acordo com seus hospedeiros. Até o momento foram identificadas
15 hemaglutininas e 9 neuraminidases de subtipos diferentes. Todos os subtipos
foram isolados em aves, mas somente os subtipos H1N1, H2N2 e H3N2 estiveram
associados com epidemias em humanos. Até o0 momento, nao foram identificados
subtipos de influenza B (COX; SUBBARAOQ, 2000, p. 407-408).

Estudos ecologicos levaram a hipotese de que, todos os virus influenza de
mamiferos derivaram de amostras aviarias de virus influenza. Estas teorias tém
suporte nas anadlises filogenéticas de seqiéncias de acidos nucléicos dos virus
influenza do tipo A, em uma série de hospedeiros, de diferentes regides geograficas
e subtipos viral. Patos selvagens sdo os reservatérios naturais do virus, estes sao
replicados preferencialmente em células do trato intestinal, ndo causando doenga,
sendo excretados em grande concentragdo nas fezes. Virus influenza de aves ja
foram isolados de material fecal em aguas de lagos, indicando que um grande
numero de patos jovens, infecta as aguas através das fezes, especialmente nos
periodos de migracdo. A natureza avirulenta da infecgdo por influenza aviaria em
patos, resulta em uma adaptagao do virus ao seu hospedeiro, por centenas de anos,
criando-se assim um reservatério que assegura a perpetuacao do virus (WEBSTER,
1998, p. 436-437).

O acido sidlico, abundante nas células do trato respiratério é o receptor para
os virus influenza, especificamente pela ligagdo da hemaglutinina a cadeia lateral de
oligossacarideo nas células hospedeiras, que se apresenta, na posicgo -2,3 em
aviarios, e a-2,6 em humanos. Os suinos podem ser infectados simultaneamente por
cepas de virus influenza aviarias e humanas, por possuirem receptores NeuAca 2,3
Gal e NeuAc a 2,6 Gal nas élulas do epitélio traqueal. Os suinos sdo desta forma
considerados os reservatorios intermediarios do virus, onde ocorre o rearranjo
genético originando um novo subtipo do virus influenza A sendo potencialmente
pandémico (COUCEIRO; BAUM, 1994; COX; SUBBARAO, 2000; JONG et al., p.
218-219; WAGNER; MATRSOVICH; KLENK, P. 160-161, 2002).



FIGURA 4 - DISTRIBUICAO DE HEMAGLUTININAS E NEURAMINIDASES DO
VIRUS INFLUENZA A NA NATUREZA

Distribuigao Natural
Influenza A
Subtipos Hemaglutinina

Distribuigdao Natural

Influenza A
Neuraminidase

FONTE: Adaptado de: <www.glycoforum.gr.jp/science/world/gif0009/gd_a06e.jpg
Legenda:



http://www.glycoforum.gr.jp/science/world/gif0009/gd_a06e.jpg

FIGURA 5 - VARIABILIDADE DO VIRUS INFLUENZA
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FONTE: Adaptado de: www.glycoforum.gr.jp/science/world/gif0009/gd_a06e.jpg
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2.4 NOMENCLATURA

De acordo com a OMS, a nomenclatura dos virus influenza inclui o tipo
antigénico A, B ou C, o hospedeiro de origem (exceto para isolados humanos),
origem geografica, numero da linhagem, ano do isolamento, e para influenza A, os
subtipos H e N. Como exemplo tem-se o isolado humano, A/Hong Kong/1/68 (H3N2)
e o isolado de ave A/ganso/Ontario/6118/68 (H8N4) (CABRAL et al., 1994, p. 110-
111).

2.5 TRANSMISSAO E INFECCAO

A transmissdo ocorre através de secre¢des respiratdrias, transportadas ao
meio ambiente pela tosse ou espirros e transferidas para um novo hospedeiro. A
infecgéo inicia-se nas células do epitélio traqueo-bronquial, onde se da o primeiro

.0 de replicagao viral em 4-6 horas. Alta viremia pode ser observada durante este
periodo da infeccdo. O vestibulo do nariz é delineado por células do epitélio
escamoso e a nasofaringe por um epitélio composto por varios tipos celulares.
Posteriormente tem-se uma zona estreita, composta de um epitélio de transicao,
seguida de uma zona de epitélio ciliado com numerosas células produtoras de muco
(células globet). No nariz encontra-se um epitélio especializado, que permite
conexao direta com o sistema nervoso e trato respiratorio, sendo um caminho em
potencial para a entrada do virus naquele sistema (WRIGHT, 1997, p. 703-704;
KAWAOKA et al., 1989, p. 4603-4604; ZAMBON et al., 1999, p. 5).

Fujimoto e colaboradores (1998), relatam encefalopatia aguda ou encefalite
associada ao virus influenza em um estudo multicéntrico, e seus resultados
demonstram a presenca de parte do genoma do virus no sistema nervoso central.

O virus penetra na célula por interagdo com os receptores da superficie da
célula hospedeira e o material genético € internalizado. Os genes virais sao
transcritos e traduzidos pelas enzimas e ribossomos do hospedeiro. Assim o virus
tem a producgao de todos os componentes da sua particula, utilizando a maquinaria
da célula hospedeira. O virus reconstruido é eliminado da célula por brotamento

levando uma por¢do da membrana da célula hospedeira. A patogenicidade da



infecgao pelo virus em humanos ndo é completamente estabelecida e embora se
conhega o determinante molecular de viruléncia, a questao, do porque um virus é
mais virulento que o outro, ainda € uma incognita (KAWAOKA et al., 1989, p. 4603-
4604; WRIGHT, 1997, p. 703-704; ZAMBON et al., 1999, p. 4-5; WILLIANS, 1997;
COX; SUBBARAOQO, 2000, p. 407-408; JULKUNEN et al., 2001, p. S33).

Na figura 6 estd demonstrada a ligagao entre o dominio globular da espicula
de HA e o residuo de acido sidlico. O virus entra na célula em um mecanismo
mediado por receptor e € capturado no endossoma. A bomba de protons (Figura 7)
no envelope (proteina M2) e na membrana do endossoma, € ativada, como
resultado, o pH no interior do endossoma se aproxima de 5,0, este, tem dois efeitos.
Primeiro, o canal de transporte de cation, é ativado de maneira que os prétons
movem-se para dentro do virus, 0 que causa a liberagao da vRNP para sua entrada
no nucleo (Figuras 7, 8 e 9). O segundo evento acontece apds a ativagao da
espicula proteica e mudanga conformacional da HA, e para que ocorra é necessario

na clivagem anterior da HA em HA1 e HA2, que contém, além do sitio de ligagao,
uma regiao peptidica que catalisa a fusdo entre a membrana viral e do endossoma.
Os trés peptidios, com o dominio transmembranico assumem configuragao
alternada, que move a terminagdo amina hidrofébica de cada peptideo de fusdo do
interior da espicula de HA e sao projetadas para fora. O peptidio de fusao € uma
sequéncia hidrofébica encontrada na terminagdo amina de cada trés peptidios
transmembranicos, que forma parte da estrutura do complexo da espicula de HA. A
fuséo entre o envelope viral e a membrana do endossoma resulta em uma conexao
direta entre o interior da particula viral e do citosol. Como resultado o acido nucléico
viral escapa para o citosol (Figura 8) (WILLIANS, 1997, COX; SUBBARAO, 2000, p.
407-408; JULKUNEN et al.,, 2001, p. S33).

As VRNPs separam-se da proteina da matriz M1 e sao transportados do
endossomo para o nicleo da célula, durante a passagem pela vesicula endossomal,
a estrutura com tamanho aproximado de 10-20nm, alcanga aproximadamente 23
nm, sendo transportada através dos poros nucleares, para o nucleo. Os segmentos
de RNA sao fitas com senso negativo e ndo servem diretamente como mRNAs.
Assim cada VRNP carrega um complexo trimérico de polimerase PA, PB1 e PB2
associado com a extremidade 5’ terminal RNA (Figura 8). A cadeia simples de RNA,

negativa, age como molde durante a replicagdo do RNA para a produgdo do mRNA,
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utilizando a RNA replicase. No nucleo da célula hospedeira, a polimerase viral cliva
de 12 a 15 nucleotideos, da extremidade 5 terminal de um mRNA ou pré-mRNA
celular, através de um mecanismo de “snatched cap” (Figura 9), o oligonucleotideo
gerado sera o iniciador para o elongamento e elaboragdo do mRNA viral. A sintese
da proteina viral ocorre em dois estagios. Durante as primeiras 2-3 horas apds a
infeccdo, os mMRNAs da nucleoproteina, que fazem parte da estrutura da
ribonucleoproteina viral, as trés polimerases e outras proteinas sdo exportadas do
nucleo para o citosol por ribossomas livres, caracterizando uma infecgdo precoce
(Figura 10). Estas voltam ao n(cleo para a sintese de HA, NA, M1, M2 e NS2. Apods
a sintese de todas as proteinas no reticulo endoplasmatico, como oligdmeros de
dois ou mais polipeptidios, as mesmas sao transportadas pelo complexo de Golgi
até a membrama plasmatica. Depois da formag¢do da estrutura trimérica da HA,
como outras proteinas sintetizadas no reticulo endoplasmatico, estas proteinas do
envelope, migram para a membrana celular, por meio de mecanismos de
sinalizacdo. As ribonucleoproteinas virais que acabam de ser elaboradas no nucleo
sao transportadas para a membrana plasmatica a fim de formar as particulas virais,
que sao liberadas por brotamento, levando a membrana plasmatica, para o exterior
da célula (Figura 11) (KINGSBURY, 1991, p. 531-538; WILLIANS, 1997).

FIGURA 6 - INFECCAO PELO VIRUS INFLUENZA, LIGACAO COM O ACIDO SIALICO
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FONTE: Adaptado de WILLIANS, 1997



FIGURA 7 - INFECCAO PELO VIRUS INFLUENZA, BOMBA DE PROTON (M2)
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FIGURA 8 - INFECCAO PELO VIRUS INFLUENZA, LIBERAGAO DA vRNP PARA O
CITOSOL
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FIGURA 9 - INFECCAO PELO VIRUS INFLUENZA, “snatched cap”
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FIGURA 10 — FASE PRECOCE DA INFECGAO PELO VIRUS INFLUENZA: TRADUGAO
DAS PROTEINAS FORMADORAS DO NUCLEOCAPSIDEO VIRAL
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FIGURA 11 — FASE TARDIA DA INFECCAO PELO VIRUS INFLUENZA: FORMACAO DAS
PROTEINAS DE SUPERFICIE VIRAL
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2.6 IMUNOLOGIA

A infecgao natural ou a vacinagao com o virus influenza produz uma resposta
imune humoral e secretoria primaria, das quais participam em forma seqiiencial as
imunoglobulinas IgM, IgG e IgA. A respostas destes anticorpos a cada um dos
antigenos de superficie HA e NA e aos antigenos internos sdo eventos
independentes. A resposta nos adultos € mais complexa, devido as reinfecgées com
os diferentes subtipos circulantes e pelo fendmeno da doutrina do pecado antigénico
original, isto €, a resposta anamnésica de anticorpos, € superior aquela gerada
durante a primeira exposi¢ao (KNEZ, 1991, p. 118-119). Os anticorpos anti-HA s&o
neutralizantes e especificos da cepa, protegem contra sucessivas infecgdes com o
mesmo virus, prevenindo a enfermidade e a imunidade é duradoura. Os anticorpos
anti-NA ndo sao neutralizantes, sdao menos protetores e atuam diminuindo a
transmissao da infecgao, devido a fungdo da NA, que esta relacionada com o

brotamento de novas particulas virais. Os anticorpos nao previnem a infecgao inicial
(REID et al., 2000, p. 6785).



Nas formas graves da infecgao, anticorpos do tipo IgA sado encontrados no
soro e secre¢gdes nasofaringeas, estes se mantém durante 4-8 meses nas infec¢des
moderadas e mais de 8 meses nos quadros graves e complicagdes por pneumonias
(KNEZ, 1991, p. 118-119).

A infecgao produtiva pelo virus em células epiteliais leva a destruicao de preé-
mRNAs, inibindo as etapas translacionais dos mRNAs e morte das células
hospedeiras, por mecanismos citoliticos ou apoptéticos. No entanto, durante a
infecgdo, as células respondem de varias maneiras, tentando restringir o
espalhamento do virus. Varios fatores transcricionais sao ativados, com produgao de
citocinas e quimiocinas. As quimiocinas, moléculas secretoras, possuem receptores
em diferentes subpopulag¢des de leucdcitos e sao produzidas de acordo com o tipo
celular e estimulo. As quimiocinas produzidas na infecgao pelo virus influenza,
preferencialmente favorecem o recrutamento de células inflamatérias ao sitio da
infecgdo. As citocinas ativam um sistema de defesa antiviral, pela liberagdo de
interferon a e B, ou citocinas proinflamatérias, como interleucina 1 (IL-1), interleucina
® 11L-6) e fator de necrose tumoral a (TNF-a), pelos macréfagos e células dendriticas
wULKUNEN et al., 2001, S33-835).

2.7 CARACTERISTICAS CLINICAS

Para o diagnéstico clinico da gripe, comumente, se utiliza uma série de sinais
e sintomas, porém infecgdes por influenza ou outros virus respiratorios e bactérias
podem causar sinais e sintomas similares quando atingem o trato respiratorio
superior e a intensidade, gravidade e freqiéncia dos sintomas podem variar.
Padroes de influenza e resfriado comum sao comparados na tabela 2.

O primeiro sinal de gripe € o inicio abrupto com febre, de 37,7 — 40,0 °C,
seguido de tosse seca. A temperatura declina gradualmente, mas a febre persiste
por mais de uma semana. Outros sintomas incluem calafrio, anorexia, cefaléia
generalizada ou frontal, mialgia e artralgia severas, fraqueza e fadiga. Os sintomas
podem predominar com odinofagia e tosse persistente nao produtiva, com ou sem
dor toracica substernal ou pleuritica. Os pacientes podem apresentar conjuntivites,

dor ao movimentar os olhos, fotofobia e faringite ndo exudativa. A contagem de
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leucécitos pode estar normal ou abaixo do normal. A radiografia do torax revela
infiltrados nao agudos (MONTALTO, 2003, p. 111-112).

Criangas freqientemente apresentam otite meédia, conjuntivite, faringite,
produgdo de catarro e sintomas mais graves de infecgdo do trato respiratorio
superior, como crupe durante a fase aguda da infec¢gao. A mais severa complicagao
€ a pneumonia que se desenvolve em 1 — 2 dias e pode resultar em insuficiéncia
respiratéria e morte. Pacientes com doengas de base como doengas
cardiovasculares, bronquite crénica, doenca pulmonar obstrutiva ou asma tem
grande risco de desenvolver gripe associada a infecgao bacteriana. Pneumonia por
bactérias usualmente inicia-se varios dias apos o inicio dos sintomas e esta
associada com Sftreptococcus pnemoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae ou Estreptococos 3 hemittos. Por outro lado, S. pneumoniae, H.
influenzae e Moraxella catarrhalis sao os patégenos comumente envolvidos nas

otites média (JULKUNEN, 2001, S32).

TABELA 2 - COMPARAGAO GRIPE X RESFRIADO

APRESENTAGAO GRIPE RESFRIADO
) ) Localizado
QUADRO CLINICO Sistémico
(nariz/garganta)
INICIO DOS
Abrupto Gradual
SINTOMAS
FEBRE Usualmente alta Ausente/baixa
Calafrio, mialgia, queda do
SINTOMAS estado geral, tosse, dor de Coriza, congestéo nasal.
garganta.
GRAU DE EXAUSTAO Importante Leve ou moderado

1 ou 2 semanas: comumente

EVOLUGAO evolui com tosse, podendo Rapida recuperagao
estender-se

COMPLICAGOES Graves: ex: pneumonia Leves/moderadas

OCORRENCIA Sazonal: outono/inverno Todo o ano

FONTE: Adaptado de MONTALTO, 2003.



2.8 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Em 1947, logo que foi instituida, a OMS criou um sistema de controle de
ambito internacional para fornecer um alerta assim que se detectasse uma epidemia
de gripe (KOLATA, 2002, p. 109). Assim, se estabeleceu uma rede de vigilancia que
muito contribuiu para entender a epidemiologia do virus e forneceu dados regulares
para a formulagao da vacina. Posteriormente foi elaborado o “WHO Global Influenza
Programme”, que compila atividades prioritarias para reduzir a morbidade e
mortalidade das epidemias anuais pelo virus influenza, bem como, elabora um plano
de contingéncia para a préxima pandemia. Estabelece ag¢des para vigilancia e
controle no ambito nacional e internacional. O Center of Disease Control (CDC)
mantém informagGes semanais sobre a ocorréncia dos virus no mundo. Nas tabelas
3 e 4, descreve-se a ocorréncia do virus influenza no século XX (EUA, WHO Gilobal
Influenza Programme, 2002; EUA, CDC Weekly Report).

No Brasil, alguns estudos tém sido realizados, demonstrando a incidéncia e
importancia do impacto das viroses respiratdrias na nossa populagao.

A devastadora, “gripe espanhola”’, de 1918, também acometeu o Brasil,
sendo chamada de “La dansarina”. Chegou ao Brasil em Recife, trazida pelo navio
Demerara, que viera do continente Europeu, expandindo-se para o restante do pais.
O impacto da gripe espanhola foi igualmente devastador como no restante do
mundo, sendo descrito por Brito, (1977), “... a cidade foi progressivamente
paralisando até ganhar um ar sepulcral”.

No periodo de 1980-1981 foi realizado um estudo virolégico e soroldégico no
Rio de Janeiro, onde, se analisou 592 espécimes clinicos, sendo encontradas 8
amostras positivas para o subtipo H3N2, 7 em criangas abaixo de 5 anos e 1 adulto.
No mesmo estudo, o virus do tipo B foi isolado no ano de 1981 (NASCIMENTO et
al., 1984).

Outro estudo também realizado no Rio de Janeiro, em um periodo de quatro
anos, relata a incidéncia do virus influenza do tipo A e B, em criangas com idade
abaixo de 5 anos, demonstrando uma incidéncia variavel de ano para ano de 1-11%
(NASCIMENTO et al, 1991).
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Um inquérito soroepidemioldgico, para detectar a prevaléncia de anticorpos
para os sorotipos do virus influenza foi realizado em Belém, Estado do Para, no
periodo de 1992-1993. Foram detectadas altas taxas de prevaléncia de anticorpos
aos subtipos de influenza tipo A H1N1, H3N2 e B, em todas as faixas etarias
(SANTOS; CARDIAS; MELLO, 1997).

Em Fortaleza, Estado do Cear3, observou-se uma incidéncia de 5,7% para os
virus influenza em um estudo com 63 familias da zona urbana, onde analisaram-se
cento e setenta e cinco criangas (ARRUDA et al., 1991).

Realizou-se no Rio de Janeiro uma analise soroldgica para o virus influenza
tipo C, por meio da metodologia de inibicao de hemaglutinagao, registrando-se um
percentual significativo de 56,7% de individuos que apresentaram anticorpos contra
o virus (MOTTA; LUIZ, COUCEIRO, 2000).

Foi registrado na cidade de Iporanga, estado de Sao Paulo, um surto de
doenga respiratéria aguda, no periodo de junho e julho de 1999, onde foram
notificados 324 casos, sendo que o virus influenza, subtipo H1N1, foi isolado em
57,1% deles. Este surto acometeu individuos de todas as faixas etarias, porém entre
50-60 anos, foi identificado somente um paciente de 52 anos, ndo vacinado,
concluindo-se que houve uma cobertura vacinal eficaz nessa faixa etaria (PAIVA et
al, 2001).

Um outro estudo foi realizado no estado do Rio Grande do Sul, com o objetivo
de demonstrar etiologia viral, nas doencas respiratérias agudas, em criangas
atendidas nos servicos de emergéncia, ambulatério e criangas hospitalizadas. Os
autores demonstraram que o virus influenza estava envolvido em 1,7% daquelas
infecgcoes (STRALIOTTO et al., 2002).

No ano de 2003, foi registrada no Brasil, nas regides sudeste e centro oeste a
circulagdo de uma variante da B/Victoria/2/87 a B/Hong Kong/330/2001. Observou-
se uma alta incidéncia dessa variante em criangas menores de 4 anos, porem, esta
foi menor entre os pacientes maiores de 60 anos, atribuindo-se este fato a uma
protecao adquirida pela circulagdo da estirpe B/Victoria/2/87 que circulou nas
Ameéricas em 1990-1991. Explicando-se desta forma a incidéncia mais elevada em
criangas menores de dez anos, que nao desenvolveram anticorpos a estirpe que
circulou em 1990-1991 (PAIVA et al., 2003).
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Em estudo desenvolvido no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana, envoivendo pacientes transplantados de medula 6ssea, no periodo de
marco de 1993 a agosto de 1999, relatou-se um envolvimento de agentes virais em
17% dos pacientes, com sinais e sintomas de infec¢ao respiratoria aguda. Sendo
que os virus influenza foram responsaveis por 38% das infecgbes. A taxa de
mortalidade foi de 37%, sendo maior nos pacientes infectados pelo virus influenza
do tipo A e adenovirus (RABONI et al., 2003).

Um estudo longitudinal e prospectivo, em criangas menores de 2 anos que
apresentavam infec¢ao respiratéria aguda alta, foi realizado em Salvador, estado da
Bahia. O estudo teve como objetivo determinar a frequéncia, sazonalidade e alguns
padrdes clinicos da infecgdo. Observou-se nesse estudo, uma incidéncia de 6% para
os virus influenza e uma sazonalidade que coincidiu com os meses de maior indice
pluviométrico (SOUZA et al., 2003, p.184-191).

Todos esses achados demonstram a grande importancia de se determinar os
padrées de incidéncia, sazonalidade e de clinica associados as taxas de morbidade

e mortalidade, devidas as infecgdes pelos virus respiratorios na nossa populagdo.



TABELA 3 - PANDEMIAS CAUSADAS PELOS VIRUS INFLUENZA NO SECULO XX

ANO NOME /SUBTIPO FONTE IMPACTO

1918 Gripe Espanhola Possivelmente emergiu hospedeiro suino ou Pandemia mundial com >20 milhdes de
(Virus H1IN1 semelhante a suino) aviario de um H1N1 mutante mortes

1957 Gripe Asiatica (H2N2) Possivelmente rearranjo de HIN1 animalcom .40 ia desaparecimento de HIN1

humano e cepa aviaria da Asia

Gripe de Hong Kong Provavelmente rearranjo de cepa animal com . _

1968 (H3N2) humano H2N2 e avidria H3Nx da Asia Pandemia, desaparecimento de H2N2

Pandemia benigna, primeiro envolveu
1977 Gripe da Russia (H1N1) Desconhecida. Cepa idéntica & humana de 1950. pessoas nascidas depois de 1950 H1N1,

Reaparecimento da cepa China e Sibéria

cocirculagdo com H3N2 em humanos desde
1977.

FONTE: Adaptado de: www.cdc.gov/ncidod/eid/vol5Sno2/snacken.htm2.10

TABELA 4 - INCIDENTES LIMITADOS CAUSADOS PELOS VIRUS INFLUENZA NO SECULO XX

ANO NOME /SUBTIPO FONTE IMPACTO
A EUA/New Jersey. . .

1976 Gripe suina Virus suino Localizada em campo militar, com 1 morte.
Holanda. . .

1986 HINT Virus suino derivado de fonte aviaria. Paciente com pneumonia grave

1988 Gripe suina EUA/Wiscosm. Mqlher gravida morre apds exposicéo a
Gripe suina animal doente
Holanda. 2 criangas com doenga grave. Pais acham

1993 H3N2 Rearranjo entre cepa humana antiga H3N2 ter transmitido aos filhos apds exposi¢do

(1973/75-like) e aviaria H1N1

com suinos.

FONTE: Adaptado de: www.cdc.gov/ncidod/eid/volSno2/snacken.htm2.10


http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol5no2/snacken.htm2.10
http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol5no2/snacken.htm2.10
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2.9 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os métodos rotineiros para a detecgao dos virus influenza humano incluem o
isolamento viral, detecgao de antigenos por imunofluorescéncia, sorologia e mais
recentemente métodos baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
(FOUCHIER et al., 2000, p. 4100).

A infecgao pelo virus influenza, na maioria das vezes, apresenta-se de uma
maneira branda e que se resolve em uma ou duas semanas, porém pode estar
associado a complicagdes do trato respiratorio alto ou baixo, especialmente em
idosos e individuos com doengas cronicas, podendo ser fatal. O diagnéstico clinico
realizado pelo médico é dificil e diferentes patégenos podem produzir doengas
respiratérias com os mesmos sintomas. Conseqiientemente, existe a necessidade
de técnicas diagnosticas sensiveis para a confirmagao do diagnoéstico clinico. Na
tabela 5, apresentam-se varias metodologias laboratoriais, que atualmente estdo
disponiveis para o diagnastico, entretanto e cada uma delas apresenta vantagens e
desvantagens (ELLIS; ZAMBON, 2002, p. 375).

2.9.1 Cultivo Celular

Madin Darby Canine Kidney (MDCK) sao células epiteliais protétipo para o
crescimento do virus influenza (HERRMANN, et al., 2001, p. 134). Tradicionalmente,
o isolamento dos virus respiratorios, tem sido realizado, utilizando-se varias
linhagens celulares em tubos de cultura convencionais. Este método é considerado
“padrao ouro” para o diagnostico de infecgdes do trato respiratério. Tipicamente, os
tubos de cultura sdo conservados por 14 dias, e monitorados para a presenga de
replicacao viral por hemadsorgdo e hemaglutinagdo. As desvantagens da técnica
incluem o longo periodo de incubagao, trabalho arduo durante a manutengao dos
tubos e a exigéncia de um profissional treinado (OLSEN et al, 1993, p. 422;
COVALCIUK; WEB; CARLSON, 1999, p. 3971; MITNAUL et al, 2000, p. 6015;
NOYOLA et al., 2000, p. 1161).



TABELA 5 - COMPARAGCAO DAS PROPRIEDADES DOS METODOS DIAGNOSTICOS PARA DETECCAO DO VIRUS INFLUENZA

Tipo Custo Numero
Método de Por Rapidez® de amostras® Vantagens Desvantagens

~ Amostra teste (£)

Cultura SXE £10-£20 3.7 dias Baixo Avaliagdo da particula viral inteira Tempo

(CCeSV) Swab Nasal Recuperagao do virus Requer viabilidade viral
ANF Rapidez Requer células intactas

IFI BAL £1_0 2h—-1dia  Medio N&o requer viabilidade viral Nao recupera particula vural‘
Swab Nasal Requer equipamento especial
ANF . .

15 min. Rapidez Custo

EIA BAL £5-£30 -1 dia Alto N&o recupera particula viral
Swab Nasal
ANF
BAL Sensivel Custo

RT-PCR Swab.NasaI £30-£50 1-2 dias Alto Permite analises moleculares avangadas Nao‘ recupera parhqula viral
Material p6s- Equipamento especial
mortem

Sorologia ) . Necessita de anélise de 2
Soro £5 2 dias Alto Sensivel especifico

HI/CFT® amostras pareadas

44

FONTE: Adaptado de ELLIS; ZAMBON, 2002.
LEGENDA: ANF: Aspirado de Nasofaringe; BAL: Lavado Bronco Alveolar, CC: Cultura Convencional; EIA: Enzimaimunoensaio; IFl: Imunofluorescéncia;
HI: Inibig&o de Hemaglutinagdo; CFT. Fixagdo de Complemento, RT-PCR: Transcrigdo Reversa-Reagdo em Cadeia da Polimerase;
SV: Shell Vial.
NOTAS: ®Tempo de analise da amostra desde a coleta.
®Total de amostra incluidas em um teste.
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Atualmente, padronizou-se a técnica de cultura celular por centrifugagcao
rapida, comumente chamada de “shell vial” (SV). A utilizacado do SV, minimiza as
desvantagens do cultivo convencional. A técnica consiste na conservagao das
linhagens celulares que formam a monocamada de ceélulas confluentes, em
laminulas, as quais estao introduzidas em tubos com tampa de rosca e possiveis de
serem centrifugados. A amostra € inoculada no referido tubo, este € centrifugado e
apoés 24 a 48 horas de incubacgao ja se obtém o resultado da replicagao viral. O
método de SV estd sendo amplamente utilizado, apresentando uma boa
sensibilidade, quando comparado com os cultivos celulares convencionais. As
vantagens descritas sao o tempo utilizado para a obtencao do resultado, bem como,
a facilidade na aplicagdo da metodologia (OLSEN et al., 1993, p. 422-425;
NAVARRO-MARI et al., 1999, p. 2346-2347, MEQDAM; NASRALLAH, 2000, p. 518-
523; MAITREYI, et al., 2000, p. 41-47; MEQDAM; NASRALLAH; AL-SHURMAN
2001, p. 59-65).

2.9.2 Imunofluorescéncia

Consiste na utilizagao de anticorpos monoclonais e conjugados especificos,
resultando em uma avaliagédo rapida, que permite identificar virus diretamente na
amostra clinica e cultura celular (MAGNARD et al., 1999, p. 215-220; NOYOLA et al.,
2000, p.1161-1165; IRMEN, et al., 2000, p.396-403).

Um numero significativo das doencgas respiratérias € devido a infecgoes virais.
A decisao de usar antibidticos ou agentes antivirais, se baseia nao somente no
diagnostico clinico, mas também no diagnéstico laboratorial rapido. A sensibilidade e
especificidade do procedimento de imunofluorescéncia, comparado com cultura por
SV s3o de aproximadamente 85% e 87%, respéctivamente; se comparado a cultura
convencional & de 69% e 97% respectivamente. O teste é pratico e eficiente para a
identificagao dos diferentes virus respiratérios em células de aspirado de nasofaringe
(ANF) (UEDA et al., 1998, p. 343-344; IRMEN et al, 2000, p.396-403).
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2.9.3 Técnicas de Biologia Molecular para Caracterizagao dos Virus Influenza

Técnicas de PCR tém sido desenvolvidas para a deteccao especifica e
subtipagem do virus influenza. Sao técnicas de alta sensibilidade e especificidade,
porém sdo metodologias dificeis de implementar na rotina dos laboratérios (van
ELDEN et al.,, 2001, p. 199-200; SCHWEIGER et al., 2000, p. 1552). Diferentes
metodologias moleculares foram padronizadas para a aplicagao na investigagao do
virus influenza (COOPER; SUBBARAO, 2000; FUJIMOTO et al., 1998, HERRMAN;
LARSSON; ZWEYGBERG, 2001).

A metodologia de transcricdo reversa multiplex por PCR, que envolve a
amplificagao simultanea de mais de uma sequéncia alvo, em um unico tubo de
reagao, utilizando mais de um iniciador, combina sensibilidade e rapidez. A técnica

permite identificar cepas circulantes, podendo estabelecer rapidamente importantes
informagbes as autoridades de saude, o que facilita uma apropriada vacinagao e
tratamentos profilaticos em pacientes de risco (ELLIS; FLEMING; ZAMBON, 1997, p.
2076-2082; GRONDAHL et al., 1999, p. 1-7).

Aves migratorias e aguas contaminadas pelas fezes desses animais sao os
reservatérios naturais do virus influenza. Pensava-se que os virus influenza de
origem aviaria s6 eram transmitidos ao homem por coinfecgbes ou rearranjos
genéticos de aves e suinos, porém, o evento zoonoético acontecido em Hong Kong,
pela combinagao dos subtipos HSNS e HIN2, sugere que os virus influenza aviarios
estao sendo transmitidos diretamente ao homem. O fenétipo e a heterogeneidade do
virus aviario ou suino podem resultar em um exame falso negativo, pelas técnicas
usuais. A metodologia de PCR utilizando como alvo, genes da “matrix”, conferem
sensibilidade, especificidade e sao aplicaveis a todas variantes genéticas do virus
infuenza A (FOUCHIER; BESTEBROER; HERFST, 2000, p. 4096-4101). A
metodologia, que utiliza enzimas de restrigao, pode também ser utilizada para avaliar
e distinguir as sequéncias gendmicas dos virus influenza, tanto em humanos quanto
em aves (COOPER; SUBBARAO, 2000, p. 2579-2583).

A técnica diagnéstica alternativa, padronizada recentemente € a PCR em
tempo real, ensaio rapido que permite a detecgao simultanea de subtipos diferentes
do virus em amostras clinicas. O meétodo gera resultados em 4 a 5 horas e nao

requer nenhum procedimento pds-PCR, com a vantagem de medir o numero de
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copias virais. A metodologia consiste na utilizagao de iniciadores e sondas do virus
influenza, selecionada pelo “software Primer Express” (PE Applied Biosystems),
baseados em regides conservadas de varios subtipos e gendétipos do virus influenza
A (gene da proteina da matrix) e virus influenza B (gene segmento da
hemaglutinina). A amplificagdo e detec¢dao dos produtos sao realizadas com
equipamento automatizado, durante a amplificagao ocorre um monitoramento
quantitativo da amplificagdo por PCR através de emissées de compostos
fluorescentes. A quantificagao por PCR em tempo real auxilia no manejo clinico e
avaliagao da terapia antiviral (van ELDEN et al., 2001).

A tecnologia de “microchip arrays” revolucionou o estudo da expressao génica
em diversos organismos, sua aplicacdo € uma ferramenta diagnostica promissora,
visto que permite a detecgao simultanea de centenas, milhares de seqiéncias de
acidos nucléicos, porém, os altos cuétos ainda sao fatores limitantes para o
desenvolvimento e aplicagao desta tecnologia (LI; CHEN; EVANS, 2001, p. 696-
704).

2.9.4 Inibicao de Hemaglutinagao

O principio do teste, inibicdo de hemaglutinagdo (HI) é medir por diluicdo
seriada, o nivel de anticorpos que inibem ou podem prevenir a hemaglutinagao pelas
hemaglutininas virais que se ligam aos receptores dos eritrocitos susceptiveis. O
teste € realizado em placas de plastico para microtitulagdo com fundo em “V” ou “U”,
de acordo com a origem do eritrocito utilizado (CHERNESKY, 1996)

Os meétodos diagnésticos para o virus influenza requerem sensibilidade e
rapidez. Diferentes amostras podem ser utilizadas, porém a sensibilidade do teste
depende da amostra coletada, bem como, transporte, adequados. Em cada
laboratério, a escolha da técnica para o diagnéstico do virus influenza, deve ser
avaliada de acordo com os equipamentos disponiveis, o custo de reagente, o
numero de técnicos habilitados, a sensibilidade do teste, as prioridades do
laboratorio e o objetivo da pesquisa (COVALCIUC; WEBB; CARLSON, 1999, p.
3973; MAGNARD, 1999, p. 219).
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2.10 PREVENCAO E CONTROLE

Nos periodos de circulacdo, do virus influenza, observam-se altas taxas de
morbidade e mortalidade, com relatos de complicagbes em todo o mundo. A doenga
acomete pacientes de todas as faixas etarias, porém os individuos entre as idades
extremas, criangas e idosos maiores de 60 anos, apresentam maiores taxas de
complicagdes (BRIDGES et al., 2003).

A utilizacdo da vacina triplice viral € o método mais eficaz para prevengao e
controle da infeccdo e suas complicagdes. A vacinagao esta associada a uma
diminuicao das taxas de visitas aos sistemas de saude, auséncia ao trabalho e risco
de criangas desenvolver ofite média, bem como, das taxas de morbidade e
mortalidade entre os grupos de maior risco de desenvolver complicagdes pelo virus
(BRIDGES, 2000; COX; SUBBARAO, 2000; BRIDGES, 2003; NEUZIL, GRIFFIN;
SCHAFFNER, 2001).

O “Advisory Commitee on Immunization Practices”, € o 6rgdo que preconiza
e recomenda a utilizagdo anual da vacina. Segundo o comité, o0s grupos
primariamente eleitos para a utilizagcdo da vacina séo aqueles pacientes, com risco
de desenvolver complicagdes, ou seja, 1) pessoas com mais de 65 anos ou de
qualquer idade que apresentam doengas de base, como doengas crénicas
pulmonares, cardiopatias; 2) individuos com idade entre 50-64 anos, que geraimente
apresentam doengas cronicas; 3) pessoas que convivem com pacientes de ailto
risco, que sao potenciais transmissores e 4) profissionais da area da saude.
Algumas recomendagdes para o periodo de 2003-2004 incluem, o estabelecimento
da data étima para vacinagao e todos os esforgos devem ser voltados para a
vacinacao daqueles pacientes de alto risco, para evitar o desenvolvimento de
complicagdes. Deve-se encorajar a utilizagao da vacina, em criangas saudaveis de
6-23 meses de idade e aquelas de grupo de risco, uma vez que, estas estao sujeitas
a desenvolver complicagbes. A vacina triplice de virus inativado para o periodo de
2003-2004 para o hemisfério Sul, € composta pelas cepas A/Moscow/1099 H3N2-
like, A/INew Caledonia/20/99 [H1N1]-like e B/Hong Kong/330/2001-like antigenos. O
limite de timerosal foi reduzido, incluindo 0,25 mL para cada dose (BRIDGES, 2001).

A composi¢ado da vacina é avaliada anualmente de acordo com os subtipos

que circulam a cada estacao de influenza. Historicamente a vacina foi padronizada
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nos EUA utilizando-se como unidade o titulo de aglutinagdo com hemaceas de
galinha. Desde 1980-1981 a unidade utilizada é de microgramas de HA, e a dose
recomendada é de 15ug de cada HA por 0,5 mL. A vacina pode conter toda a
. particula viral ou um subvirion, o que resulta em uma diminuigcao do efeito colateral,
esta é indicada para uso em criangas (BRIDGES, 2003; CDC, Vaccine Information
for the Public and Health Professionals, 2003).

A eficacia da vacina é variavel de acordo com a faixa etaria e a similaridade
das cepas utilizadas na vacina com a que esta circulando. Relata-se que para
adultos jovens, quando ha similaridade entre as cepas, a eficacia é de 70-90%
(BRIDGES, 2003).

2.11 OUTROS \/iRUS COMO AGENTES ETIOLOGICOS EM INFECCOES
RESPIRATORIAS

Os virus sao classificados como os agentes mais freqientes nas infec¢oes
respiratérias em criangas, em paises desenvolvidos. Para pacientes
imunossuprimidos, as viroses respiratérias sao as principais causas de
complicagdes. Adicionalmente, esses virus em adultos, sdo responsaveis, por uma
porcentagem de visitas a consultérios médicos, dias de auséncia ao trabalho
utilizacao de servicos de emergéncia e eventualmente, hospitalizagdes. Os virus que
comumente circulam nessas populagdes incluem o virus sincicial respiratério, virus
parainfluenza, adenovirus (IRMEN; KELLEHER, 2000; KIM; LEE;, LEE, 2000;
GREENBERG, 2002; ISON; HAYDEN, 2002).

Os surtos, de virus sincicial respiratéorio (RSV), sao coincidentes com as
estagdes do virus influenza, porém, ocorrem precocemente, com picos de incidéncia
no inverno e primavera nas regides temperadas, sendo o agente etiolégico mais
frequentemente envolvido nas pneumonias e bronquiolites em criangas. O virus
também é descrito como a maior causa no aumento das taxas de morbidade e
mortalidade em transplantados (GILCHRIST et al 1994 ; BOYCE et al., 2000; ISON;
HAYDEN, 2002)

Os virus parainfluenza podem causar resfriados, crupe, bronquiolites e

pneumonia viral. Ha relatos de que os virus parainfluenza (PIV) sdo responsaveis
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anualmente por um tergo das infecgbes respiratérias em criangas com menos de 5
anos. Pode acometer individuos imunossuprimidos em uma proporcao de 2 a 5 %
causando complicagbes graves e em casos de receptores de orgaos solidos pode
levar a rejeicao. Em um estudo relata-se que o PIV em transplantados de medula
Ossea foi responsavel por 46% das pneumonias e a taxa de mortalidade nestes
pacientes foi de 37% (RABELLA et al, 1998; KIM; LEE; LEE, 2000; ISON; HAYDEN,
2002).

Os adenovirus apresentam um genoma composto por acido
desoxiribonucleico (DNA), produz trés tipos de infec¢do a nivel celular: infeccao
litica, infecgao latente em células linféides e transformagao oncogénica. O virus
apresenta-se em varios tipos e pode infectar diferentes tipos celulares. Os
adenovirus podem produzir doengas respiratorias do trato inferior em todas as
estacbes do ano, porém observa-se aumento incidéncia no inverno. A taxa de
incidéncia em pacientes transplantados de medula 6ssea pode variar de 3 - 29%, e
em pacientes receptores de orgaos soélidos a taxa € de 5 — 10%. Nesses pacientes a
mortalidade esta associada com pneumonia viral e doenca disseminada (RABELLA
et al, 1998; KIM; LEE; LEE, 2000; ISON; HAYDEN, 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar antigenicamente cepas dos virus influenza circulantes na cidade
de Curitiba.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a incidéncia do virus influenza em pacientes com “influenza like
iliness” na Cidade de Curitiba, no periodo de 2000 a 2003.

2. Determinar a sazonalidade do virus influenza na cidade de Curitiba.

3. ldentificar as variantes antigénicas do virus influenza, no periodo do estudo e a

cada ano.

4. Avaliar e divulgar dados epidemiolégicos, para que sirvam de base na adogao de
medidas preventivas e terapéuticas no controle da doenga, pelos servicos de

saude.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA E AMOSTRAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da UFPR (Anexo 1).

O material utilizado foi aspirado de nasofaringe (ANF) ou lavado bronco
alveolar (BAL) em alguns casos. A amostra, para ser incluida no estudo, deveria
apresentar uma quantidade de 1 mL., para conter um numero de células adequadas
para as pesquisas, por apresentaram volume insuficiente, sessenta e seis amostras
foram excluidas do estudo.

Foram coletadas 1348 amostras de 971 pacientes do Hospital de Clinicas da
UFPR. Esses foram agrupados em: imunossuprimidos, dos quais, coletou-se 666
amostras, de 372 pacientes atendidos no Servigo de Transplante de Medula Ossea
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) e
hospitalizados, dos quais, coletou-se 682 amostras, de 599 pacientes
essencialmente dos servigcos de pediatria como, infectologia, emergéncia e unidade
de terapia intensiva, e os pacientes apresentavam sinais clinicos compativeis com
infecgbes respiratdrias. As amostras foram coletadas de individuos de todas as
faixas etarias e sem restricao de sexo.

Duzentas e setenta e seis amostras, foram coletadas de pacientes
ambulatoriais atendidos nas unidades de saude, da rede do Servigo de Saude da
Prefeitura Municipal de Curitiba. Para estes, foi utilizada a Ficha Clinica Viroldgica
(Anexo 2) para a coleta dos dados epidemiolégicos e de vacinagao elaborada pelo
Programa Nacional de Vigilancia Epidemiolégica do Virus Influenza, Fundagéo
Nacional de Saude, Ministério da Saude. Para a avaliagao clinica, a presenc¢a da
sintomatologia “flu-like” (febre, coriza, obstrugdo nasal, odinofagia, otalgia, mialgia e
artralgia), foi o critério de sele¢do, sendo que, o paciente deveria apresentar pelo
menos, febre, um sinal respiratério e um sistémico. Nao houve restricao de sexo e
idade para estes pacientes (BRASIL, Projeto Vigilancia Epidemiolégica da Influenza
no Brasil, 1999).
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Para efeito da analise dos resultados foi considerada a densidade de
incidéncia de amostras, visto que, no grupo de pacientes imunossuprimidos e
hospitalizados foram coletadas mais de uma amostra por paciente seguindo os
criterios de inclusdo, entretanto, para os pacientes ambulatoriais o nimero de
pacientes foi igual ao numero de amostras.

O ANF foi obtido com a utilizagdo de sonda de aspiragao traqueal numero 6
ou 8, ou sonda nasogastrica curta namero 8. A sonda foi conectada a um equipo de
macrogotas de infusao de soro, acoplados a um aspirador portatil ou de parede
(vacuo).

A sonda foi introduzida alternadamente nas duas narinas até a nasofaringe,
como demonstrado na figura 12, aproximadamente 15 cm, aspirando-se mais de 1
mi de secrecao. Nas situagdes em que havia secre¢cao espessa ou escassa, foram
instiladas 1 a 2 gotas de solugdo salina isotdénica estéril, com a finalidade de
fluidificar a secreg¢ao e facilitar a aspiragao (GARDNER; McQUILLIN, 1968, p. 340-
341).

O material coletado foi acondicionado no proprio equipo, bem vedado para
proteger o material de contaminagdo, bem como do operador. A amostra foi
identificada e transportada imediatamente em isopor com gelo ao Laboratério de
Virologia do HC-UFPR. As amostras foram mantidas sob refrigeracéo a 4°C e foram
processadas num periodo maximo de 4 horas ap6s a coleta (COVALCIUCK; WEB,
CARLSON, 1999).

As amostras de lavado broncoalveolar foram coletadas nas clinicas de

internamento.
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FIGURA 12 - COLETA DO ASPIRADO DE NASOFARINGE

\Q\

FONTE: FUNASA, Normas para coleta de Aspirado de Nasofaringe

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram processadas de acordo com a técnica descrita por
COUCH e KASEL (1995, p. 438), com o objetivo de prepara-las para a pesquisa dos
antigenos virais ou genoma viral utilizando-se as metodologias de cultivo celular
(CC), imunofluorescéncia indireta (IFl) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR). O
espécime foi dividido em 3 aliquotas, como demonstrado na figura 13.

A quantidade minima de ANF ou BAL aceita para o processamento foi de 1ml,
e espécimes com excesso de hemacias ou muco, foram tratados previamente
utilizando-se solugdo mucolitica e/ou hemolitica (SPECTER; JEFFRIES, 1996, p.
315-319).
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FIGURA 13 - DIAGRAMA DO PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

Aspirado
de
Nasofaringe
Armazena-
Imunofluo- Cultura mento
rescéncia Celular (PCR)

A amostra contida no equipo foi transferida para tubo conico novo de
polipropileno, cuidado necessario para a reagao de PCR, com 2 mL de meio de
transporte contendo, solugdao salina de Hank’s, com 0,5% de gelatina (pH 7,2).
Depois de homogeneizado em agitador tipo “Vortex”, o tubo foi centrifugado 1000 x g
por 10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante obtido foi fracionado em 2
aliquotas de 1 mL. A aliquota de 1 mL para cultura celular foi tratada com uma
mistura de antibidticos: 50 U/mL de penicilina, 0,2 mg/mL de estreptomicina e 10 pg
de anfotericina B, para prevenir contaminagdo bacteriana e fingica. Depois de
transcorridos 30 minutos para a agao dos antibidticos, a amostra foi inoculada nas
linhagens celulares susceptiveis ao crescimento dos diferentes virus respiratérios ou
armazenados a temperatura de -70°C, até sua inoculacdo (MAGNARD et al., 1999,
p. 215-220).

A segunda aliquota do material em meio de transporte foi acondicionada em
microtubo com capacidade para 2 mL e conservado a temperatura de -70°C até a
realizagao da pesquisa por PCR.

O sedimento obtido ap6s o fracionamento do sobrenadante, foi ressuspenso
em tampao salina fosfatada (PBS, pH 7,2) e centrifugado 1000 x g por 10 minutos,
este procedimento foi realizado no maximo por 3 vezes. O sedimento final foi
ressuspenso em aproximadamente 500 pL de PBS, 20 yL da suspenséao das células

do ANF, foram transferidos para uma lamina apropriada, contendo 10 demarcagdes
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em forma circular de aproximadamente 0,5 cm de didmetro, para a pesquisa dos
diferentes antigenos dos virus respiratérios, por IFl. As laminas foram secas em
estufa a 37 °C, fixadas com acetona para analise (PA) por 10 minutos a temperatura
de 2-8°C e armazenadas a temperatura de —20 °C até a coloracdo (UEDA et al,,
1998, p. 340-344).

Se a amostra, apresentava excesso de muco, era tratada com solucao
mucolitica, (FLUIMUCIL®) ou ditiotreitol a 0,1%. Primeiro, o sedimento foi
ressuspenso uma vez com PBS, centrifugado, o sobrenadante foi desprezado e
ressuspenso com 300 pL de solugao mucolitica. Apos tratamento com a solugao
mucolitica por 5 minutos a temperatura ambiente, o muco se apresentou em forma
de grumos, que foram desprendidos com uma leve batida no fundo do tubo e
desprezado, o restante do material foi ressuspenso com PBS (pH 7,2), centrifugado
a 1000 x g por 10 minutos. O sedimento obtido foi processado como descrito acima,
para a confecgao da lamina.

Se a amostra apresentava grande quantidade de hemacias, utilizou-se
solugdo hemolitica contendo, cloreto de aménia 8,39 g, bicarbonato de potassio 1,0
g. EDTA(Na) 0,04 g e agua destilada quantidade suficiente para um litro, pH 7.4,
para lise dos eritrocitos. Homogeneizou-se o sedimento com aproximadamente 2 mi
da solugao hemolitica, a temperatura ambiente por 2 minutos, posteriormente, foi
adicionado PBS (pH 7,2), centrifugou-se por 10 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e com o sedimento procedeu-se a confecgdo das laminas como descrito

acima.

4.3 DETECGAO DE ANTIGENOS VIRAIS POR IMUNOFLUORESCENCIA

A metodologia consiste, na detecgdo dos antigenos virais utilizando-se a
metodologia de IFl nas células do ANF, BAL ou nas células das linhagens da cultura
celular para monitoramento da replicagao viral. Foram pesquisados os antigenos
para os virus mais freqientemente envolvidos nas infec¢bes respiratérias que
continham anticorpos monoclonais para: antigeno de Fusdao (FO0/F1), da
nucleoproteina (NP) e da Hemagiutinina (H) do adenovirus (ADENO), possibilitando

a deteccdo de 41 sorotipos; 0 anticorpo monoclonal para a nucleoproteina do virus
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influenza A (FLUA), nucleoproteina e hemaglutinina do virus Influenza B (FLUB),
proteina de Fusao (FO/F1), nucleoproteina (NP) e da Hemaglutinina (H) do virus
parainfluenza (PIV). Também foram incluidos na pesquisa os anticorpos da proteina
G do virus sincicial respiratério (RSV).

Os anticorpos monoclonais primarios € secundarios utilizados no estudo
foram da marca Chemicon International Inc., Temecula, CA, EUA, recebidos na
forma concentrada e titulados de acordo com as orientagdes do fabricante,
utilizando-se laminas positivas para os diferentes virus. Apds descongelamento da
lamina contendo as células do paciente, foi adicionada, em cada orificio, a diluicdo
adequada do anticorpo monoclonal (anticorpo primario), correspondente ao virus a
ser detectado, diluido com solugdo de albumina em PBS na concentragao de 2% (pH
7,2). A lamina foi incubada em camara Umida na temperatura de 37° C por 30
minutos, favorecendo a ligagdo do anticorpo ao antigeno. Aps6s este periodo a
lamina foi lavada, por 3 vezes de 5 minutos com PBS (pH 7,2), sob agitacdo. A
segunda incubag¢do consistiu na adigdo do anticorpo secundario conjugado, de
antiimunoglobulina de cobaio e fluoresceina, na diluicdo adequada com o objetivo de
revelar a reagdo antigeno-anticorpo. A diluigdo do anticorpo foi realizada com
solugdo de albumina em PBS na concentragdo de 2% (pH 7.2), contendo azul de
Evans a 0,005% para coloragdo de fundo, contrastando a coloragdo pela
imunofluorescéncia. Apos incubagado a 37° C por 30 minutos em camara Umida a
lamina foi lavada como descrito acima. Depois de lavada e retirado o excesso de
PBS colocou-se 1 gota de glicerol tamponado (pH 8,2) e laminula para ser
examinada no microscopio de epifluorescéncia. A leitura foi realizada por dois
técnicos para confirmacgéo dos resultados de acordo com o protocolo de IFl, anexo 3.
Na presenga de reagdo inespecifica, a coloragdo foi repetida realizando-se um
blogueio prévio com solugao de PBS contendo 2% de albumina por 10 minutos a
temperatura ambiente (HORTAL, 1985; FERNANDEZ et al., 1998, p. 36-41; UEDA et
al., 1998, p.340-344). O protocolo de técnicas utilizado para a realizagdo da
metodologia esta detalhado no anexo 3.
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4.4 ISOLAMENTO DOS VIRUS POR CULTURA CELULAR

As amostras em meio de transporte foram inoculadas em linhagem de células,
pré-estabelecidas, susceptiveis ao crescimento e isolamento dos virus pesquisados
(OLSEN et al., 1993), utilizando-se a técnica de centrifugacao rapida SV, cultura
convencional e posterior identificagdo por IFl, como descritc acima, ou
hemaglutinacao, utilizando-se hemacias de galinha (OLSEN, 1993; COUCH; KASEL,
1995). As amostras foram inoculadas em duas linhagens celulares:
- MDCK (Linhagem Madin Darbi Canine Kidney) para o isclamento de
Influenza Tipo A e B e Parainfluenza (COUCH; KASEL, 1995).

- HEp-2 (Linhagem de carcinoma laringeo humano) para o isolamento de
adenovirus, virus sincicial respiratério e parainfluenza (MAGNARD et al,,
1999).

A metodologia consiste no descongelamento, manutengao e amplificagdo com
posterior inoculagdo da amostra em linhagens celulares susceptiveis aos virus em
pesquisa, na analise do efeito citopatico e identificagdo do isolado viral. As
linhagens, mantidas em nitrogénio liquido, foram descongeladas e transferidas para
garrafas de cultura celulares, suplementadas com meio minimo essencial Eagle-
Earle (MEM), SIGMA - EUA, contendo soro bovino fetal (SBF). Na fase de
crescimento celular confluente, tripsinizou-se a monocamada, ressuspenderam-se
as células em MEM aliquotando-as para os tubos de SV (Figura 14) ou tubos de
cultura convencionais (Figura 15), suplementados com MEM e SBF, ap6s 24 horas
de incubacgao foi possivel a inoculagao das amostras.

Para o prepafo dos tubos, o meio de cultura de uma garrafa pequena foi
desprezado, em seguida foi adicionado PBS (pH 7,2) esterilizado, para lavar a
monocamada. Posteriormente, adicionou-se aproximadamente 2 mL de solugéo de
tripsina 0,25% até o desprendimento total das células. A solugao foi transferida para
tubo conico, que foi centrifugado por 10 minutos, 1000 x g a temperatura ambiente.
O sobrenadante obtido foi desprezado e o0 sedimento obtido foi ressuspenso em
MEM, suplementado com SBF, solu¢ao a 3%, suficiente para a quantidade de tubos
necessarios, transferiu-se 1mL da solugdo para cada tubo apés intensa
homogeneizacao para evitar formagao de grumos. Os tubos foram incubados a 33°

C (+/-2°C) por aproximadamente 24 horas até a inoculagao das amostras. Para cada
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tubo foram inoculados 200ul. da amostra em meio de transporte. Para a técnica de
SV, desprezou-se o meio de cultura, adicionou-se PBS (pH 7,2) esterilizado para
lavar a monocamada inoculou-se a amostra, centrifugando-a por 40 minutos 700 x g.
Apés 48 horas de incubagdo a 33°C as células foram desprendidas das
monocamadas, lavadas uma vez com PBS e transferidas para lamina demarcada
para a pesquisa dos agentes virais em replicagdo por IF como descrito. Para o tubo
convencional a amostra foi inoculada como descrito, porém monitorou-se a
replicacdo viral observando-se o aparecimento do efeito citopatico, até vinte e um
dias ap6s a inoculagdo para a linhagem HEp-2. Para a linhagem MDCK utilizou-se a
técnica de hemaglutinacdo com hemaceas de galinha, o procedimento foi realizado
no 3° e 7° dia apos a inoculagdo. Em placa de microtitulagao, realizou-se diluigcdo
seriada do sobrenadante de cultura, com PBS (pH 7,2), para um volume final de
50ul, posteriormente distribuiu-se 50yl da solugdo de hemaceas de galinha a
0,75% em PBS e apos 30 minutos de incubacgao, a temperatura ambiente, observou-
se a auséncia ou presenga da aglutinagdo anotando-se os titulos hemaglutinantes
obtidos (AL-JABRI; WIGG; OXFORD, 1996, p. 306-307).

FIGURA 14 - TUBOS DE CULTURA CELULAR “SHELL VIAL"
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FONTE: www.ourworld.compuserve.com/.../milleranalytical/sanlebot.htm


http://www.ourworld.compuserve.com/.../milleranalytical/sanlebot.htm
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FIGURA 15 - TUBOS DE CULTURA CELULAR CONVENCIONAL

FONTE:www.bdbiosciences.com/.../cell_culture_tubes/htm

Com a dificuldade de se obter titulos suficientemente altos por cultura celular,
nao foi possivel aplicar a técnica de inibicao de hemaglutinagao, com o objetivo de
selecionar amostras para a analise molecular. A estratégia utilizada, em nosso
estudo, foi de randomizar amostras do inicio, meio e fim do ciclo do surto para o
virus influenza. Além disso, analisamos um numero maior de amostras por RT-PCR.
As amostras selecionadas para a analise molecular foram escolhidas dentre aquelas

positivas para virus influenza tipo A e tipo B, por se tratar do objetivo do estudo

4.5 ANALISE MOLECULAR

Com o objetivo de subtipar o virus influenza, utilizou-se a técnica da reagao
em cadeia da polimerase (PCR). A extracao do RNA das amostras foi realizada, de
acordo com o protocolo descrito por Boom e colaboradores, 1990 e realizou-se a
transcricao reversa (RT-PCR) para amplificagao do sitio alvo, segundo Ellis e
colaboradores (1999). O material amplificado foi visualizado apoés eletroforese em
gel de agarose e coloragdo com brometo de etideo. Os protocolos utilizados no

desenvolvimento das metodologias estdo no anexo 4.



61

4.5.1 Extragdo do RNA

O RNA foi extraido, utilizando-se o método descrito por BOOM e
colaboradores, em 1990, que consiste na ligagdo com o ticcianato de guanidina-
silica (BOOM et a/.,1990, p. 495-503).

Em tubo com capacidade para 1,5 mL adicionou-se: 10 ul da silica e 840 ubL
do tampdo L6 — tamp3o de lise que continha, 120g de GuSCN (tiocianato de
Guanidina) em 100 mL de 0,1M Tris HCL, pH 6,4, 22 mL de 0,2M EDTA pH 8,0
ajustado com NaOH e Triton X- 100 e 150 ulL da amostra. A silica foi preparada
anteriormente e estocada a temperatura ambiente. O tubo foi homogeneizado
imediatamente e mantido sob agitagdo por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apés, microcentrifugade por 15 segundos a 12.000 rpm, descartando-se ©
sobrenadante. Posteriormente, o sedimento de silica foi lavado 2 vezes com 0,5 mL
de tampao L2 — tampao de lavagem, composto de 120 g de GuSCN em 100 mbL de
0,1M tris-HCI, pH 6,4, ap6s a homogeneizagao rapida e microcentrifugacdo de 15
segundos, 12.000 rpm o sobrenadante foi desprezado. O sedimento foi lavado duas
vezes com 1 mL de etanol 70%, homogeneizado e centrifugado como acima
descritc. O sedimento obtido foi lavado mais uma vez com acetona e apss
centrifugagao o tubo foi mantido aberto a 56°C durante 10 minutos para evaporagao

total da acetona.

4.5.2 Transcricdo Reversa

O sedimento contendo a silica @ o RNA, obtido pela extragao, foi ressuspenso
em 31 ul de uma solugao contendo, 30 pl de agua ultrapura previamente tratada
com dipirocarbonato, e RNAsin 40 U/ulL ({Invitrogen, EUA), com o objetivo de
eliminar as RNAses, prevenindo a degradagdo do RNA extraido. Depois de
homogeneizados os tubos fechados foram incubados a 56° C por 10 minutos,
novamente homogeneizados e centrifugados por 6 minutos a 12.000 rpm. O
sobrenadante, contendo o RNA extraido foi utilizado para a transcrigdo reversa e

obtencao do DNA complementar. A mistura dos reagentes para obtengdo do cDNA
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foi preparada de acordo com o numero de amostras, & continha tampdo PCR
concentrado 10 vezes (Perkin Elmer), MgCl, 50 mM, dideoxinucleotideos trifosfatos
10 mM (dNTPs), e a enzima AMV-RT (Life Technologies), que utiliza uma fita
simples de RNA ou DNA em presenga de iniciadores para sintetizar a fita
complementar do DNA. Foi adicionado a 22,2 ul. do produto extraido, 17,8 ulL da
mistura de tampdes. Apos 10 minutos de repouso a temperatura ambiente, o tubo foi
submetido a um programa de 60 minutos a 37°C, 5 minutos a 100°C e em seguida
resfriado em gelo, para a reagdo de PCR. Neste processo foi incluido um controle
negativo, utilizando-se agua pura (ELLIS; FLEMING; ZAMBON, 1997, STOCKON et
al., 1998).

4.5.3 Reagao em Cadeia da Polimerase

Utilizou-se a técnica de PCR Multiplex, método padronizado para subtipar os
virus influenza em amostras clinicas ou isoladas.

Apds extragdo do RNA a partir de 150 pL do espécime, pelo método de
BOOM, como descrito ¢ obtengdo do cDNA, o produto obtido foi submetido a
amplificagbées utilizando a reacdo em cadeia da polimerase. A sequéncia dos
iniciadores, utilizados no estudo, bem como suas propriedades, estao descritas na
tabela 6, a detecgdo se baseia na porgdo HA1 do gene da hemagilutinina dos virus
influenza A e B. Cada par de iniciadores foram utilizados em uma concentragdo de 5
pmol, na primeira amplificagdo e 25 pmol, na segunda amplificagao.

Para o primeiro PCR foi realizada a mistura de reagao, que continha 10 mM
Tris-HCL (pH 8.8), 3,5 mM MgCl,, 2,5 mM KCl e 1,5 U de Taq polimerase e 1 yl de
cada um dos iniciadores externos ajustando-se o volume com agua ultrapura. Em
seguida foi adicionado a 80 uL da mistura, 20 uL do cDNA, gerado na reagao de RT-
PCR. A amplificagdo com o termociclador da Perkin Elmer (9600 Termocycler)
consistiu em 1 ciclo a 94°C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
50°C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto, em seguida o tubo foi mantido a 15°C.

Dois microlitros do produto da primeira amplificacdo foram transferidos para
48 pl da mistura de reagao para a segunda amplificagdo como acima descrito, mais

cada dNTPs na concentragado de 0,2 mM. As amostras foram incubadas por 1 ciclo
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de 94°C por 2 minutos e entdo 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 80°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto. Os amplicons foram visualizados retirando 15 yl. do produto final
da reagdo, adicionando-se 2 ulL do tampao de aplicagao concentrado 10 vezes, do
gel composto de, 1 mL de EDTA 0,5 M (pH 8,0), (100 mM EDTA), 2,5 mL de glicerol
(50%), 0,025g de azul de bromofenol (0,5%). Realizou-se a eletroforese em gel de
agarose concentragdo de 1,5 % em solugao TBE diluido uma vez, contendo 108 g
de Tris Base (890 mM), 55 g de acido bérico (890 mM), 40 mL de EDTA 0,5M pH
8,0 (20 mM) por 60 minutos a uma voltagem de 100 Volts. Apds a corrida o gel foi
incubado em solugdo de brometo de etideo na concentragao de 1mg/mL por 5-10
minutos, o gel foi lavado com agua destilada para retirar o excesso de brometo e
este foi observado em transiluminador de UV ondas curtas. O tamanho esperado
das bandas em pares de base (pb) foi de 944 pb para o tipo do virus influenza A,
subtipo H1, 591 pb para tipo A, subtipo H3 e 767 pb para o virus tipo B (ELLIS;
FLEMING; ZAMBON, 1997; STOCKON et al., 1998).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram avaliados com o uso da planilha eletronica
“Excel Microsoft”. Para se obter as respostas desejadas, utilizaram-se a analise de
Regressao Logistica e de Coeficiente de Correlagao. A Regressao Logistica tem se
constituido em um dos principais métodos de modelagem estatistica de dados. E
apropriada para respostas variaveis categoéricas e descreve a relagdo entre a
resposta variavel e um conjunto de varidveis explanatérias. Significancias
estatisticas, utilizando-se esse método, foram consideradas quando p<0,5. O
Coeficiente de Correlagao mede a possivel relagao linear existente entre as variaveis
aleatdrias de maneira que; o coeficiente € sempre um valor entre -1, 0 e +1; quanto
maior a tendéncia de uma relagao linear positiva, tanto mais o coeficiente esta
préoximo de +1; quanto maior a tendéncia de uma relag3o linear negativa, tanto mais
o coeficiente tem valor mais proximo de —1, por outro lado, quando o coeficiente esta
proximo de zero nao existe correlagao linear (McCULLAGH; NELDER, 1983,
LINDSEY, 1997, PAULA 1997; SOARES, 1995; JEKEL; ELMORE; KATZ, 1999).
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TABELA 6 - PROPRIEDADE DOS INICIADORES USADOS PARA VIRUS INFLUENZA

PCR-MULTIPLEX

Ampilificacao Segiiéncia Posi¢ao G+C [Temperatura| Tamanho
Iniciadores (5°-3’) do gene (%) 6tima de do
anelamento | Produto
(pb)
10
Ampiificacao
AHL A CAGATGCAGACACAATATGT HA 40 52 1.015
AHI Fil AAACCGGCAATGGCTCCAAA HA 50
AH3 A CAGATTGAAGTGACTAATGC HA 40 52 883
AH3 Dit GTTTCTCTGGTACATTCCGC HA 50
BHA A GTGACTGGTGTGATACCACT HA 50 53 900
BHA DIl TGTTTTCACCCATATTGGGC HA 45
20
Amplificacdo
(Nested)
AHi B ATAGGCTACCATGCGAACAA HA 45 52 944
AHI ENl CTTAGTCCTGTAACCATCCT HA 45
AH3 B AGCAAAGCTTTCAGCAACTG HA 45 54 591
AH3 ClI GCTTCCATTTGGAGTGATGC HA 50
BHA B CATTTTGCAAATCTCAAAGC HA 35 54 767
BHA ClI TGGAGGCAATCTGCTTCACC HA 55

FONTE: Adaptado de STOCKTON; ELLIS; SAVILLE, 1998.
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5 RESULTADOS

Avaliou-se um total de 1621 amostras de aspirado de nasofaringe ou lavado
broncoalveolar, sendo, 273 de ambulatoriais, 666 de imunossuprimidos e 682 de
hospitalizados. Do total de amostras, 135 foram positivas para os virus influenza,
destas, 103 positivas para o tipo A e 32 para o tipo B. Outros virus estudados
apresentaram um total de 404 amostras. Um mil e oitenta e duas amostras
apresentaram resultado negativo (Figura 16). Selecionaram-se as amostras
positivas, por meio das metodologias de imunofluorescéncia, culturas celulares (SV),
das positivas para os virus influenza, 65 foram selecionadas para posteriormente
serem subtipadas por RT-PCR. A figura 17 apresenta um resumo da incidéncia dos
virus influenza nos diferentes grupos. Desta forma, foi possivel avaliar os parametros
de incidéncia, sazonalidade e subtipar as amostras selecionadas de virus influenza
nos diferentes grupos, no periodo de 2000 a 2003. Adicionaimente, avaliou-se perfil
clinico dos pacientes ambulatoriais e hospitalizados e perfil demografico de todos os
pacientes.

FIGURA 16 - DIAGRAMA REPRESENTATIVO DOS RESULTADOS

TOTAL
AMOSTRAS
n= 1621
AMOSTRAS/POSITIVAS
IFVSV
TODOS OS VIRUS
n =539
| {
[ 1
INFLUENZA A INFLUENZA B OUTROS VIRUS
n=102 n=32 n = 404
L |
RT-PCR
n=65

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR



FIGURA 17 — INCIDENCIA DOS VIRUS INFLUENZA TIPOS A E B EM RELAGAO A
OUTROS ViRUS ESTUDADOS
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FONTE: Laboratorio de Virologia, HC-UFPR
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5.1 PACIENTES AMBULATORIAIS
5.1.1 INCIDENCIA

O estudo envolveu a analise de amostras coletadas nos anos de 2000 a
setembro de 2003.

As amostras, recebidas no laboratério de virologia, foram armazenadas a
temperatura de 2-8° C, até seu processamento, no maximo 4 horas apos a coleta.
Posteriormente, fez-se a pesquisa dos diferentes virus respiratérios, como, virus
sincicial respiratorio, influenza A, influenza B, parainfluenza e adenovirus utilizando-
se as técnicas de imunofluorescéncia, com anticorpos monoclonais especificos para
deteccdo dos antigenos aos virus estudados, e cultura celular com linhagens
celulares, MDCK e HEp-2, como descrito no item 4 em material e métodos.

Os padroes de fluorescéncia obtidos estdo apresentados nas figuras 18, 19 e
20. A figura 18 mostra célula do aspirado de nasofaringe, reagente para virus
influenza B, em cor verde maga e célula ndo reagente em cor vermelha. A figura 19
representa células coletadas de sobrenadante de cultura cefular infectadas com
virus influenza do tipo A, em cor verde macgéa, onde se observam aproximadamente
100% de células positivas, figura 20 representa o sobrenadante de cultura celular,
nao reagente, utilizada, como controle negativo.

Do total de 273 amostras incluidas no estudo, 82 (30,0%) foram amostras
positivas para os diferentes virus, destas 55 (67,1%) foram positivas para os virus
influenza, utilizando-se as metodologias de imunofluorescéncia e cultura celular,
sendo 54,9% para o tipo influenza A e 12,2% para o tipo influenza B e 32,9% para
os outros virus estudados. Cento e noventa e uma (70,0%) amostras apresentaram
resultados negativos (Figura 17).

No grafico 1 estdao apresentadas, a distribuicdo total das amostras coletadas,
e amostras positivas no periodo do estudo. No ano de 2000 obteve-se 25 (47,2%) de
amostras positivas para todos os virus. Nos anos subseqientes houve uma
distribuicdo homogénea, porém menor, com uma meédia de 25% de amostras
positivas.

O grafico 2 e tabela 7 apresentam a distribuigao dos tipos dos virus influenza

no periodo do estudo em relagao ao numero total de amostras positivas.
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Observou-se uma incidéncia mais elevada do virus influenza A no ano de
2000 (32,0%), do que nos anos de 2001, 2002 e 2003 cujas taxas foram de 11,5%,
7.2% e 12,3% respectivamente. Para o virus influenza do tipo A o coeficiente de
proporgao, isto € a probabilidade de ocorrer a infecgao pelo virus influenza foi de
15,3%, com um intervalo de confianca (95%) de 11,4% - 20,3%.

Para o virus influenza tipo B a incidéncia foi homogénea, com excecao do ano
de 2002, onde a taxa encontrada foi de 8,5% em relac&o aos outros anos cuja taxa
média foi de 1,7%. Para o virus influenza do tipo B coeficiente de proporgao foi de
2,9%, com um intervalo de confianga (95%) de 1,36% - 5,89%.

Observou-se também uma porcentagem de coinfec¢bes devidas aos virus
influenza A / parainfluenza, influenza A / RSV e influenza A / adenovirus, cujas taxas
foram de 1,9%, 4,3% e 1,3%, nos anos 2000, 2001 e 2002 respectivamente, nao
sendo observadas no ano de 2003.

Os outros virus foram detectados em uma proporg¢ao de 11,3%, 7,2%, 12,0%
e 9,7% no periodo de quatro anos.

O virus mais freqiente foi o virus influenza do tipo A ao longo dos quatro
anos, sendo que no ano de 2000 observou-se uma incidéncia mais elevada em
relagdo aos anos subsequentes. O virus influenza do tipo B foi menos freqiiente em
todos os anos, com exceg¢ao do que foi encontrado no ano de 2002, onde o virus

apresentou uma incidéncia mais alta.



FIGURA 18 - IMUNOFLUORESCENCIA POSITIVA DA AMOSTRA N° 180 PARA VIRUS
INFLUENZA B EM CELULAS DE ASPIRADO DE NASOFARINGE

Naio reagente

Reagente

FOTO: Luine R. R. Vidal Tsuchiya

FIGURA 19 - IMUNOFLUORESCENCIA POSITIVA DA AMOSTRA N° 36 PARA VIRUS
INFLUENZA A EM CELULAS DE CULTURA CELULAR-MDCK

FOTO: Luine R. R. Vidal Tsuchiya
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FIGURA 20 - IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVA — CONTROLE NEGATIVO EM
CULTURA DE CELULAS MDCK

FOTO: Luine R. R. Vidal Tsuchiya

GRAFICO 1- NUMERO DE AMOSTRAS COLETADAS E NUMERO TOTAL DE
AMOSTRAS POSITIVAS, PACIENTES AMBULATORIAIS, NO PERIODO DE
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FONTE: Laboratorio de Virologia, HC-UFPR
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GRAFICO 2 - NUMERO TOTAL DE AMOSTRAS POSITIVAS E NUMERO DE AMOSTRAS
POSITIVAS PARA VIRUS INFLUENZA, PACIENTES AMBULATORIAIS, NO
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FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR

TABELA 7 - INCIDENCIA DOS VIRUS INFLUENZA EM RELACAO AOS OUTROS VIRUS
E AMOSTRAS NEGATIVAS, PACIENTES AMBULATORIAIS, NO PERIODO

DE 2000 A 2003
i IFl e CC+
VIRUS 2000 2001 2002 2003

(n=53) (n=96) (n=83) (n=41)

Influenza A 17 (32,0%) 11 (11,5%) 6 (7,2%) 5(12,3%)

Influenza B 1(1,9%) 1(1,0%) 7 (8,5%) 1(2,4%)

Infecgdo Mista 1(1,9%) 4 (4,3%)° 1(1,3%)° 0 (0%)

Outros Virus 6 (11,3%) 7 (7,2%) 10 (12,0%) 4(9,7%)

N3o Reagente 28 (52,9%) 73 (76%) 59 (71,0 %) 31 (75,6%)

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR
NOTA: ?FLUA/ PIV

°FLUA / RSV

‘FLUA / ADENO
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5.1.2 SAZONALIDADE

A incidéncia das viroses respiratorias por virus influenza A e B, ao longo dos
quatro anos, foi distribuida trimestralmente, como apresentado no grafico 3.
Observa-se neste grafico uma maior freqiéncia dos virus nos meses de inverno,
principalmente junho e julho. A analise mostra uma correlagéo linear significativa.
Em relagao as temperaturas médias anuais, observa-se uma relagdo similar, onde o
coeficiente de correlagao linear encontrado foi negativo de - 0,6091 para influenza
do tipo A e - 0,0089 para o virus influenza do tipo B. O grafico 4 mostra a incidéncia
dos virus influenza tipos A e B, distribuidos trimestralmente, durante um periodo de 3
anos 2000 a 2002, em relagao as temperaturas médias. Observa-se que os periodos
de temperatura mais baixa coincidem com um maior nimero de amostras coletadas,

bem como, uma maior incidéncia dos virus influenza tipos A e B.

GRAFICO 3 - INCIDENCIA TRIMESTRAL DOS VIRUS INFLUENZA TIPOS A E B E
AMOSTRAS COLETADAS, PACIENTES AMBULATORIAIS, NOS ANOS DE

2000 A 2003

n° de amostras

- amostras coletadas = virus influenza

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR
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GRAFICO 4 - INCIDENCIA TRIMESTRAL DOS ViRgS INFLUENZA TIPOS A E B E
AMOSTRAS COLETADAS EM RELACAO AS TEMPERATURAS MEDIAS
ANUAIS, PACIENTES AMBULATORIAIS, NOS ANOS DE 2000 A 2002
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FONTE: Laboratério de Virolegia, HC-UFPR e SIMEPAR

5.1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS

A tabela 8 compara caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes
ambulatoriais, atendidos nas unidades de sautde, com diagndstico de infecgdo
respiratéria aguda, relacionados ou nao com virus influenza.

Os fatores associados a “influenza like illness” como: coriza, febre, mialgia,
artralgia, cefaléia e tosse, foram avaliados, além de dados como idade, sexo e taxas
de vacinagao.

Pacientes de todas as faixas etarias foram admitidos no estudo. No grafico 5
se observa a distribuicdo por faixa etaria dos pacientes ambulatoriais admitidos no
estudo, que variou de 1 més a 70 anos. No mesmo grafico, identifica-se que todas
as faixas etarias sdo acometidas pelo virus influenza, e sdo coincidentes com o
aumento de amostras coletadas. Observou-se que 58,3% das amostras coletadas
eram provenientes do sexo feminino. No entanto, nem o sexo nem idade n&o

influenciaram no aparecimento de virus nas amostras.
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Os sinais clinicos mais frequentemente relatados por todos os pacientes
atendidos, foram coriza, febre e tosse em mais de 80% dos casos.

Verificou-se que as variaveis mialgia (p = 0,1233) e febre (p= 0,0216) sao
significativas para o modelo proposto de regressdo logistica. Sendo que as
probabilidades de haver presenga de virus influenza, quando ha febre e mialgia,
apenas febre e apenas miaigia, sdo de 31,1%, com intervalos que variam de 9,9% a
64,9%; 22,6%, intervalo de 12,35 — 40,83 e 14,1%, intervalo de 3,8% - 40,62%,
respectivamente.

Observou-se uma baixa freqiéncia de pacientes que receberam vacinagao de
acordo com as datas adequadas, destes 23,8% foram positivos para virus influenza
(Tabela 9).

TABELA 8 - CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES
AMBULATORIAIS, PERIODO DE 2000 A 2003

N %

Sexo® F 158 58,3

M 113 417
Coriza 246 89,1
Febre 234 84,8
Tosse 230 83,3
Cefaléia 201 72,8
Odinofagia 183 66,3
Mialgia 176 63,7

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR.
NOTA: ®Dois pacientes nao tem informacg&o de sexo.

TABELA 9 - NUMERO DE PACIENTES AMBULATORIAIS VACINADOS x PACIENTES
AMBULATORIAIS INFLUENZA POSITIVOS, PERIODO 2000-2003

N %
PACIENTES VACINADOS 21 7.7
PACIENTES VACINADOS 05 238
INFLUENZA POSITIVOS '
PACIENTES NAO VACINADOS 252 92,3

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR
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GRAFICO 5 - DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS COLETADAS E VIRUS INFLUENZA
DETECTADGS, POR  FAIXAS ETARIAS NOS  PACIENTES
AMBULATORIAS, PERIODO 2000 A 2003
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FONTE: Laboratorio de Virologia, HC-UFPR.

5.2 PACIENTES IMUNOSSUPRIMIDOS

5.2.1 INCIDENCIA

As amostras foram coletadas nos anos de 2000 a setembro de 2003.

Os espécimens recebidos no laboratério de virologia foram armazenados a
temperatura de 2-8° C, até seu processamento. Os protocolos para o processamento
e pesquisa dos antigenos virais, foram os mesmos adotados para as amostras dos
pacientes ambulatoriais, como descrito em material @ métodos, item 4, objetivando

selecionar os espécimens positivos para os virus influenza.
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As figuras 18, 19 e 20, incluidas no item 5.1.1, apresentam os padrbes
positivos e negativos de fluorescéncia, iguais aqueles adotados para os pacientes
ambulatoriais.

Do totai de 666 amostras incluidas no estudo, obteve-se 179 (26,9%)
amostras positivas para os diferentes virus e 487 (73,1%) amostras negativas. Do
total das amostras positivas, em 48 (26,8%) delas eram detectados os virus
influenza, utilizando-se as metodologias de imunofiuorescéncia e cultura celular,
sendo 68,8% para o tipo influenza A e 31,2% para o tipo influenza B (Figura 17).

No grafico 6 estdo apresentadas a distribuicdo das amostras coletadas, e a
positividade para o virus influenza no periodo do estudo. No ano de 2000, observou-
se uma positividade de 36,3% para os diferentes virus em 82 amostras estudadas.
Nos anos subseqiientes estas freqiéncias foram menores.

O grafico 7, tabela 10 demonstram a distribuigao dos tipos dos virus influenza,
no periodo do estudo. Observa-se uma incidéncia mais elevada do virus influenza A
nos anos de 2000, 2001 e 2003, porém no ano de 2001 observa-se que os virus
influenza tipo B e infecgdo mista com virus sincicial respiratério foram mais
incidentes. Na mesma tabela estao apresentadas as freqiiéncias de amostras
negativas para os virus estudados, sendo demonstrada uma freqiéncia média de
74,2% durante o periodo do estudo. Para o virus influenza do tipo A o coeficiente de
propor¢ao foi de 4,4%, com um intervalo de confian¢a (95%) de 3,1% - 6,3%.

Para o virus influenza tipo B a incidéncia encontrada foi menor que 1% em
2000, no ano de 2001 observou-se uma elevagao e a taxa encontrada foi de 4,9%.
No ano de 2002 a taxa foi de 1,9%, o virus nao foi detectado em 2003, observando-
se influenza B e coinfeccdo com parainfluenza. O virus influenza do tipo B
apresentou um coeficiente de proporcdo de 2,0%, com um intervalo de confianga
(95%) de 1,1% - 3,4%. Na tabela 10, observa-se uma porcentagem de coinfecgao e
esta foi devida aos virus influenza A / parainfluenza, influenza A / virus sincicial
respiratério e influenza B / parainfluenza, com taxas de incidéncia de <1%, <1%,
1,9% e 1% respectivamente.
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GRAFICO 6 - NUMERO DE AMOSTRAS COLETADAS E NUMERO TOTAL DE
AMOSTRAS POSITIVAS NOS PACIENTES IMUNOSSUPRIMIDOS, NO

PERIODO DE 2000 A 2003
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FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR.

GRAFICO 7 — NUMERO TOTAL DE AMOSTRAS POSITIVAS E NUMERO DE AMOSTRAS
POSITIVAS PARA V[RU$ INFLUENZA NOS PACIENTES
IMUNOSSUPRIMIDOS, NO PERIODO 2000 A 2003
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FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR
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TABELA 10 -INCIDENCIA DOS VIRUS INFLUENZA EM RELAGCAO AOS OUTROS
VIRUS E AMOSTRAS NEGATIVAS, PACIENTES
IMUNOSSUPRIMIDOS, NO PERIODO DE 2000 A 2003

VIRUS IFl e CC+
2000 2001 2002 2003
(n=226)  (n=184) (n=159) (n=97)
Influenza A 12 (5,3%) 10 (5,4%) 2(1,3%) 4(4,1%)
Influenza B 2 (<1%) 9 (4,9%) 3(1,9%) 0
Infeccdo Mista 1(<1%)? 1(<1%)° 3(1,9%)° 1(1,0%)°
Outros Virus 68 (30,0%) 25 (13,6%) 19 (11,9%) 19 (19,6%)
Nao Reagente 143 (63,3%) 139 (75,5%) 132(83%)  73(75,3%)

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR
NOTA: °FLUA/ PIV

°FLUA / RSV

‘FLUB / PIV

5.2.2 SAZONALIDADE

A incidéncia das viroses respiratoérias por virus influenza, ao longo dos quatro
anos, foi distribuida trimestraimente, em relagdo as amostras coletadas, como
demonstrado no grafico 8. Observou-se um aumento da incidéncia do virus influenza
em relacido ao aumento do numero das amostras coletadas durante o periodo do
estudo.

A distribuicdo da incidéncia dos virus influenza, por meses, esta apresentada
no grafico 8, nota-se uma distribuigao irregular ao longo dos quatro anos. No ano de
2000 a circulagédo do virus se iniciou no més de margo e se se estendeu até o més
de agosto, com um aumento de amostras positivas no més de abril, decrescendo em
maio com outro aumento no més de agosto. No ano de 2001 a maior incidéncia
iniciou-se em junho, apresentando um pico no més de agosto, mantendo-se em
indices elevados até setembro, porém com tendéncia de queda atingindo o minimo
de incidéncia em outubro. No ano de 2002, observou-se um decréscimo do numero
de amostras positivas, com um aumento do numero de virus influenza durante junho,
julho e agosto diminuindo no més de outubro. No ano de 2003 notou-se um aumento

de amostras positivas no més de agosto, diminuindo em setembro, més do término
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da coleta das amostras. A incidéncia dos virus influenza nestes pacientes também
foi maior nos meses de inverno.

No grafico 9 se observa a distribuicdo dos virus influenza em relagdo as
temperaturas médias anuais no periodo de 3 anos, 2000 a 2002. O grafico
demonstra que, nas temperaturas mais baixas ocorreu maior nimero de amostras
coletadas, apresentando um coeficiente de correlagéo linear de - 0,5666 e amostras
positivas para influenza tipo A e tipo B com coeficiente de correlagdo linear de -
0,4595 e - 0,3478, respectivamente, indicando que, quanto menor a temperatura

maior o numero de amostras coletadas bem como amostras positivas.

GRAFICO 8 - |NCIDEI_\|CIA TRIMESTRAL DOS VIRUS INFLUENZA TIPOS A E B EM
RELACAO AS AMOSTRAS COLETADAS NOS PACIENTES
IMUNOSSUPRIMIDOS, ANOS DE 2000 A 2003

n°® amostras

e=mamostras coletadas “==virus influenza

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR.
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GRAFICO 9 - INCIDENCIA TRIMESTRAL DOS VIRUS INFLUENZA TIPOS A E B E
AMOSTRAS COLETADAS EM RELACAO AS TEMPERATURAS MEDIAS
ANUAIS NOS PACIENTES IMUNOSSUPRIMIDOS, NOS ANOS DE 2000 A
2002
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FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR E SIMEPAR.

GRAFICO 10 - DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS COLETADAS E VIRUS INFLUENZA
DETECTADOS, POR FAIXA ETARIA NOS PACIENTES
IMUNOSSUPRIMIDOS, PERIODO 2000 A 2003
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FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR.
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5.2.3 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

O grafico 10 distribui por faixa etaria o numero total de amostras coletadas.
Observa-se que as idades mais atingidas por doencgas respiratérias sdo as faixas de
5 a 9 anos e 30 a 39, sendo também detectado o virus influenza nesta populagao.

Com relagdo ao sexo, os homens representam 55,8% das amostras. Esses

dados nao apresentaram significancia estatistica utilizando-se a regressao logistica.

5.3 PACIENTES HOSPITALIZADOS

5.3.1 INCIDENCIA

O estudo envolveu a analise de amostras coletadas em anos consecutivos
de 2000 a setembro do ano de 2003.

O processamento das amostras e a pesquisa dos antigenos virais foram
desenvolvidos de acordo com os protocolos descritos em material e métodos. Os
padroes de fluorescéncia obtidos sdo aqueles apresentados nas figuras 18, 19 e 20
no item 5.1.1. De um total de 682 amostras incluidas no estudo, obtiveram-se 278
(40,8%) positivas para os diferentes virus e 404 (59,2%) amostras negativas. Do
total das positivas, 31 (11,15%) foram positivas para os virus influenza e 88,8% de
amostras positivas para outros virus, utilizando-se as metodologias de
imunofluorescéncia e cultura celular, sendo 77,4% para o tipo influenza A e 22,6%
para o tipo influenza B (Figura 17).

No grafico 11 estdo apresentadas a distribuicdo das amostras coletadas, e as
positivas para os diferentes virus no periodo do estudo. Em todos os anos observou-
se uma frequéncia homogénea de amostras positivas para os virus rotineiramente
estudados.

O grafico 12 apresenta a distribuicdo dos virus influenza no periodo do
estudo. O virus influenza foi 0 que ocorreu em maior incidéncia em todos os anos,
porém com uma distribuicdo que oscila de ano para ano. Também no grafico 12 e

tabela 11 observa-se uma incidéncia mais baixa em 2002 e 2003, 1,7%. A proporgao
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encontrada para o virus influenza do tipo A nestes pacientes, foi de 3,8%, com um
intervalo de confianca (95%) de 2,2% — 5,1%.

Para o virus influenza tipo B a incidéncia foi homogénea, sendo maior no ano
de 2003 (1,7%) e nos anos 2000, 2001 e 2002 as taxas variaram de <1 a 1,0%. A
proporgac encontrada para o virus tipo B foi de 0,9%, com um intervalo de confianga
(95%) de 0,4 — 2,11. Observa-se também uma porcentagem de coinfec¢do devidas
aos virus influenza A / adenovirus, influenza A / virus sincicial respiratério. Nao foi

observada infecgdo mista no periodo e 2000 e 2001.

GRAFICO 11 - NUMERO DE AMOSTRAS COLETADAS E NUMERO TOTAL DE
AMOSTRAS POSITIVAS, PACIENTES HOSPITALIZADOS, NO
PERIODO DE 2000 A 2003

n° de amostras

2000 2001 2002 2003
ano

Ml total de amostras coletadas Etotal de amostras positivas

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR
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GRAFICO 12 - NUMERO TOTAL DE AMOSTRAS POSITIVAS E NUMERO DE
AMOSTRAS POSITIVAS PARA VIRUS INFLUENZA NOS PACIENTES
HOSPITALIZADOS, NO PERIODO DE 2000 A 2003
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2002
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FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR.

TABELA 11 - INCIDENCIA DOS VIRUS INFLUENZA EM RELACAO AOS OUTROS VIRUS
E AMOSTRAS NEGATIVAS, DE PACIENTES HOSPITALIZADOS, NO

PERIODO DE 2000 a 2003
) IFI e CC+
VIRUS 2000 2001 2002 2003
(n=142) (n=187) (n=177) (n=176)

Influenza A 6 (4,2%) 8 (4,3%) 4 (2,3%) 4 (2,3%)
Influenza B 1(<1%) 2 (1,0%) 1(<1%) 3(1,7%)
infecgdo Mista 0 0 2 (1,1%)*° 1(<1%)°
Outros Virus 59 (41,5%) 66 (35,3%) 56 (31,6%) 66 (37,5%)
N3o Reagente 76 (53,5)  111(59,3%) 114 (64,4%) 102 (57,9%)

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR
NOTA: *FLUA/ADENO
"FLUARSV

5.3.2 SAZONALIDADE

A incidéncia das viroses respiratérias por virus influenza A e B foi distribuida

trimestralmente, de acordo com o grafico 13. Observou-se uma taxa maior dos virus

influenza, nos meses de aumento de coleta de amostras, predominando nos meses
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de junho e julho. Inferem-se as mesmas observagdes quando se analisa o grafico 14
onde estdo apresentadas as coletas e positividade para o virus em relagdo as
temperaturas médias anuais no periodo de 3 anos. Nesse grafico, nota-se que o
aumento da coleta de amostras € coincidente a uma maior positividade para os virus
influenza e diminuicdo das temperaturas. Para analise da quantidade da amostra
com relagédo a temperatura, verifica-se que o coeficiente de correlagdo linear
encontrado € negativo com valor de - 0,7167, e correlagdo para a presenga de um
dos tipos de virus influenza € de - 0,4528, para o tipo A é de - 0,4584 e tipo B é de -
0,1373.

GRAFICO 13 - INCIDENCIA TRIMESTRAL DOS VIRUS INFLUENZA TIPOS AE B E
AMOSTRAS COLETADAS EM PACIENTES HOSPITALIZADOS, NOS
ANOS DE 2000 A 2003
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= amostras coletadas ===virus influenza

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR.
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GRAFICO 14 - INCIDENCIA TRIMESTRAL DOS VIRUS INFLUENZA TIPOS A E B E
AMOSTRAS COLETADAS EM RELACAO AS TEMPERATURAS MEDIAS
ANUAIS NOS PACIENTES HOSPITALIZADOS, NOS ANOS DE 2000 A
2002

n° de amostras

£ @ O . & D Bd @D W
FWE T FoHFEF VP
N

==temperatura ====virus influenza A ====virus influenza B ====amostras coletadas

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR e SIMEPAR

5.3.3 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS

A tabela 12 compara caracteristicas demograficas e clinicas Dos pacientes
hospitalizados, atendidos nos varios servicos do HC-UFPR, que apresentavam
sinais ou sintomas compativeis com diagnoéstico de infecgdo respiratéria aguda,
relacionados ou nao com virus influenza.

Os fatores associados a “influenza like illnesscomo: coriza, febre, mialgia,
artralgia, cefaléia, tosse, além de dispnéia e apnéia foram avaliados além da idade e
sexo.

A maioria dos pacientes era de faixa etaria menor de 1 até quatro anos.
Nessas idades observou-se uma maior incidéncia dos virus influenza, como
apresentado no grafico 15, que apresenta a distribuicdo por faixa etaria dos
pacientes hospitalizados incluidos no estudo. A maioria das amostras era

proveniente de pacientes do sexo masculino totalizando uma porcentagem 59,2%.
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O sinal clinico mais freqiente foi dispnéia em 51,9%, seguidos de febre e
tosse em 48,3 e 44 4% dos casos, sendo também relatado apnéia e coriza em
menor proporgao. Verificou-se que as variaveis, febre (p = 0,2452) e tosse (p =
0,0149) sao significativas para o modelo proposto de regressdo logistica. A
probabilidade de haver presenca do virus nestes pacientes se houver febre e tosse é
de 51,98% com um intervalo de 25,5% — 77,4%, se ha apenas febre é de 61,88%,
intervalo de 41,5% - 78,8% e se ha apenas tosse é de 56,5%, intervalo de 35,7% -
75,2%.

TABELA 12 - CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES
HOSPITALIZADOS, NO PERIODO DE 2000 A 2003

N %

Sexo” F 278 40,9

M 404 59,2
Dispnéia 351 51,5
Tosse 330 48,3
Febre 303 444
Apnéia 119 17,4
Coriza 79 11,5

FONTE: Laboratdrio de Virologia, HC-UFPR
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GRAFICO 15 -DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS COLETADAS E VIRUS INFLUENZA
DETECTADGCS, POR FAIXA ETARIA, PACIENTES HOSPITALIZADOS,
PERIODO 2000 A 2003
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Fa\ﬁ'E: Laboratério de Virologia, HC-UFPR.

Os pacientes internados nas clinicas pediatricas foram distribuidos de acordo
com a especialidade clinica em pediatria geral, emergéncia pediatrica (SEC-PED) e
unidade de terapia intensiva (UTl). Um total de 676 amostras foi distribuido de
acordo com a especialidade médica onde foram coletadas. A maioria das amostras
era proveniente de pacientes das clinicas de emergéncia e unidade de terapia
intensiva. Estas foram também as clinicas onde se obteve as amostras influenza

positivas (Tabela 13)
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TABELA 13 - NUMERO DE AMOSTRAS DE PACIENTES PEDIATRICOS INTERNADOS
AGRUPADOS POR CLINICA E RESULTADOS POSITIVOS PARA VIRUS

INFLUENZA
Anof 2000 2001 2002 2003
Clinica N |FLuaB+| N |FLUAB+| N |FLUAB+| N |FLUAB+
SEC-PED 66 3 92 4 90 2 88 4
UTI-PED 46 3 68 6 62 2 68 4
Pediatria 32 1 26 0 21 3 17 0

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR.
NOTA: 1 6bito por influenza

5.4 SUBTIPAGEM POR RT-PCR

Com o objetivo de subtipar o virus influenza, selecionou-se algumas amostras
positivas representativas de cada ano da coleta para posterior analise genémica por
PCR e sequenciamento. Os critérios de sele¢ao foram, amostras de pacientes com
idade acima de 15 anos, coletadas nos meses de maio, junho ou julho. A
identificagcédo dos subtipos H3 e H1 do virus influenza e virus influenza tipo B foi
realizada utilizando-se a metodologia PCR, especificamente a técnica com
transcriptase reversa como descrito no item 4.5.3, em material e metodos. A
amplificacdo do RNA viral seguida da transcricdo reversa foi realizada na presenga
de 3 pares de iniciadores. Na figura 22, observa-se o tamanho dos produtos obtidos,
das amostras positivas, para cada tipo e subtipo dos virus influenza, encontrados
nesse estudo, em gel de agarose corado com brometo de etideo.

Nos anos de 2000 a 2003, analisaram-se 65 amostras positivas por IFl ou SV.
Nesse periodo detectou-se os subtipos H3, H1 e B. As distribuigdes dos tipos virais
foram irregulares, na tabela 14 apresenta-se relagdo das amostras testadas e os
subtipos encontrados. As Figuras 23 e 24 apresentam os géis de agarose com o0s
produtos obtidos de algumas amostras positivas apos a reacao de amplificagao por
RT-PCR, corados pelo brometo de etideo e visualizados com radiagées ultravioletas.
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TABELA 14 - SUBTIPAGEM DOS VIRUS INFLUENZA DE ALGUMAS AMOSTRAS
POSITIVAS NO PERIODO DE 2000 A 2003.

ANO/RESULTADOS :ggg zgg; ﬁg‘:i ﬁggg

H1 1 2 3 6
H3 12 0 2 1
i 1 5 2 1
Negativas 6 10 6 6

FONTE: Laboratério de Virologia, HC-UFPR

FIGURA 22 - TAMANHO DOS PRODUTOS OBTIDOS PARA OS DIFERENTES TIPOS DE
VIRUS INFLUENZA POR RT-PCR.

944 pb
767 pb

91 pb

Peso FLUA FLUA FLUB
Molecular Subtipo H3 Subtipo H1

FONTE: Laboratério de Virologia HC-UFPR
LEGENDA: Linha 1 - Marcador de Peso Molecular.
Linha 3 — Influenza A H1 — 944 pb
Linha 5 — Influenza B - 767 pb
Linha 7 — Influenza A H3 — 591pb
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FIGURA 23 - SUBTIPAGEM POR RT-PCR DE ALGUMAS AMOSTRAS SELECIONADAS

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

FONTE: Laboratério de Virus Respiratérios, FIOCRUZ.
LEGENDA: Linha 2 - Marcador de Peso Molecular
Linhas 3,4, 6, 9 — Amostras Negativas 11,16, 18 e 30/2000
Linha 5 — Amostra 821/2000 Influenza A H3 (Fraco) 531pb
Linha 7 — Amostra 21/2000 Influenza A H3 591pb
Linha 8 - Amostra 27/2000 Influenza A H3 — 591pb
Linha 10 - Amostra 36/2000 Influenza A H1 — 944 pb
Linha 11 e 12 - Amostra 5 e 9/2000 Influenza A H3 — 591pb
Linha 13 — Controle Negativo Agua
Linha 14 - Amostra 1530/2000 Influenza B — 767 pb

FIGURA 24 — SUBTIPAGEM POR RT-PCR DE ALGUMAS AMOSTRAS SELECIONADAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14
FONTE: Laboratério de Virus Respiratérios, FIOCRUZ.
LEGENDA: Linha 1 - Marcador de Peso Molecular
Linhas 2, 3, 4, 5 7, 8 — Amostras 493/2000; 1258/2000; 1271/2000; 1315/2000;
1408/2000; 1503/2000 -Influenza A H3 — 591 pb
Linhas 6, 9-13 — Amostras Negativas 1494/2000, 81,111,124, 195, 213/2001
Linha 14 - Controle Negativo Agua
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6 DISCUSSAO

O estudo mostra que agentes virais tem um papel importante na etiologia de
doencas respiratorias agudas em criangas, pacientes imunocomprometidos e
pacientes ambulatoriais em Curitiba. Demonstrou-se que as infec¢des virais sao
responsaveis por 32,0% dos casos das doengas respiratorias e 25,5% destes sao
atribuidas aos virus influenza. Dos pacientes positivos para virus influenza a maioria
deles foi do tipo A, caracterizados por meio das técnicas de imunofluorescéncia e
cultura celular. Algumas amostras positivas foram subtipadas, por meio da técnica
da reacdo em cadeia da polimerase, transcricdo reversa. Observou-se uma
circulagao dos subtipos H1 e H3 com uma distribuigdo heterogénea e o tipo B.

Adicionalmente, tém-se levantamentos obtidos da Secretaria Municipal de
Saude, da Prefeitura Municipal de Curitiba, que indicam altas taxas de morbidade e
mortalidade, devido a doengas respiratorias, em todas as faixas etarias e com alto
grau de pneumonia, sem causa definida em nossa regido. Neste sentido, os
levantamentos de dados epidemioldgicos por meio da vigilancia do virus influenza
determinam certos indicadores importantes para a avaliagdo de medidas preventivas
para uma possivel epidemia (Brasil, 2002).

O virus influenza esta envolvido em uma proporgao importante das doengas
respiratérias, na populagao estudada, em concordancia com outros relatos onde os
virus influenza contribuem com a elevagdo das taxas de morbidade observadas
durante o inverno (MONTO; ARNOLD, 2002, p. 7S-8S). Neste contexto, &€ importante
conhecer a epidemiologia do virus, desde que, o mesmo apresenta um padrao
sazonal, e é facilmente transmitida levando a uma clinica muitas vezes grave.

Zambon (1999) em seu estudo realizado nos anos de 1975 a 1990, no Reino
Unido, relata uma estimativa de, 5.000 a 29.000 mortes, nao atribuidas ao virus
influenza, isto &, cinco vezes o numero diretamente atribuido aos casos notificados
pelo agente.

No estudo utilizaram-se as metodologias de imunofluorescéncia e cultura
celular, a técnica de centrifugacao rapida “Shell Vial” , como métodos rapidos para a
deteccdo de viroses respiratérias e selecdo das amostras influenza positivas. O
desempenho destas metodologias tem sido largamente demonstrado por varios
autores, apresentando boas taxas de sensibilidade e especificidade (COX, et al.,
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1998; FERNANDEZ, et al., 1998; ISON E HAYDEN, 2002; NASCIMENTO, et al.,
1991; KIM; LEE; LEE, 2000; MONTO, 2002; NAVARRO-MARI, 1999; VIEIRA, et al.,
2001).

Atualmente, a metodologia de imunofluorescéncia € empregada
rotineiramente, por ser uma técnica mais acessivel quanto ao custo e rapidez na
obtencdo dos resultados, de relativa facilidade para seu desenvolvimento e
apresentarem boa sensibilidade e especificidade, aproximadamente 85,9 e 87,1%
quando comparada a metodologia de shell vial, respectivamente e 69 e 97% quando
comparada a cultura convencional (HORTAL et al, p. 137-142, 1985; IRMEN,;
KELLEHER, 2000, p. 396; NOYOLA et al, 2000, p. 1162-1163).

Relata-se que a utilizagdo da técnica de shell vial aliada a técnica de
imunofluorescéncia apresentam um pequeno aumento da sensibilidade e
aspecificidade para a detecgdo do virus influenza. A metodologia de shell vial foi
padronizada para minimizar as desvantagens da metodologia de cultura tradiciconal
pois, representa uma redugao de custo, requer um menor volume de reagentes e a
grande vantagem em relagdo a cultura convencional, na obteng¢do dos resultados
que se da de 24 horas a 5 dias e € menos laboriosa (SHIH et al, 1999, p.77-80;
NAVARRO-MARI et al., p. 2346-2347, 1999).

A cultura celular & considerada “padrdo ouro” para a confirmagdao do
diagnostico em virologia. Porém o sucesso para o isolamento viral depende de
alguns fatores determinantes, como, coleta da amostra no inicio dos sinais e
sintomas, transporte imediato ao laboratério, preferencialmente em meio de
transporte e na temperatura de 2-8 °C, com o objetivo de manter a viabilidade viral, o
processamento imediato e adequado, além de alto titulo de particulas virais na
amostra, ainda deve-se considerar a inativagao da particula viral pelo sistema imune
e a sensibilidade da linhagem celular a ser utilizada (SHIH et al, 1999; OLSEN et al,
1993; MAITREY]I, 2000; NOYOLA et al., 2000).

No estudo, além da IFl, utilizaram-se as técnicas de shell vial, para a selegéo
das amostras positivas para virus influenza e posteriormente os sobrenadantes
positivos foram inoculados em tubos para o isolamento por cultura celular
convencional com o intuito de aumentar a carga viral para os ensaios de inibi¢gao de
hemaglutinagéo e as técnicas de biologia molecular. Iniciou-se a padronizagdo da
técnica de cultura celular no laboratério de virologia do HC-UFPR em meados do
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ano de 2001. Até adequagédo das linhagens celulares no [aboratério e a
padronizagdo das técnicas de shell vial, as amostras coletadas mantiveram-se
congeladas a —-80 °C, fator que associado a outros interferentes, resultaram em uma
diminuigdo da sensibilidade e especificidade da metodologia. A técnica de RT-PCR
multiplex para a tipagem do virus, foi utilizada para tipar as amostras positivas desde
que a mesma tem demonstrado boas taxas de sensibilidade e especificidade.

Estabelecer protocolos diagndsticos e conhecer o impacto do virus influenza
em nossa populagéo, certamente contribuird na compreensdo da epidemiologia do
patégeno, no estabelecimento de estratégias terapéuticas e epidemioldgicas para
minimizar o impacto do virus.

Nesse trabalho, determinou-se uma incidéncia importante dos virus influenza
em uma populagdo, que incluem pacientes ambulatoriais, imunossuprimidos e
hospitalizados.

Pacientes ambulatoriais foram avaliados apresentando uma porcentagem de
amostras, influenza positiva de 67,1% do total dos resultados positivos para todos os
virus estudados. A taxa variou ao longo dos quatro anos, sendo maior no ano de
2000, onde a taxa encontrada foi de 35,6%. Especificamente durante o ano de 2000,
manteve-se uma técnica treinada para a seleg:éo e coleta das amostras de pacientes
que apresentavam os sintomas “flu-like” estabelecidos no estudo. Acredita-se que o
acompanhamento e a selegao criteriosa destes pacientes aumentou o numero de
amostras positivas. O virus influenza do tipo A foi o mais incidente nos anos de
2000, 2001 e 2003. No ano de 2002 as taxas mantiveram-se entre 14,0 e 16,0%.
Nesse mesmo ano observa-se uma taxa mais elevada de influenza do tipo B em
relagdo ao tipo A. Paiva e colaboradores (2003) descrevem neste mesmo ano, um
surto de influenza similar a estirpe B / Hong Kong no Brasil, os dados foram obtidos
por meio da vigilancia epidemiologica do virus influenza de janeiro a outubro de
2002, foi demonstrada a circulagao da estirpe viral na regiao sudeste e centro oeste
do Brasil. Neste mesmo estudo demonstrou-se a importancia da vigilancia desde
que, criangcas foram acometidas em uma propor¢do mais elevada e com maior
severidade.

Foi observada no estudo taxa de infecgdo mista com virus influenza em
proporgdes relativamente baixas, com exce¢dao do ano de 2001 que foi de 4,1%.

Considerando, o carater sazonal das viroses respiratorias e sua cocirculagéo,
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admite-se a ocorréncia de infeccdo mista e estas sao devidas, principalmente aos
virus influenzas do tipo A e virus sincicial respiratério (GILCHRIST et al, 1994,
BOYCE et al., 2000; ZAMBON, 2001; NEUZIL et al., 2003).

Coletaram-se amostras de todas as faixas etarias, de menor de 1 a 70 anos,
onde se observou uma incidéncia de positividade para o virus influenza. Porem,
houve predominio de amostras coletadas bem como amostras positivas na faixa
etaria de 20-29 anos. Este dado é relevante visto que, em adultos saudaveis, o virus
influenza, pode causar uma doenga febril de duracdo de 1-2 semanas. A infecgao
em adultos é responsavel por uma alta porcentagem de visitas as unidades de
saude, dias de auséncia no trabalho e utilizagdo de servigos de emergéncia
(ZAMBON, 1999; GREENBERG, 2002). Neuzil e colaboradores, 2003, descrevem
em seu estudo que, 42-67 pacientes por 1000 individuos, sem condicdo de risco
identificada visitaram o servico ambulatorial de saude devido a infecgdo por virus
influenza ou virus sincicial respiratorio. Entre os individuos em condi¢ao de risco o
impacto & maior estimado em 115-136 pacientes por 1000 individuos fizeram mais
do que uma visita médica.

A incidéncia de amostras positivas, para virus influenza, em relagdo ao total
de amostras positivas foi de 26,8%, em pacientes imunossuprimidos. O virus
influenza do tipo A foi o mais incidente nos anos 2000, 2001 e 2003, porém no ano
de 2002 o tipo B mostrou uma pequena elevagdo em relagao ao tipo A, achado que
podera estar relacionado com o surto descrito por Paiva e colaboradores (2003), e
concordante com os nossos achados que também demonstram uma taxa maior de
virus influenza do tipo B em pacientes ambulatoriais. Também, no ano de 2001,
observa-se um aumento na taxa do virus influenza tipo B nos pacientes
imunossuprimidos, indicando uma possivel transmissdo dentro da unidade,
reafirmando a importancia de se manter uma vigildncia constante, bem como, a
padronizacdo de metodos diagnéstibos sensiveis e especificos. O numero de
pacientes imunocomprometidos tem aumentado extensivamente, desta forma,
postula-se grandes avangos na area de prevencdo. Tem sido descrita, por varios
autores, a incidéncia das viroses respiratérias em pacientes imunocomprometidos,
sendo o virus influenza um dos agentes importantes envolvidos nas doengas
respiratérias. Estes estdo sujeitos a alguns fatores como, idade, exposicao

comunitaria ou nosocomial, contato com criancas, estado de imunidade especifica,
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grau de imunossupressao e natureza da epidemia, que determinam o
desenvolvimento da infec¢cao e complicagdes. Alguns trabalhos determinam uma
baixa incidéncia do virus (0-2%) e outros relatam uma incidéncia maior que 29%
(RABELLA et al., 1998, p. 1043-1049; ISON; HAYDEN, 2002, p. 355-358).

Pacientes hospitalizados apresentaram uma taxa de 11,1% de amostras
positivas para o virus influenza, do total de amostras positivas para os diversos
virus, sendo o tipo A mais incidente em todos os anos. Em relacao a faixa etaria, a
grande maioria das amostras coletadas, e onde se detecta amostras positivas para
virus influenza, estdo entre as idades de menos de 1 até 4 anos e estes achados
sdo similares aos relatos de outros autores (PELUFFO et al., p. 218-219, 1986; KIM;
LEE; LEE, p.155-156, 2000; CARBALLAL et al., p. 173, 2001; STRALIOTTO et al,,
2002; NICHOLSON et al., p. 228-229, 2003; HEIKKINEN et al., p. 203-205, 2003;
FORSTER, p. 215-216, 2003; LAUNDY et al., p. 225-226, 2003).

Uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em criangas no mundo
sdo as infecgbes do trato respiratério. O virus influenza esta implicado em uma
proporgao importante destes pacientes, manifestando uma diversidade de sinais e
sintomas clinicos do trato respiratério e também apresentando doencas severas
(PELUFFO et al., p. 218-219, 1986; KIM; LEE; LEE, p.155-156, 2000; CARBALLAL
etal, p. 173, 2001; STRALIOTTO et al., 2002; NICHOLSON et al., p. 228-229, 2003,
HEIKKINEN et al., p. 203-205, 2003; FORSTER, p. 215-216, 2003; LAUNDY et al.,
p.225-226, 2003).

Sao poucos os dados da prevaléncia das infecgbes por virus influenza em
pacientes pediatricos em nosso pais. Recentemente tem se procurado estabelecer
uma vigildancia destas infeccdes em nossa comunidade, amostras coletadas de
pacientes com sintomatologia “flu-like” pelo sistema de informagéo de vigilancia
epidemiolégica do virus influenza no Brasil (BRASIL, 2003), demonstrou em
pacientes com idade de 0 a 4 anos uma frequéncia dos virus influenza A de 19% e
influenza B de 1,5%, sendo que esta faixa etaria constituiu no maior numero de
amostras coletadas, 36,5% (VIEIRA et al., 2001).

Nestes pacientes, também se observou, infeccdo mista com virus sincicial
respiratorio e virus parainfluenza, provavelmente devido a cocirculagao.

A cidade de Curitiba esta localizada a uma latitude de 25°2548“(sul),
longitude de 49°16'15"(oeste), altitude média de 908 metros, possui um clima
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temperado, com temperaturas, media de verao de 21°C e inverno de 13°C e
pluviosidade de 1500 milimetros por ano

(www.totaltrade.com.br/PAGES/CURITIBA 2). Estas caracteristicas geograficas

facilitam a manutengao do virus na comunidade. O agente apresenta grande
labilidade a variagdes de temperaturas, sendo que a viabilidade é maior em
temperaturas mais baixas, também sdo sensiveis as umidades, isto &, sdo mais
susceptiveis a ambientes mais umidos.

No estudo, observou-se um aumento abrupto de incidéncia tanto de amostras
coletadas como amostras influenza positiva nos meses de menor temperatura, nos
diferentes grupos de pacientes. Observa-se que a maioria das amostras coletadas
se concentram nos meses de junho e julho, sendo também os meses de maior
incidéncia do virus influenza, nota-se que em pacientes imunossuprimidos este
padrao difere sutiimente, apresentando uma oscilagdo ao longo dos meses
subsequentes. Os parametros obtidos através da analise por coeficiente de
correlagao linear demonstram uma similaridade entre os valores demonstrados nos
diferentes grupos, inclusive nos pacientes imunossuprimidos. Ha uma correlagao
negativa entre a temperatura € a quantidade de virus influenza encontrados nas
amostras coletadas, isto €, quanto menor a temperatura maior a quantidade de virus
por amostras.

A sazonalidade do virus influenza tem sido identificada em varios estudos
epidemiolégicos, porém as razbes para esta definigdo ainda sao incognitas. Ha uma
associagao entre o excesso, de visitas médicas e a circulagdao dos virus nos meses
de inverno nas diversas faixas etarias e em pacientes saudaveis ou de grupo de
risco, imunossuprimidos, cardiopatas ou que apresentem doengas crénicas
respiratérias. A avaliagao de indicadores com indices de mortalidade e morbidade,
associados, a subtipagem das cepas circulantes, determinam a atividade do virus,
bem como, estabelecem as estagdes do virus influenza e época de vacinagao.
Adicionalmente, o estudo da sazonalidade podera determinar a probabilidade de
certa doencga respiratoria viral acontecer (ARRUDA et al., 1991, CARBALLAL et al,,
2001; STRALIOTTO et al., 2002; MONTO, 2002; NEUZIL et al., 2003).

O aumento da prevaléncia do virus nos periodos de abril a julho foi
demonstrado no estudo, bem como o padrdao sazonal. Estes achados foram

relatados no Parana, em pacientes imunossuprimidos e em outros estados


http://www.totaltrade.com.br/PAGES/CURITIBA

97

brasileiros (NASCIMENTO et al., 1991, p. 288-289; STRALIOTO et al., 1998, p. 3-4,
VIEIRA et al., 2001, p. 128-129; RABONI et al, 2002, p. 143-144).

Os pacientes ambulatoriais foram avaliados quanto aos sinais clinicos, sendo
predominantes a coriza, febre e tosse com valores acima de 80%. Contudo, a
analise, por meio do método estatistico, regressao fogistica, do mesmo dado ciinico,
para os individuos que apresentaram virus influenza, pelos métodos de IFl e SV,
obteve-se que a febre e mialgia foram variaveis significativas, pelo modelo proposto
de regressAo logistica, porém, com um intervalo, de probabilidades, muito amplo.
Este dado indica que a andlise em separado dos dados clinicos tem baixas
sensibilidade e especificidade (MONTO, 2002; MONTALTO, 2003).

Os sintomas adotados para diagnosticar clinicamente a “influenza-like illness”
incluem, febre, coriza, tosse, mialgia, odinofagia, cefaléia. Infecgdes por virus
influenza, resfriados comuns e bactérias causam sintomas similares do trato
respiratério superior, podendo apresentar variagdes quanto a intensidade,
severidade e frequéncia dos sintomas. Determinar a presenga do virus influenza,
baseada nos sinais clinicos, torna-se dificil, devido a baixa especificidade desse
diagnostico e baixa sensibilidade dos achados clinicos. Porém, esses dados quando
avaliados em associagdo com levantamentos epidemiologicos podem aumentar a
especificidade do diagnostico clinico (MONTALTO, p. 111-114, 2003).

Boivin e colaboradores descrevem que, infecgdo por virus influenza, durante
os periodos de epidemia, indica que febre e tosse, utilizando-se o método de
regressao logistica, tem valor preditivo positivo de 86,8%, sensibilidade de 77,6% e
especificidade de 55,0%. Outro estudo demonstra também que tosse e febre tem o
melhor valor preditivo (BOIVIN et al., p. 1166-1169, 2000; MONTO, et al., p. 3247,
2000).

Pacientes imunossuprimidos nao foram avaliados quanto a clinica, em virtude
da dificuldade de se estabelecer critérios clinicos especificos para doenga
respiratéria.

O impacto das infecgdes do trato respiratorio em populacées de alto risco,
como pacientes com asma ou bronquites cronicas estdo confirmados em varios
estudos. Pacientes imunossuprimidos parecem ser altamente susceptiveis as

mesmas viroses que circulam na populagdo em geral. A imunosupressdao pode
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originar complicagdes respiratorias muito importantes nestes pacientes levando-os
até a morte (FERNANDEZ et al., 1998; RABONI et al., 2002).

Realizou-se uma andlise prospectiva dos pacientes hospitalizados,
levantando dados clinicos, sendo, dispnéia, febre e tosse os sinais clinicos mais
prevalentes. Porem, quando se utiliza o método estatistico de regressao logistica,
encontrou-se diferenga significativa entre as variaveis, febre e tosse, associados aos
resultados obtidos por IFl e SV. Estes pacientes apresentavam idade de 0-4 anos.
Porém, quando se analisa o intervalo de probabilidade para estas variaveis,
observa-se que estes sao muito amplos, sendo a utilizagdo destes critérios de
provavel baixo valor de sensibilidade para o diagnostico clinico, como discutido para
0s pacientes ambulatoriais.

Os virus influenza estdo associados as hospitalizagcbes de pacientes
pediatricos por infecgoes do trato respiratorio inferior com grande freqiéncia
(PELUFFO et al., 1986, SUTMOLLER et al., 1983, MEQDAM et al., 2000,
STRALIOTTO et al., 2002; LLAUNDY et al, 2003; HEIKKINEN et al., 2003,
NICHOLSON et al., 2003).

No presente estudo demonstra-se que 48,3% dos pacientes incluidos eram
pediatricos. Esses pacientes foram agrupados por especialidade clinica em servigo
de emergéncia pediatrica, unidade de terapia intensiva e pediatria geral. Observou-
se que os servicos de emergéncia pediatrica e unidade de terapia intensiva
continham a maioria dos pacientes e onde se encontrava a maioria das amostras
positivas. Foi relatado um o6bito na unidade de terapia intensiva e foi atribuido a
infecgao por influenza.

Infecgdes respiratérias sdo as causas mais comuns de doengas na infancia. A
razao mais comum de atendimento médico e hospitalizagcdo, nestes pacientes, é
atribuida as infeccées do trato respiratorias inferior, sendo que um dos agentes mais
incidente € o virus influenza. Esta comumente relatado por autores de todo o mundo
o excesso das taxas de morbidade e mortalidade nao atribuidas ao virus influenza.
Sendo que, estas taxas justificam a possibilidade de se adotar a vacinagdo em
criangas, principalmente porque estas tém um papel fundamental na transmissao do
virus (REICHERT et al., p.889-896, 2001; FORSTER, p. 215-217, 2003).

Principi e colaboradores, 2003, demonstram em seu estudo, o impacto

socioecondémico do virus influenza em criangas saudaveis e constatam que o mesmo
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e responsavel por complicagdes clinicas, especialmente em criangas com idade
abaixo de 2 anos, e também & responsavel por um grande numero de
hospitalizagées, atendimentos médicos e uso de antibidticos. Os autores sugerem a
prevencao por meio da vacina em todas as faixas etarias e em pacientes saudaveis
e afirmam que a medida reduz significativamente custos indiretos e diretos
(PRINCIP! et al., 2003).

Neste estudo levantou-se dados de vacinagao, porém para grande maioria
dos pacientes ndo havia esta informacgéo. O dado de vacinagao so foi possivel para
pacientes ambulatoriais, para os quais, se utilizou a ficha para coleta de dados.
Observou-se que somente 7,7% dos individuos receberam vacinagéo, sendo 92,3%
nao vacinados, e do total de pacientes vacinados, 23,8% apresentaram resultado
positivo para virus influenza.

Os programas de imunizagao preconizam o uso da vacinagao para individuos
de qualquer idade e pertencentes a grupos de risco para complicagdo por virus
influenza, como descrito no item 2.10 na revisdo de literatura. Atuaimente o comité
que estabelece a utilizagdo da vacina, American Advisory Commitee on
Immunizations Practices, no ano de 2003, tem encorajado a utilizagdo da vacina
para criangas de 6 a 23 meses de idade e seus contatos. Algumas estratégias e
intervengoes tém sido implementadas para o encorajar a vacinagao em criangas
(QUACH et al,, p197-198, 2003; BRIDGES et al., 1-36, 2003).

Nas amostras selecionadas para subtipagem, por meio da PCR, observou-se
a ocorréncia dos subtipos H1 e H3 do virus influenza tipo A e o tipo B. Das amostras
testadas, no ano de 2000 observou-se no subtipo H3 em maior numero, no ano
subsequente foi o subtipo H1, sendo que o H3 ndo foi detectado, em 2002
novamente detectou-se H1, mas com presenca de H3, e finaimente as amostras do
ano de 2003 mostraram que o subtipo H1 foi detectado nas amostras testadas com
maior freqiiéncia que o H3. A analise molecular, das amostras selecionadas,
apresentou limitagbes que nao permitem concluir sobre a prevaléncia desses
subtipos na nossa populagao, esses dados devem ser mais bem avaliados.

A Agenda Global de Vigilancia do Virus Influenza tem como uma das suas
prioridades a coleta de dados efetivos para a formulagdo da vacina. Para isso, a

coleta de amostras e a caracterizagdo das cepas que circulam no mundo, sdo
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fundamentais, desde que os virus influenza estao sujeitos a variagdes antigénicas
(EUA, WHO Global Influenza Programme).

A importancia de se coletar estes dados, & que a efetividade da vacina esta
estreitamente relacionada com a similaridade das cepas que compde a vacina e dos
virus que estao circulando, um ou dois, dos trés componentes da vacina tipicamente
estdo presentes a cada ano. Assim, a vigilancia epidemiologica, responsavel pelo
isolamento, tipagem e subtipagem do virus e a vigildncia da doenga, sao
necessarias para a identificacao das variantes dos virus influenza e pode determinar
a habilidade da transmissdo e impacto da doenca. Estas informacdes sao
fundamentais para a formulagao da vacina a cada ano (BRAMMER et al, 2000).

O virus influenza causa sérias doengas em humanos principalmente por sua
variabilidade antigénica, podendo resultar em um fendtipo benigno ou uma cepa
potencialmente virulenta. Assim, a expectativa por uma nova pandemia é uma
incerteza. Varios relatos tém demonstrado o impacto do virus no mundo, no més de
janeiro de 2003, em Michigan houve relatos de uma severa e inexplicavel doenca
com morte de criancas e adultos jovens menores de 21 anos. Posteriormente, duas
mortes foram associadas com influenza e para identificar casos de gripe em criangas
saudaveis e jovens menores de 21 anos, foi instaurado um programa de vigilancia
mais efetivo do virus influenza indicando uma melhor definicdo da freqiiéncia de
serias complicagbes por influenza em criangas saudaveis e melhor avaliar os
achados para incorporar ao programa de imunizagao para criangas (WILKINS, et al.,
2003).

Relatou-se neste estudo o envolvimento do virus influenza nas diferentes
categorias de pacientes. Onde se obteve para cada grupo dados de incidéncia,
sazonalidade, perfil clinico, perfii de vacinagado, sexo, idade e caracterizagao
antigénica do virus. Com este estudo foi possivel conhecer o perfil dos pacientes
acometidos pelo virus influenza em nossa regido, bem como, estabelecer um
protocolo de diagndstico laboratorial no nosso hospital, que certamente trara muitos
beneficios aos nossos pacientes. Os resultados encontrados sdo similares aos
estudos de outros autores, que reafirmam a importancia do levantamento de dados
sobre o virus influenza com o objetivo de conhecer este agente imprevisivel que se
perpetua, e faz parte dos relatos de Hippocrates e Thucidides. Transcrevendo as

palavras de Webster (1997), este pesquisador que dedica sua vida ao estudo do
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agente: "Dada a certeza que havera uma outra pandemia pelo virus influenza
humano, nos devemos devotar tanto esforgo quanto muitas pesquisas sao
necessarias para desenhar estratégias de defesa e um plano de batalha para lidar

com o que podera ser uma catastrofe”.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo nos permitiram algumas conclusées:

1 Aincidéncia dos virus respiratorios obtidos nesse estudo foi de 31,7%.

2 Das amostras positivas para os diferentes virus, detectou-se uma incidéncia
de virus influenza de 27,4%,sendo 80% tipo A e 20% tipo B.

3 A incidéncia de virus influenza para pacientes ambulatoriais,
imunossuprimidos e hospitalizados foi de 54,9%, 18,4% e 8,6% para tipo A e

12,2%, 8,37% e 2,5% para o tipo B do virus influenza respectivamente.

4 Observou-se uma correlagao negativa entre a temperatura e a quantidade de
virus encontrados nas amostras coletadas, isto €, quanto menor a
temperatura maior a quantidade de virus por amostras. Esta mesma

correlagao foi observada quando se analisou o tipo A e B em separado.

5 Verificou-se que as variaveis mialgia e febre para os pacientes ambulatoriais,
febre e tosse para os pacientes hospitalizados, foram significativas para o
modelo proposto de regressao logistica. As probabilidades de haver a
presencga do virus no organismo foram significativas, porém com intervalos -

grandes de probabilidades.

6 Observou-se que o numero de amostras positivas para virus influenza de
pacientes hospitalizados, com predominio de idade de meses a 4 anos, foi

maior nas clinicas de emergéncia e unidade de terapia intensiva.

8 Com a subtipagem detectou-se a presenca dos subtipos que comumente tém

sido encontrados mundialmente H3, H1 e B.

9 Os diferentes grupos de pacientes mostraram uma heterogeneidade de

incidéncia. Sendo maior nos pacientes ambulatoriais.
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10 Analises de caracterizagao gendmicas sao as propostas para a continuidade
do trabalho.

11 Demonstrou-se que o virus influenza tem um impacto importante na
comunidade estudada, também se determinou o padrao sazonal do virus na
nossa regido. Além disso, o estudo sugere que a continuidade da vigilancia e
avaliagdo de indicadores epidemiolégicos sao importantes para estabelecer

medidas de prevengao.
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ANEXO

ANEXO 1 — CARTA DA COMISSAQ DE ETICA



P& HOSPITAL DE CLINICAS
Q@ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba. 07 de maio de 2.002.

limo (a) Sr. (a)
Dra. Luine Rosele Renaud Vidal Tsuchiya
Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado
"PREVALENCIA E CARACTERIZACAO ANTIGENICA DO VIRUS INFLUENZA NA CIDADE DE
CURITIBA”, foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, em reuniao
realizada no dia 07 de maio de 2.002, o referido projeto atende aos aspectos das
Resolugdes CNS 196/96 , 251/97 e 292/99, sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos.
Protocolo CEP-HC N° 453.035/2002-04

Atenciosamente,

Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas — UFPR
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ANEXO

ANEXO 2 - FICHA DA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA



SENTINELA CLINICO-VIROLOGICA
FICHA DE INFORMAGOES CLINICAS E LABORATORIAIS

MIMISTERIO DA SAUDE
"FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE
CEeNTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA

It
FUMASA

Unidade Sentinela: Laboratério:
NOME: SEXO: F [ | M [ | DATADENASCIMENTO: __/__ /. DATADACOLETA:__ / /
DATA DO INICIO DOS SINTOMAS: ___ /_ /_ MUN. RESIDENCIA: _ vacinanoz sim ] Nao []

DATA DA ULTIMA VACINAGAO CONTRAINFLUENZA: _ / /

SINTOMAS CLINICOS PRESENTES:

FEBRE CORIZA [ ] OBSTRUGAO NASAL[ ] ARTRALGIA [ ] DORES MESCULARES [ | TOSSE [ | DORDE CABEGA[ |
DOR DE GARGANTA D DOR DE QUVIDO D OUTROS D (ESPECIFICAR)
COLETA ENVIADA POR: IMPRESSAO DIAGNOSTICA:
COMPLICAGAO CLINICA? QUAL?

RESERVADO AO LABORATORIO

REGISTRO LABORATORIAL: __ /  /  NATUREZA DO ESPECIME:  ANF D SWAB COMBINADO D
OUAIINDANFE MATFRIAL-  ROA RATOAVFI [:I NAO APROVFITAVF D

RESULTADOS Negativo Positivo Incloncusivo Observagoes

IF Influenza A

IF Influenza 8

IF Parcinfluento
IF Adnov'rus

IF VSR

DATA DO RESULTADO: / DATA DO RETORNO DO RESULTADO A CLINICA: /] )
RESPONSAVEL:

FOMASA - {9
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ANEXO

ANEXO 3 — PROTOCOLO DE TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA



HOSPITAL DE CLINICAS
SERVIGCO DE ANALISES CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

SECAQ DE VIROLOGIA
REGISTRO DE TECNICA - IFi

Data / /

Técnico
Anticorpo Monoclonal :
Adeno: FluA: FiuB:
Pflut: Pfluz: Pflu:
RSV, HSV: CMV:
Conjugado FITC:
Kit :
Observacgbes
Lamina n°
1 7
! 2 8
R
F
£ 3 9
c
T 4 10
A
5 11
6 12
Lamina n®
1 7
2 8
P
. 3 9
R
F
f 4 10
C
T 5 11
A
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ANEXO

ANEXO 4 - PROTOCOLO DE TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR



UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

B
Ly

HOSPITAL DE CLINICAS

122

EXTRAGAO DE RNA INFLUENZA

AMOSTRAS: DATA:
RESPONSAVEL:
AMOSTRA MATERIAL RESULTADO OBSERVAGCOES

Colocar em eppendorf para cada amostra:
% 10 ul de silica + 840ul de tampao L6 + 150ul da amostra
< Vortex imediatamente e deixar 10 minutos a temperatura ambiente (vortex a cada 3

minutos)

% Centrifugar 15 segundos a 12.000 rpm e descartar o sobrenadante.

Lavar o pellet de silica:

< 2X com 0,5 ml de tampao L2 (vortex rapidamente, centrifugar 15 segundos e
descartar o sobrenadante)
% 2X com 1 ml de tampao etanol 70%(vortex rapidamente, centrifugar 15 segundos e
descartar o sobrenadante)
< 1X com 1 ml de tampao acetona (vortex rapidamente, centrifugar 15 segundos e
descartar o sobrenadante)

()
°»

Secar o pellet a 56°C com os eppendorffs abertos durante 10 minutos.

Reagente Quantidade Total
Agua milli-Q estéril 30 pl x

RNAsin 40U/pl 1l x

Total pl/tubo

* Acrescentar as amostras. Vortex e incubar 56°C os tubos fechados por 10 minutos
< Vortex rapidamente e centrifugar por 6 minutos a 12.000 rpm
¢ Retirar o sobrenadante, fazer o cDNA ou estoca-lo a-70°C

Observagoes:
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cDNA
AMOSTRAS: DATA:
RESPONSAVEL:
AMOSTRA MATERIAL RESULTADO OBSERVACOES
s MiX cDNA
Reagentes Quantidade Total

Tampao PCR 10 X 4ul  x
MgCl, 50mM 6ul  x
dNTPs 10mM 6ul  x
AMV RT 200U/ul T
RNAsin 40U/ul (Invitrogen) 0,4 pl x
Random Hexamers mix 0,4 ul x
Total pl/tubo 17,8 pl/tubo

LK)
00 o

3

'

minutos a 100°C.

% Resfriair em gelo e armazenar o produto cDNA em freezer —20°C.

Na capela de extracdo adicionar 22,2 pl do produto extraido + 17,8 pl do mix cDNA.
Deixar 10 minutos em temperatura ambientes
Utilizar um termociclador programado para 60 minutos a 37°C e em seguida 5

Observacoes:
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1° PCR Multipex - INFLUENZA
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AMOSTRAS: DATA:
RESPONSAVEL:
AMOSTRA MATERIAL RESULTADO OBSERVACOES

PRIMERS UTILIZADOS CONCENTRACOES

% Primer forward

< Primer reverse
MiIX PCR

Reagentes Quantidade Total

Tampéao PCR 10 X 8ul  x
MgCl, 50mM 2ul X
Primer forward T x
Primer reverse Tl x
Taq polimerase 5U/ml 0,3 ul x
Agua milli-Q estéril 63,7 pl x
Total pl/tubo 79 plitubo

+» No fluxo adicionar 21pl do produto de cDNA + 79 pl do mix 1° PCR e submeter a

reagao de mistura a 30 ciclos

< °C de desnaturagdo 94°C/ 1 minuto °C de anelamento 50°C/ 1 minuto °C de

extensao 72°C / 1 minuto

% Armazenar o produto amplificado a —20°C

Observagoes:
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2° PCR Multipex - INFLUENZA
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AMOSTRAS: DATA:
RESPONSAVEL:

AMOSTRA MATERIAL RESULTADO OBSERVACOES
PRIMERS UTILIZADIOS . . cniossisissismanmssssssinmmussasssnsssmnsassnsmasses sesssingsmsosnsbasniod simistesin
CONCENTRAGOES

< Primer forward

s Primer reverse
MIX PCR

Reagentes Quantidade Total

Tampéo PCR 10 X 5ul X
MgCl, 50mM 2,5u x
dNTPs Tl X
Primer forward 1l X
Primer reverse Tl X
Taq polimerase 5U/ml 0,15 ul x
Agua milli-Q estéril 33,35 pul x
Total pl/tubo 48 pl/itubo

< No fluxo adicionar 2ul do produto do 1° PCR + 48 pl do mix 2° PCR e submeter a
reacao de mistura a 30 ciclos

< °C de desnaturagdo 94°C/ 1 minuto °C de anelamento 60°C/ 1 minuto °C de
extensao 72°C / 1 minuto

“ Armazenar o produto amplificado a —20° C

Observacoes:
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ELETROFORESE EM GEL
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AMOSTRAS: DATA:
RESPONSAVEL:
AMOSTRA MATERIAL RESULTADO OBSERVACOES
Gel:
( ) Agarose

OBSERVAGAO:

( ) Poliacrilamida

Concentragao do Gel:
%

Voltagem: V

Tempo de Eletroforese:

Quantidade de amostra:

—

Quantidade de Corante
e il




