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RESUMO 
 

A gripe é uma doença respiratória infecciosa aguda causada pelo vírus influenza, dos 
quais o tipo A tem maior impacto na saúde pública mundial, está associada a altas taxas 
de morbimortalidade devido à propensão a evoluir para síndrome respiratória aguda 
grave (SRAG). Dado que a evolução para SRAG é multifatorial, o conhecimento de 
biomarcadores de gravidade pode ser uma ferramenta importante para o 
desenvolvimento de estratégias contra as infecções causadas pelo vírus influenza A 
(FluA). Portanto, este estudo teve como objetivos: padronizar a quantificação absoluta 
da carga viral (CV) por RT-qPCR e avaliar os fatores associados à gravidade de doença 
em pacientes infectados por FluA. A quantificação absoluta de CV foi padronizada com 
DNA plasmidial, apresentou eficiência de 98,6%, R2 de 0,998, faixa dinâmica de 10^1 
a 10^10, limite de detecção e de quantificação de 6,77 e 20,52 cópias/reação, 
respectivamente. Não foi observada variabilidade inter e intra ensaio e nenhum efeito 
de matriz. Em todos parâmetros avaliados, os coeficientes de variação foram menores 
que 5%. Para a validação clínica do ensaio foram realizadas duas quantificações 
seriadas de CV de 19 pacientes com o diagnóstico laboratorial positivo para FluA, 
internados no período entre 2015 a 2018 no Complexo Hospital de Clínicas da UFPR 
(CHC-UFPR). As medições em série das amostras clínicas coletadas em um intervalo 
de 72 horas não mostraram nenhuma alteração na CV. Em contraste, os pacientes 
imunocompetentes apresentaram uma CV significativamente mais baixa do que os 
imunossuprimidos. Para a determinação dos multifatores relacionados com a gravidade 
da doença, foram incluídos no estudo um total de 142 pacientes, com diagnóstico 
laboratorial positivo para FluA, no período de 2010 a 2018, no CHC-UFPR. Os vírus 
FluA foram subtipados e tiveram sua CV quantificada pelo método de RT-qPCR 
padronizado no estudo. As mutações no gene da hemaglutinina foram avaliadas pelo 
sequenciamento nucleotídico e os genótipos dos polimorfismos de nucleotídeo único 
na interleucina 28B foram identificados por qPCR. A análise multivariada identificou os 
seguintes fatores de risco para a gravidade da doença: infecção pelo subtipo 
(H1N1)pdm09 (OR = 2,29; IC 95% = 1,02-5,15; p = 0,046), CV (OR = 1,43; IC 95% = 
1,09-1,88; p = 0,009), doenças cardíacas (OR = 5,47; IC 95% = 1,96-15,27; p = 0,001) 
e doenças neuromusculares (OR = 7,02; IC 95% = 1,18-41,75; p = 0,032). Um índice 
de prognóstico preditivo para admissão na UTI com o potencial de otimizar a triagem e 
o manejo clínico de pacientes de alto risco foi proposto com base na curva ROC (Indice 
= 3, com AUC = 0,812; p <0,0001). A metodologia de CV padronizada pode ser aplicada 
para avaliar a evolução do quadro clínico dos pacientes por meio da quantificação 
seriada e da aplicação do escore proposto, uma vez que este apresentou alto 
desempenho em prever a admissão à UTI em pacientes infectados por FluA. No 
entanto, sua implementação no serviço de saúde está sujeito à validação em uma 
população maior.  
 
 
 
 
 

Palavras Chave: Carga viral, quantificação absoluta, prognóstico, influenza A, SRAG, 

gravidade 



 

 

ABSTRACT 
 

Influenza is an acute infectious respiratory disease caused by the influenza virus, of 
which type A has the greatest impact on public health worldwide and is associated with 
high rates of morbidity and mortality due to the propensity to progress to severe acute 
respiratory infection (SARI). Given that the evolution to SARI is multifactorial, 
knowledge of severity biomarkers can be an important tool for developing strategies 
against infections caused by the influenza A virus (FluA). Therefore, this study aimed 
to: standardize the absolute quantification of viral load (VL) by RT-qPCR and assess 
factors associated with disease severity in patients infected with FluA. The VL absolute 
quantification was standardized with plasmid DNA, showed an efficiency of 98.6%, R2 
of 0.998, the dynamic range of 10^1 to 10^10, detection and quantification limits of 
6.77, and 20.52 copies/ reaction respectively. No inter-and intra-assay variability and 
no matrix effect were observed. In all parameters evaluated, the coefficients of 
variation were less than 5%. For the clinical validation of the trial, two serial VC 
measurements were performed in 19 patients with a positive laboratory diagnosis for 
FluA and hospitalized in the period between 2015 and 2018 at the Complexo Hospital 
de Clínicas of UFPR (CHC-UFPR). Serial measurements of clinical samples collected 
over a 72-hour interval showed no change in CV. In contrast, immunocompetent 
patients had a significantly lower CV than immunosuppressed ones. To determine the 
multifactors related to the severity of the disease, a total of 142 patients with positive 
laboratory diagnoses for FluA were included in the study, in the period from 2010 to 
2018, at the CHC-UFPR. FluA viruses were subtyped and had their VL quantified by 
the RT-qPCR method standardized in the study. Mutations in the hemagglutinin gene 
were evaluated by nucleotide sequencing, and the genotypes of single nucleotide 
polymorphisms in interleukin 28B were identified by qPCR. Multivariate analysis 
identified the following risk factors for disease severity: infection by subtype 
(H1N1)pdm09 (OR= 2.29; 95% CI= 1.02-5.15; p= 0.046), VL (OR= 1.43; 95% CI= 1.09-
1.88; p= 0.009), cardiovascular diseases (OR= 5.47; 95% CI= 1.96-15.27; p = 0.001) 
and neuromuscular diseases (OR= 7.02; 95% CI= 1.18-41.75; p= 0.032). A predictive 
prognostic index for ICU admission with the potential to optimize screening and clinical 
management of high-risk patients was proposed based on the ROC curve (Index = 3, 
AUC= 0.812; p<0.0001). The standardized VL methodology can be applied to assess 
the evolution of the clinical condition of patients through serial quantification and 
application of the proposed score since this presented a high performance in predicting 
admission to the ICU in patients infected with FluA. However, its implementation in the 
health service is subject to validation in a larger population. 
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1  INTRODUÇÃO 
 

Influenza ou gripe é uma doença respiratória infecciosa aguda de origem viral, 

de elevada transmissibilidade e distribuição global, com tendência a se disseminar 

facilmente em surtos sazonais, afetando todos os tipos de grupos sociais e etários. 

Constitui-se em uma das grandes preocupações das autoridades sanitárias mundiais 

e apresenta alta incidência, acometendo cerca de 10% da população mundial 

anualmente (WHO, 2018; IULIANO et al., 2018). De acordo com a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) a gripe causa aproximadamente 290.000-650.000 mortes 

em todo mundo a cada ano, com taxa de letalidade variando de 5% a 15%, em 

população de alto risco. Os vírus influenza são responsáveis por epidemias sazonais, 

frequentemente associadas com o aumento das taxas de hospitalizações e morte 

(GBD, 2017; WHO, 2019). Além disso, têm impacto na economia devido aos gastos 

diretos nos serviços de saúde, ocasionando importantes perdas na produtividade da 

força de trabalho durante as epidemias (NOAH et al., 2013; PUTRI et al., 2018). Para 

reduzir seu impacto existem duas ferramentas utilizadas: a vacina e os antivirais 

inibidores de neuraminidase. Além dessas estratégias, a evolução dos métodos 

moleculares que estão atualmente disponíveis em laboratórios clínicos, como a 

Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR), propiciam maior agilidade 

e sensibilidade no diagnóstico, quando comparados com as técnicas de cultivo celular 

e pesquisa de antígeno. Além disso a técnica de qPCR possibilita a detecção e 

quantificação da carga viral, e já faz parte do protocolo na rotina assistencial de 

diversas doenças infecciosas virais, como a do vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), do vírus da hepatite B (HBV), do vírus da hepatite C (HCV) e do citomegalovírus 

(CMV) (WATZINGER et al., 2004; RAZONABLE;HUMAR, 2013; CLARK et al., 2016, 

WARKAD et al., 2018).  

Devido à alta taxa de mutação relacionada aos vírus influenza, principalmente 

ao do tipo A, o monitoramento epidemiológico e molecular é de fundamental 

importância, pois permite detectar a presença de mutações relacionadas à resistência 

aos antivirais, à virulência e antigenicidade (MCADAM et al., 2009; GAO et al., 2013).  

Os mecanismos que estão relacionados na patogênese e gravidade da 

infecção respiratória aguda causada pelo vírus FluA, ainda não estão muito bem 

esclarecidos, assim como o papel da carga viral na evolução da doença. Sabe-se que 
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uma parcela se dá por fatores virais, como a carga viral, mutação e virulência, por 
fatores ambientais, como a vacinação e manejo clínico e por fatores relacionados ao 

hospedeiro, como os fatores de riscos clínico - epidemiológicos e resposta imune. 

Dessa maneira, o conhecimento da relação destes fatores, podem contribuir para uma 

melhor compreensão e auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

que possam reduzir o impacto destas infecções na população (NOH et al., 2014; 

TEIJARO, et al., 2015; GRANADOS et al., 2017).  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1  VÍRUS INFLUENZA 

 

2.1.1  Estrutura Genômica 

 

Os vírus influenza A (FluA) pertencem à família Orthomyxiviridae que é 

composta por sete genêros: Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, 

Gammainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus,  Isavirus, Quaranjavirus e Thogotovirus. 

Sendo os Influenza virus tipos A, B, C, as espécies de  importância clínica, envolvidas 

em quadros de infecções respiratórias em seres humanos (KUCHIPUDI; NISSLY, 

2018; ICTV, 2020). São vírus envelopados e de RNA de fita única com polaridade 

negativa,  possuem oito segmentos que codificam até o momento 17 proteínas 

estruturais e não estruturais  que desempenham diferentes funções na arquitetura e 

dinâmica do ciclo replicativo viral (QUADRO 1). 
(continua) 

QUADRO 1 – ORGANIZAÇÃO DO GENOMA DO VÍRUS INFLUENZA 

PROTEÍNAS 
 

SEGMENTO 
 

FUNÇÃO 

RNA polimerases 
dependentes de 
RNA viral 
(PB,PA) 

1 -  PB2 Participa do processo de transcrição e replicação 

2 -  PB1 
 
   -  PB1-F2 
 
    
   -  PB1-N40 

Possui atividade de endonuclease e alongamento 
 
Modula a resposta do hospedeiro à infecção pelo vírus FluA, 
induz a apoptose 
 
Proteína não essencial, mas interage com PB2 e melhora a 
eficiência da replicação viral 

3 -  PA 
 
   -  PA- X 
 
   -  PA-N155 
  
   -  PA-N182 

Participa no processo de transcrição e replicação 
 
Modula a resposta do hospedeiro e a virulência viral 
 
Papel na replicação viral 
 
Papel na replicação viral 

Hemaglutinina 
(HA) 

4 -  HA Receptor de ligação; atividade de fusão; e maior antígeno 
viral 

Nucleoproteína 
(NP) 

5 -  NP Ligação, síntese de RNA viral e importação nuclear de RNA 

Neuraminidase 
(NA) 

6 -  NA Atividade de sialidase 
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                                                                                                                                     (conclusão)  
 QUADRO 1 – ORGANIZAÇÃO DO GENOMA DO VÍRUS INFLUENZA                 
Proteínas de 
Matrix (M) 

7 -  M1 
 
    
   -  M2 
 
    
   
   -  M42 

Interação com as RNPs virais e glicoproteínas de 
superfícies 
 
Desempenha papel importante na entrada e montagem do 
vírus, afeta as funções celulares do hospedeiro e é um alvo 
para drogas antivirais e vacinação 
 
Modula a patogenicidade do vírus 

Proteínas Não-
estruturais (NS) 
 

8 -  NS1 
 
   -  NS2/ NEP 
 
       
   -   NS3 

Inibidora da resposta imune inata 
 
Exportação nuclear das RNPs virais do núcleo para o 
citoplasma celular 
 
Fortemente associado com a mudança de hospedeiros 
aviários para mamíferos 

FONTE: WISE et al., 2012; MURAMOTO et al., 2013. 
LEGENDA: FluA= influenza A; RNA= ácido ribonucleico; RNPs= ribonucleoproteínas. 

 

Os segmentos 1,2 e 3 codificam as três subunidades chamadas de RNA 

polimerases dependentes de RNA viral (PB1, PB2 e PA). Elas são responsáveis pela 

síntese e replicação de RNA em células infectadas. Os dois segmentos de RNA, 4 e 

6, codificam as glicoproteínas virais hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA). O 

genoma de RNA é ligado pela nucleoproteína viral (NP), que é codificada pelo 

segmento 5 de RNA. O gene M, segmento 7 do RNA viral do influenza, codifica duas 

proteínas, a M1 de 252 aminoácidos e a M2 de 97 aminoácidos. Por ser um gene 

altamente conservado é utilizado para a detecção e diferenciação molecular dos vírus 

influenza A e B. Além disso, a proteína M é a mais abundante do vírus influenza, sendo 

um alvo importante para testes de diagnósticos moleculares (DAS et al., 2012). 

Acredita-se que a proteína M1 forneça um suporte que ajuda na estrutura do vírion e 

que, juntamente com a proteína de exportação nuclear (NEP), regula o tráfego dos 

segmentos de RNA viral na célula. Além disso, desempenha um papel crítico no 

recrutamento de outros componentes virais durante a montagem e interage com as 

ribonucleoproteínas virais (vRNPs). Está envolvida em vários estágios do ciclo 

infeccioso viral e embora o gene que codifica para esta proteína também seja 

propenso a mutação, há uma região imunogênica que é evolutivamente conservada, 

em quase todas as cepas de vírus influenza incluindo (H1N1)pdm09, H5N1 e H3N2 

(MEDINA; GARCIA-SASTRE, 2011; SCHRAUWEN et al., 2014; EISFELD et al., 2015; 

MANZOOR et al., 2017). A proteína M2 é um canal de prótons necessária para a 

entrada e saída do vírus, inicialmente ela estabiliza o local de brotamento e, na 
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sequência altera a curvatura da membrana, causando sua ruptura e a liberação do 

vírion. Está localizada  na superfície do vírus ancorada em uma membrana lipídica 

derivada da célula infectada, junto com as glicoproteínas HA e NA (ROSSMAN; LAMB, 

2011). Segundo a literatura, o gene M evolui 5 a 10 vezes mais lentamente do que o 

gene da HA e embora haja uma diferença nas taxas de evolução entre as regiões 

codificantes para M1 e M2; com M2 evoluindo um pouco mais rapidamente do que M1 

(HOM et al., 2019). A proteína não-estrutural 1 (NS1) é codificada pelo segmento 8 e 

é um fator de virulência que inibe as respostas antivirais do hospedeiro em células 

infectadas. Os vírus FluA também podem expressar proteínas virais acessórias 

adicionais em células infectadas, como PB1-F2 e PA-X, que participam na prevenção 

de respostas antivirais inatas do hospedeiro juntamente com a proteína NS1. 

Atualmente as proteínas relacionadas ao potencial patogênico do vírus são a HA, PB1, 

PB2 e NS e as relacionadas ao desenvolvimento de resistência às drogas antivirais 

são a NA e M2 (HUSSAIN, et al., 2017; KRAMMER et al., 2018; CAI et al., 2020) 

(FIGURA 1).  

 
 FIGURA 1 – REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA DO VÍRUS INFLUENZA A 

 
FONTE: Adaptada de KRAMMER et al., (2018).  
LEGENDA:  A figura representa uma partícula do vírus influenza A ou vírion que compreendem oito 

segmentos de RNA de fita simples. 1,2 e 3: RNA polimerases dependentes de RNA (PB1, 
PB2 e PA), 4: hemaglutinina (HA),   5: nucleoproteína viral (NP), 6: neuraminidase (NA), 
7: proteína de matriz (M) e 8: proteína não-estrutural (NS). 
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  2.1.2  Hemaglutinina e Neuraminidase 
 

No envelope viral estão inseridas as duas principais proteínas dos vírus 

influenza, em relação à resposta antigênica e evolução molecular, a HA e NA. Ambas 

são glicoproteínas de superfície e são utilizadas para diferenciar os subtipos de FluA.  

 A HA é a proteína mais imunogênica do FluA, sendo o principal alvo dos 

anticorpos neutralizantes que impedem a ligação com o ácido siálico (AS), bloqueando 

o sítio de reconhecimento e com isso evitando a entrada na célula e a replicação do 

vírus.  Até o momento foram descritos 18 tipos de HA (H1 a H18), todos identificados 

em aves, exceto H17 e H18, identificados em morcegos (HUANG et al., 2009; TONG 

et al., 2012; TONG et al., 2013; CDC, 2019; SEDEYN; SAELENS, 2019). A HA é uma 

proteína trimérica composta por duas regiões estruturalmente distintas, uma haste e 

uma cabeça globular.  Apresenta duas importantes funções no processo replicativo, é 

responsável pelo reconhecimento e ligação aos receptores de AS da superfície celular 

e pela fusão do envelope viral com a membrana interna do endossomo, permitindo a 

entrada do vírus nas células do hospedeiro. É sintetizada no retículo endoplasmático 

rugoso (RER) do hospedeiro, como um polipeptídio único, HA0. Esse precursor é 

transportado para a membrana plasmática e durante a replicação do vírus, é clivado 

por proteases celulares, resultando em duas subunidades, HA1 e HA2. Esse processo 

de clivagem é um fator fundamental para que a partícula viral se torne infecciosa 

(SHAW; PALESE, 2007; BOUVIER; PALESE, 2008; JAWETZ et al., 2013).  

Na subunidade HA1 que corresponde à porção amino-terminal da proteína, 

região externa do envelope viral está localizada a cabeça globular, local de ligação do 

receptor ao AS, circundada pelos sítios antigênicos, locais variáveis onde ocorrem as 

glicosilações e os domínios de ligação aos receptores celulares (TSCHERNE et al., 

2011; SRIWILAIJAROEN & SUZUKI, 2012). A fusão do envelope viral com a 

membrana é mediada pela HA que sofre uma mudança conformacional com a 

acidificação do pH e expõe o peptídeo N-terminal hidrofóbico, denominado "peptídeo 

de fusão”, presente na região da haste da subunidade HA2 (BOUVIER & PALESE, 

2008). Com a acidificação do compartimento endossômico também ocorre o 

bombeamento de íons de hidrogênio para a partícula viral por meio do canal de íons 

da proteína M2, que possui  um canal iônico transmembrana encontrado apenas no 
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vírus FluA. Esse processo permite que os RNPs presentes na matriz viral sejam 

liberados para o citoplasma da célula (FIGURA 2). 

 
FIGURA 2 -  REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DO MONÔMERO DE HA 

NÃO CLIVADO DO VIRUS INFLUENZA A DE 1918 (H1N1) 

 
FONTE: Adaptada de PALESE AND SHAW (2007). 
LEGENDA: A cabeça globular está localizada na subunidade 1 da hemaglutinina (HA1) e contém o 

sítio de ligação ao receptor de ácido siálico, indicado em rosa e pelos cinco locais 
antigênicos previstos: Sa, Sb, Ca1, Ca2 e Cb, em azul e circundados em vermelho. A 
região da haste está localizada na subunidade 2 da hemaglutinina (HA2) e é constituída 
pelas hélices A e B e pelo peptídeo de fusão,localizado dentro do círculo verde.  

 

A HA possui duas importantes funções no processo de replicação: modulação 

do tropismo tecidual e patogênese viral. A membrana citoplasmática das células 

epiteliais do trato respiratório superior e inferior é rica em resíduos de AS e, ambas, 

HA e NA, possuem alta afinidade por estes resíduos. Geralmente estes resíduos estão 

ligados à galactose (Gal) por ligações do tipo α-2,6 (presentes em grande quantidade 

nas células epiteliais do trato respiratório superior) e do tipo α-2,3 (presentes nas 

células epiteliais do trato respiratório inferior em humanos) (MATROSOVICH et al., 
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2015). Os subtipos aviários altamente patogênicos utilizam receptores de AS do tipo 

α-2,3, encontrados nas células de intestino dessas aves e podem causar uma 

pneumonia grave e rapidamente progressiva. Porém, apresentam baixa 

transmissibilidade entre humanos (NICHOLLS et al., 2008; GAMBOTTO et al., 2008; 

LIU et al., 2010).  

 A NA é codificada pelo 6º segmento do RNA viral e sua estrutura é de uma 

haste com uma porção globular (cabeça) na extremidade formando um tetrâmero que 

dobra-se em quatro domínios estruturais distintos conhecidos como: cabeça, haste, 

região transmembrana e cauda citoplasmática (FIGURA 3). Desempenha papel 

importante nas etapas de invasão, replicação, maturação e liberação dos vírus. 

Catalisa a clivagem de ligações α-2,3 e α-2,6 cetosídicas entre um resíduo terminal 

de AS e um resíduo adjacente de açúcar, tendo como função facilitar a mobilidade 

dos vírus em direção ao sítio de infecção e a partir dele para um próximo sítio. 
  

FIGURA 3 - REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA CRISTALOGRÁFICA DA NA DO VÍRUS FLUA 

 
FONTE: Adaptado de MCAULEY et al. (2019).  
LEGENDA: Cada monômero consiste em quatro domínios estruturais distintos, conhecidos como 

cabeça catalítica, haste, região transmembrana e cauda citoplasmática.Os monômeros de 
domínio de cabeça são mostrados em verde, cinza, roxo e laranja (informações estruturais 
retiradas do banco de dados da proteína A / Tanzania / 205/2010 N2- NA, gerado pelo 
software Pymol). 
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A NA é também um importante indutor da produção de anticorpos pelo 

hospedeiro, onde o sítio ativo localizado na cabeça da espícula se liga ao AS e 

apresenta uma estrutura altamente conservada, sendo alvo de fármacos antivirais em 

desenvolvimento (CHEUNG, et al., 2007; FERRARIS, et al., 2008). Até o momento 

foram descritos 11 tipos de NA, 9 (N1-9) identificados em aves e dois adicionais em 

morcegos (N10-11).  

 

2.1.3  Variabilidade Genética dos vírus Influenza A 

 

Diferentes processos estão relacionados as mudanças evolutivas dos vírus de 

RNA, são elas: mutação, recombinação ou rearranjo gênico, seleção, deriva gênica e 

migração. Os vírus FluA estão em constante evolução e apresentam variações 

antigênicas significativas nas suas glicoproteínas, HA e NA. Como forma de 

adaptação, para manter-se circulante e para escapar da imunidade natural os vírus 

FluA dependem de dois importantes mecanismos evolutivos:  

a) Mutações pontuais (antigenic drifts): são mutações do material genético que 

apresentam alterações discretas introduzidas nos principais epítopos virais, causando 

a evolução gradual dos vírus e que originam novas estirpes dentro do mesmo subtipo. 

Devido à falta de mecanismos de revisão associados com a RNA polimerase 

dependente de RNA codificada pelo vírus, mutações frequentes são introduzidas no 

genoma do vírus influenza durante  o ciclo de replicação. São responsáveis pelos 

surtos da gripe sazonal e também explica porque as vacinas da gripe se tornam menos 

eficazes ao longo do tempo, sendo reformuladas a cada ano de acordo com a estirpe 

que potencialmente será a circulante (WEBSTER et al., 2014; TEWAWONG et al., 

2015; KIM et al., 2018).  

b) Rearranjo genético ou mudança antigência (antigenic shift):  resulta em uma troca 

completa de genes HA e/ou NA e estão associados com o aparecimento de novos 

subtipos de FluA. O rearranjo genético acontece quando o vírus influenza de cepas 

distintas coinfectam a mesma célula hospedeira e geram descendência com um 

genoma misto. Os vírus presentes hoje em humanos são todos descendentes de 

cepas pandêmicas anteriores que evoluíram através da deriva em humanos 

(WEBSTER et al., 2014; KIM et al., 2018).  São responsáveis por pandemias, pois não 

há imunidade cruzada entre os diferentes subtipos de FluA, uma vez que a imunidade 
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é subtipo-específica (COX et al.,1999; NOAH, et al., 2005; CHRISTMAN, 2011; CDC, 

2019).  

 As mutações genômicas do vírus FluA podem conferir características que 

permitem trazer maior capacidade de infecção e transmissão, resistência a 

medicamentos e agravamento do quadro clínico dos pacientes. As mutações mais 

comumente observadas são nas regiões da HA, associadas a virulência e 

gravidade; vários estudos têm observado substituições de resíduos em seus quatro 

sítios antigênicos (Sa, Sb, Ca e Cb) (NGUYEN et al., 2015; ADAM et 

al., 2019). Segundo Barde e colaboradores (2017), a taxa de mutação do gene da HA 

é estimada em 6,7 x103 substituições por sítio por ano (BARDE et al., 2017). Para a 

NA, as mutações podem conferir sensibilidade reduzida ou possibilitar o aparecimento 

de resistência aos inibidores da neuraminidase (INAs) como: 

oseltamivir, peramivir e zanamivir (TAKASHITA et al., 2015; VIDAÑA et al., 2020).  

As variantes dos vírus FluA do subtipo H3N2 (H3N2v) com o gene da matriz 

(M) do vírus FluA (H1N1)pdm09, foram detectados pela primeira vez em humanos em 

2011. Nos últimos anos cerca de sete clados do H3N2 (1 a 7) e vários subclados foram 

encontrados. O clado 3 é o grupo dominante, e se diferenciou em três subclados 

principais designados: 3A, 3B e 3C (HAVERI et al., 2015). Em 2014, os clados 3C.2a 

e 3C.3a do FluA (H3N2) surgiram e contribuíram para reduzir a eficácia da vacina 

(SUNTRONWONG et al., 2021). Para os vírus do subtipo A(H1N1)pdm09, em estudos 

realizados em 2009 nos EUA, no primeiro semestre de  circulação mundial desse 

subtipo, foram encontrados 7 grupos filogenéticos, G1 a G7 (QUADRO 2). No Brasil e 

na Índia foram encontrados circulando nesse período, os grupos: G5, G6 e G7 

(POTDAR et al., 2010; GOÑI et al., 2012). No período pós-pandêmico, de 2011 a 

2014, o grupo de vigilância do Centro Europeu para Controle e Prevenção de Doenças 

(ECDC) relatou a circulação na Europa de pelo menos 6 grupos filogenéticos (G2 - 

G7) e 3 subgrupos (6A - 6C). O clado 6B que surgiu a partir de 2013 e foi associado 

a altas taxas de hospitalizações entre adultos com idade entre 50 a 64 anos (HSIEH 

et al., 2018). Nas temporadas de 2015-2016, os vírus do clado 6B divergiram em 6b.1 

e 6b.2, sendo esses dois clados predominantes em países da Europa, América do 

Norte e Oceania, somente a partir de 2016 que o clado 6b.1 tornou-se predominante 

mundialmente (WEDDE et al., 2013; ECDC, 2015;). Na figura 4 estão listadas as 

mutações que caracterizam o clado 6 e seus subclados dos vírus FluA (FIGURA 4). 
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QUADRO 2 – CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS FILOGENÉTICOS DO VÍRUS FLUA 
Clado e 

subclados 
Sequência Referência 
 

*Substituições (aminoácidos) 

1 A/California/7/2009 NENHUMA 

2 A/Czech Republic/32/2011 N31D, A186T, S162N 

3 
A/Hong Kong/3934/2011 

 
A134T; S183P 

4 
A/Christchurch/16/2010 

 
N125D 

5 A/Astrakhan/1/2011 D97N; R205K; I216V; V249L 

6 A/St Petersburg/27/2011 D97N; S185T; S203T 

7 A/St Petersburg/100/2011 S143G; A197T 

FONTE: Adaptado do ECDC (2021). 
LEGENDA:*Substituições em HA1. 

 

FIGURA 4 - CLADO 6 COM SEUS RESPECTIVOS SUBCLADOS 

 
FONTE: Adaptado do ECDC (2021). 
LEGENDA: *mesmas substituições do subclado 6B.1A3, porém emergindo próximo ao subclado 
6B.1A5. 
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2.1.4  Transmissão e Manifestações Clínicas 

 
A transmissão dos vírus influenza pode ser direta, de pessoa a pessoa por 

meio de gotículas respiratórias e aerossóis que contêm partículas virais ao espirrar, 

falar ou tossir ou indireta e, por meio das mãos que após o contato com fluidos 

corporais, objetos (fômites) ou superfícies contaminadas carregam o vírus para a 

boca, nariz e olhos (LINDSLEY et al., 2016; CDC, 2018). Os vírus da gripe infectam 

as células epiteliais do trato respiratório superior e inferior, onde ocorre o primeiro ciclo 

de replicação. O período de incubação da influenza é em média de 1 a 4 dias e os 

indivíduos adultos infectados podem transmitir o vírus antes do início de sintomas, 

porém é no período sintomático, entre as primeiras 24 até 72 horas do início da 

doença, que ocorre o período de maior transmissibilidade devido à alta concentração 

de vírus eliminados (SHAW; PALESE, 2013; CDC, 2018). 

 

2.1.4.1 Síndrome Gripal (SG) 

 

A SG é caracterizada pelo indivíduo que apresente quadro respiratório agudo, 

caracterizado por pelo menos dois dos seguintes sinais e sintomas: febre (mesmo que 

referida) ≥ 38° C, calafrios, dor de garganta, dor de cabeça, tosse, coriza, com início 

nos últimos sete dias. A maioria das pessoas tem a doença sem complicações, 

apresentando melhora em torno do sexto dia de evolução, porém em crianças 

menores de dois anos de idade, gestantes, adultos com mais de 65 anos, indivíduos 

com doenças crônicas e imunossuprimidos, a gripe pode evoluir para a Síndrome 

Respiratória Aguda Grave (SRAG) (NICHOLSON et al., 2011; WHO, 2011b; CDC, 

2020).  

 

2.1.4.2 Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG) 

 

 Para a OMS, a Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG), é definida como 

uma doença respiratória aguda com história de febre ou febre aferida ≥ 38° C e tosse, 

e presença de sinais de insuficiência respiratória (dispneia, esforço respiratório), 

exigindo hospitalização, podendo ocorrer em todas as faixas etárias (WHO, 2015). A 

complicação mais grave é a pneumonia, causada pelo próprio vírus ou pela infecção 
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secundária com bactérias, podendo levar à hospitalização e à morte. Outras 

alterações, como linfopenia, alterações radiológicas de tórax e complicações 

cardíacas graves também podem ser encontradas (TAVARES et al., 2017; FICA et al., 

2019). Além do influenza, outros vírus como o vírus sincicial respiratório (VSR), 

adenovírus, hantavírus e coronavírus e outros agentes como pneumococus, 

Legionella sp., Leptospira sp, podem estar envolvidos na causa da SRAG (RIBEIRO 

et al., 2010). 

 

2.1.5  Patogenicidade e Gravidade 

 

A capacidade do vírus em causar doença grave está relacionada a fatores 

virais - como a virulência, mutações, fatores do hospedeiro - como a resposta 

imunológica e com fatores sócio-ambientais - como acesso ao tratamento, vacinação, 

condições nutricionais e manejo clínico correto (HORBY et al., 2012; HORBY et al., 

2013, HEATON et al., 2014). 

 

2.1.5.1  Virulência  

 

A rapidez e a gravidade com que um patógeno produz lesões ou sintomas no 

hospedeiro ou em um tecido são chamadas de virulência (RYAN; RAY, 2014; 

SUMBRIA et al., 2019). As proteínas virais HA e NA, desempenham importante papel 

na virulência e as alterações sofridas nestas moléculas podem levar ao aumento da 

especificidade do vírus a determinados receptores, à ruptura de barreiras protetoras 

do hospedeiro, ou ainda, à potencialização da capacidade replicativa e de adaptação 

viral (SCHRAUWEN et al., 2014). A mutação em um único aminoácido da HA pode 

aumentar o tropismo e a propagação do vírus para o trato respiratório inferior e causar 

uma infecção mais grave (LIU et al., 2010; CLOHISEY; BAILLIE, 2019). 

Estudos anteriores indicaram que mutações no gene da NA, permitem o 

recrutamento de uma protease alternativa (plasminogênio/plasmina) para ativação de 

HA. Elas também podem interferir no processo de infectividade, principalmente na 

etapa de liberação do vírus da célula hospedeira (ZAMBON, 2001; SUN et al., 2010). 

Estudos genéticos demonstraram que a NA liga-se ao plasminogênio, aumentando a 
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concentração local deste percursor de proteases, permitindo o aumento da clivagem 

da HA (GOTO et al., 1998; SUN et al., 2010).  

Outro importante contribuinte para a patogenicidade viral descrito na literatura 

é o complexo de polimerase viral, PB2, provavelmente pela função de controlar 

diretamente os níveis de replicação de RNA viral. Foram demonstradas que muitas 

substituições na proteína viral PB2 podem aumentar a virulência e a replicação viral 

do vírus H5N1, da gripe aviária (MASE et al., 2006; TSCHERNE et al., 2011; CAI et 

al., 2020). 

 

2.1.5.2  Resposta Imunológica do Hospedeiro 

 

Além da virulência intrínseca do vírus, o risco de desenvolver infecção grave 

por influenza, vem sendo relacionado a alguns fatores clínico-epidemiológicos 

presentes no hospedeiro, como a idade (idosos com mais de 65 anos e crianças 

menores de cinco anos), gestação, imunossupressão e as comorbidades (doenças 

respiratórias crônicas, asma, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), doenças 

renais, hepáticas, cardíacas, neoplasias, diabetes mellitus e obesidade). Indivíduos 

que apresentam esses fatores são reconhecidos pela OMS como grupo de risco para 

desenvolvimento de SRAG e no Brasil são o alvo da vacinação nacional de influenza 

(LAU et al., 2014; MS, 2016; WHO, 2020).  

Entre os fatores imunológicos relacionados à resposta do hospedeiro às 

infecções causadas por vírus, destaca-se o sistema imune inato, primeira linha de 

defesa do organismo humano e que possui mecanismos eficientes que atuam como 

barreira no combate a uma ampla variedade de vírus (KALFASS et al., 2013; 

SUMBRIA et al., 2019). Dentre estes mecanismos estão as citocinas, grande grupo 

de glicoproteínas, produzidas por diversos tipos de células, estimuladas 

antigenicamente e responsáveis por sinalizar e regular a resposta imune. Entre os 

sinalizadores celulares naturais, estão os interferons (IFN), glicoproteínas que 

pertencem à classe das citocinas e que possuem atividades antivirais, 

antiproliferativas e imunomoduladoras. Os IFN humanos são classificados como tipo 

I, II e III, com base no tipo de receptores usados para a sinalização. Os do tipo III, 

também conhecidos como IFN-λ (interferon lambda), são compostos pelo IFN-λ1 

(interleucina 29), IFN-λ2 (interleucina 28A) e IFN-λ3 (interleucina 28B). A interleucina 
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28B (IL-28B) está localizada no cromossomo 19 e está envolvida no controle de 

infecções virais (SHEPPARD et al., 2003; ABBAS et al., 2015; TEIJARO et al., 2015).  

Os IFN-λ são os IFNs predominantes, induzidos em células epiteliais pelos vírus 

respiratórios (KESHAVARZ et al., 2019). Estudos sugerem que a resposta induzida 

pelo IFN-λ da mucosa seja o principal responsável pela proteção do trato respiratório 

contra os vírus (JEWELL et al., 2010; PLANET et al., 2016).  

A variação genética individual influencia diretamente na resposta imune, 

contribuindo para o aumento na suscetibilidade e desfecho de doenças infecciosas, 

autoimunes e câncer (OLIVEIRA, et al., 2011). A função dos genes e sua habilidade 

de regular a imunidade, principalmente em epitélios, podem sofrer impacto com os 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNP, do termo em inglês single nucleotide 

polimorphism), que são mutações onde ocorre a substituição de um único nucleotídeo. 

Os genes humanos possuem um grande número de SNP que foram identificados por 

meio das técnicas de sequenciamento e bioinformática, porém a função e o significado 

biológico da maioria desses, ainda são desconhecidos. Os SNP podem estar em 

diferentes regiões dos genes, como nas regiões promotoras, nas regiões de íntrons 

ou regiões não codificantes (UTRs), promovendo mudanças na expressão gênica e 

de sequências de proteínas. Esta variabilidade genética identificadas pelos SNP 

frequentemente são utilizadas para compreensão de doenças presentes na população 

(SACHIDANANDAM et al., 2001; SILVA, 2015; SYEDBASHA; EGLI, 2017). 

Foram descritos para o gene da IL-28B, relacionados à infecção viral, em 

estudos envolvendo o HCV, os SNP que ocorrem nas regiões rs12979860 e 

rs8099917 (FIGURA 5). Os alelos principais desses SNP foram associados com maior 

rapidez na resolução da infecção (clearance) e na melhor resposta ao tratamento com 

ribavirina (JIMENÉZ-SOUSA et al., 2013).  
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FIGURA 5 - LOCALIZAÇÃO DOS SNP RS12979860 E RS8099917 NA REGIÃO DO CROMOSSOMO 
19 Q13 DA IL- 28B 

 
FONTE: Adaptado de O’BRIEN et al., 2014. 
LEGENDA:Localização da família de genes do interferon lambda 1-4 (IFN-λ1-4) são mostrados em 

sua orientação e posição correta na região do cromossomo 19 q13. O  SNP rs12979860 
está localizado dentro do íntron 1 do IFNL4 e o rs8099917 está localizado entre os genes 
IFNL2 e IFNL3. IFNL4 está localizado na fita reversa do cromossomo 19, com 5 exons e 
regiões 3 ′ / 5 ′ não traduzidas. 

 

Para outros vírus, o papel dos SNP da IL-28B não estão bem estabelecidos e 

muitos estudos estão sendo realizados para uma melhor compreensão da sua 

importância. Em estudos com pacientes que realizaram transplante de medula óssea, 

foi observada uma incidência menor de infecção ativa pelo citomegalovírus (CMV) em 

doadores que apresentaram SNP rs12979860 na IL-28B, genótipo T/T, alelo menos 

frequente (BRAVO et al., 2014; EGLI et al., 2014a). Em estudos realizados em 

crianças com bronquiolite, provocada pelo vírus sincicial respiratório (VSR), foi 

encontrada uma frequência para o genótipo C/C para o SNP rs12979860, de 35%  e 

para o genótipo T/T, para o SNP rs8099917 de 63%, porém não foi encontrada 

nenhuma correlação com gravidade de doença para ambos os SNP (SCAGNOLARI 

et al., 2012). Outro estudo realizado com uma coorte de pacientes com doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), os que possuíam o SNP rs8099917 com 

genótipo G/G (alelo menos frequente), apresentaram uma maior taxa de exacerbação 

grave da doença (EGLI et al., 2018). Outro estudo envolvendo pacientes diabéticos e 

com hepatite, o SNP rs8099917 genótipo G/G foi considerado de risco e o rs12979860 

genótipo C/C protetor (TILLMANN et al., 2011). Em estudos envolvendo pacientes 

CROMOSSOMO  
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infectados com o vírus FluA, não foi observada associação do SNP rs8099917 com 

severidade da doença (KESHAVARZ et al., 2019). Outro estudo mostrou que 

pacientes com os genótipos rs8099917 TG/GG estavam associados com uma maior 

soroconversão, após serem vacinados para o vírus influenza (EGLI et al., 2014b). Na 

população Americana de acordo com Projeto 1000 genomas, onde são apresentados 

dados mais abrangentes da variação genética, são encontradas as frequências para 

o alelo principal C do SNP rs12979860 de 60% e de 40% para o alelo T 

(ENSEMBL.ORG, 2021a). Para o SNP rs8099917, a frequência para o alelo principal 

T é de 92% e de 8% para o G, alelo menor (ENSEMBL.ORG, 2021b). 

Outros exemplos de SNP relacionados com a gravidade de infecção causada 

por influenza já foram encontrados. Em um estudo italiano, crianças infectadas pelo 

vírus FluA(H1N1)pdm09 que apresentaram um SNP adicional, rs5743313 (genótipo 

C/T) no TLR3 (receptores do tipo Toll - pertencente à família de proteínas 

transmembranas) desenvolveram pneumonia (ESPOSITO et al., 2012; NETEA et al., 

2012). Outro estudo multicêntrico realizado na China, com adultos infectados com 

influenza subtipo H7N9 e (H1N1)pdm09, associou este mesmo SNP a casos fatais 

(LEE et al., 2017). O SNP rs34481144, localizado na região 5′-UTR do gene IFITM3 

(proteína transmembrana induzida por interferon 3) foi associado ao risco de influenza 

grave em humanos nos Estados Unidos (EISFELD; KAWAOKA, 2017). Também foi 

encontrado o SNP rs16944 localizado no motivo TATA box da região promotora do 

gene IL-1beta (IL-1β), afetando a sua atividade de transcrição. O aumento dessa 

interleucina pode causar dano pulmonar durante a infecção pelo FluA (KESHAVARZ 

et al., 2019). 

 

2.1.6  Epidemiologia  

 

O vírus influenza é um vírus zoonótico, possui grande potencial de 

transmissão, ocorre globalmente com uma taxa de incidência anual estimada de 5% 

a 10% entre adultos e de 20% a 30% em crianças.  

Dentre todas as possíveis combinações entre HA e NA para o surgimento de 

novas cepas, apenas três subtipos de FluA (H1N1, H2N2 e H3N2) apresentam 

transmissão inter-humano sustentada. Atualmente, co-circulam na população humana 

causando a gripe sazonal, os subtipos de FluA(H1N1)pdm09 e H3N2 (SHAW; 
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PALESE, 2007; TONG et al., 2012; TONG et al., 2013; CDC, 2019). Já os subtipos 

como H5N1, H7N3, H7N7, H7N9, H7N2, H9N2, H10N8 e H6N1 (de origem aviária), 

também podem infectar humanos, provocando doenças graves. Porém não se 

adaptaram ainda a ponto de manter uma transmissão inter-humana eficiente e são 

considerados possíveis ameaças para uma futura pandemia (BELLEI et al., 2011; 

WANG et al., 2014; KANG et al., 2017; CDC, 2018). 

A infecção pelo vírus da gripe pode resultar desde casos assintomáticos até 

hospitalizações e mortes, principalmente entre os grupos com fatores de risco. Em 

todo o mundo, calcula-se que estas epidemias anuais resultem em cerca de 3 a 5 

milhões de casos de doenças graves e cerca de 250.000 a 500.000 mortes (WHO, 

2014).  

A gripe apresenta padrão sazonal com picos marcados no inverno, no 

hemisfério Norte a sazonalidade está associada aos meses de dezembro a abril, 

enquanto no hemisfério Sul, de junho a setembro. As regiões tropicais e subtropicais 

com invernos suaves também estão sujeitas a oscilações sazonais na incidência da 

influenza e permanecem ainda pouco caracterizadas. No Brasil, nas áreas de clima 

temperado como Sul e Sudeste, a incidência dos vírus influenza apresenta padrão 

sazonal com picos nos meses de outono e inverno (ALONSO, et al., 2007; RABONI 

et al., 2018). Na região Nordeste a incidência está relacionada às estações chuvosas 

e ao aumento da umidade relativa do ar (MOURA et al, 2009).  

Ao longo da história, ocorreram numerosas pandemias de gripe. A primeira 

descrição que sugere tratar-se de influenza, foi atribuída a Hipócrates, por volta do 

século V (A.C.) (COSTA;MERCHAN-HAMANN, 2016). Há relatos de surtos e 

epidemias de gripe nos séculos XIV e XV (POTTER, 2001). No século XX, as 

principais pandemias foram: a Gripe Espanhola de 1918, que provocou a morte de 

aproximadamente 50 milhões de pessoas em todo o mundo, especialmente de jovens, 

sendo considerada a pandemia mais grave da história da humanidade; a Gripe 

Asiática, em 1957  e a de Hong Kong, em 1968, que introduziu na população humana 

um vírus recombinante aviário do subtipo H3N2 que causou a morte de mais de um 

milhão de pessoas em todo o mundo (GLEZEN, 1996; TAUBENBERGER et al., 2006; 

COSTA;MERCHAN-HAMANN, 2016).  

Desde sua introdução em 1968, em humanos, os vírus FluA H3N2 passaram 

por longa evolução genética e antigênica, causando várias epidemias sazonais, 
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levando a OMS a recomendar 28 alterações na cepa da vacina durante esse período. 

Os vírus FluA H3N2 também alteraram suas propriedades de ligação ao receptor ao 

longo do tempo e apresentaram uma afinidade reduzida para análogos de 

oligossacarídeos de receptores de superfície celular (LIN et al., 2017). Estudos 

realizados recentemente com a vacina da gripe H3N2 nos EUA e na Europa, a partir 

da temporada 2016/2017, demonstraram uma baixa eficácia, aproximadamente 28 a 

42% para todas as faixas etárias (MELIDOU et al., 2017). Em julho de 2011, foi 

detectada pela primeira vez em humanos a variante H3N2v, que possui o gene M do 

vírus FluA (H1N1)pdm09. Essa variante já havia sido observada anteriormente em 

suínos, porém não houve transmissão comunitária (CDC, 2014a). 

 O primeiro surto registrado de FluA aviária subtipo H5N1 em humanos, 

ocorreu em Hong Kong em 1997, foram 18 casos confirmados e seis óbitos (CHAN et 

al., 2002). Na Europa e Estados Unidos, de 1997 a 2014 foram reportadas algumas 

infecções, sem maior importância epidemiológica, como casos de conjuntivite e 

infecções respiratórias pelos subtipos FluA H7N2, H7N3 e H7N7 (PUZELLI et al., 

2014). Entretanto, em 2013 na China, emergiu o subtipo aviário FluA H7N9 

encontrado somente em pássaros, causando 453 casos de infecção humana e 175 

mortes (GAO et al., 2013; WHO, 2014). Essas infecções estão sendo monitoradas e 

notificadas pela OMS (GODOY, 2006; LIU et al., 2013). Apesar destas infecções por 

vírus interespécies terem mostrado capacidade de provocar quadros clínicos graves 

e com elevada mortalidade em humanos, não se mostraram capazes de transmissão 

pessoa a pessoa de forma eficaz e sustentada.  

Em 2009, um novo subtipo de vírus FluA, de origem suína, denominado de 

(H1N1)pdm09, produto de rearranjo genético de diferentes origens como de dois 

genes da polimerase (PA e PB2), da linhagem aviária norte-americana, outro gene da 

polimerase (PB1) da linhagem sazonal humana H3N2, três genes (HA, NP e NS) da 

linhagem clássica norte-americana da gripe suína e dois genes (NA e M) da linhagem 

suína euro-asiática, foi inicialmente detectado no México, porém espalhou-se 

rapidamente pelo mundo, levando a OMS a declarar o primeiro evento pandêmico do 

século XXI (FIGURA 6) (SMITH et al., 2009).  
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FIGURA 6 - REGISTRO EM ORDEM CRONOLÓGICA DAS PANDEMIAS CAUSADAS PELO VÍRUS 
FLUA 

 
FONTE: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) (2009). 
 

No mundo, ocorreram aproximadamente 18.500 óbitos causados pelo 

(H1N1)pdm09 (WHOa, 2011), no Brasil, foram 2.060 óbitos confirmados (QUADRO 

3). As maiores taxas registradas de incidência e mortalidade ocorreram nas regiões 

Sul (Paraná) e Sudeste (São Paulo), em crianças menores de 2 anos e adultos com 

idade entre 20 e 29 anos (RABONI et al., 2011; BELLEI: MELCHIOR, 2011). 

  
QUADRO 3 – DISTRIBUIÇÃO DOS ÓBITOS POR SRAG POR FLUA(H1N1)PDM09 EM 2009 NO 

BRASIL 
REGIÃO CASOS DE (H1N1)PDM09 Nº DE ÓBITOS 

NORTE 868 50 

NORDESTE 846 62 

SUDESTE 12104 992 

SUL 35397 789 

CENTRO-OESTE 2267 167 

TOTAL 50482 2060 

Fonte: SINAN Influenza Web/SVS/MS. Dados atualizados em 08/01/2012 (acesso em 01/07/2021). 
 

Desde então, o subtipo FluA(H1N1)pdm09 substituiu a cepa sazonal H1N1 e 

co-circula na atualidade com o subtipo H3N2 (FINEBERG, 2014).  

Em cada temporada há um predomínio de subtipo e esse padrão 

epidemiológico depende de vários fatores, incluindo a transmissibilidade, a 

suscetibilidade da população e a sazonalidade do vírus (CHADHA et al., 2015).  

Durante os anos de 2011 a 2013, o vírus FluA(H1N1)pdm09 foi o subtipo 
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predominante, nos anos de 2014, 2015 e 2017, foi observado que o subtipo H3N2 

circulou com maior intensidade. Em 2016, o subtipo (H1N1)pdm09 fez seu maior 

número de vítimas, desde a pandemia de 2009, foram mais de 1.900 casos fatais, 

sendo que uma das explicações foi a antecipação da sazonalidade do vírus, o que 

deixou a população vulnerável, já que a vacinação teve seu início em abril.  Na região 

Sul, ele foi identificado desde a primeira semana do ano, diferente do observado em 

anos anteriores (MS, 2016). Na figura 6 está a distribuição dos casos de SRAG e de 

FluA no período de 2010 a 2018 no estado do Paraná. 
 

FIGURA 7 – DISTRIBUIÇÃO DE CASOS DE SRAG E DE FLUA NO PARANÁ NO PERÍODO DE 2010 
A 2018 

 
FONTE: SINAN Influenza Web. Atualizado em 02/10/2018 (acesso em 10/07/21). 
LEGENDA: No eixo primário estão representado o total de casos de FluA e no eixo secundário o total   

de casos de SRAG.   
 

2.1.7  Diagnóstico Laboratorial 

 

O diagnóstico precoce é um instrumento importante para controlar a 

disseminação da doença e para orientar o tratamento. Atualmente existem numerosos 

métodos laboratoriais que permitem a identificação das infecções virais. Para os vírus 

influenza, os testes de diagnóstico disponíveis incluem o cultivo viral, ensaios 

imunoenzimáticos (EIE), teste rápido de antígeno, reação em cadeia da polimerase 

com transcrição reversa (RT-PCR), testes de imunofluorescência direta e indireta (IFI 
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e IFD) e testes moleculares rápidos (DREXLER et al., 2009; SELVARAJU; 

SELVARANGAN, 2010; CDC, 2020). As amostras clínicas do trato respiratório 

superior utilizadas para o diagnóstico de infecções virais são: aspirado de 

nasofaringeo (ANF), aspirado nasal, swabs combinado (nasal/oral) (SWAB), lavado 

de garganta, preferencialmente coletados até sete dias do início dos sintomas (fase 

aguda da doença), e amostras do trato respiratório inferior como o lavado 

broncoalveolar (BAL) e aspirado traqueal (MS, 2016; CDC, 2020). A cultura do vírus 

influenza a partir de amostras respiratórias permitem a caracterização genotípica e 

fenotípica das cepas circulantes e podem demorar de 7 a 14 dias para o 

desenvolvimento de efeitos citopáticos, sendo utilizado principalmente em laboratórios 

de pesquisas e centros de vigilância epidemiológica. Envolve a inoculação do vírus 

em linhagens celulares estabelecidas, como a linhagem MDCK (Madin-Darby 

Caninespaniel Kidney- rim canino), usada para o isolamento e replicação do vírus 

influenza para o diagnóstico e em estudos epidemiológicos (HERRMANN et al., 2001; 

GREGERSEN et al., 2011; TSENG et al., 2011). Os testes para detecção de 

antígenos, como os testes de IFI, IFD e EIE, utilizam anticorpos específicos e possuem 

moderada sensibilidade e alta especificidade, além de rapidez, baixo custo e fácil 

execução. A PCR é atualmente a metodologia mais utilizada para a identificação viral 

em laboratórios clínicos e de pesquisa, com uma ampla variedade de aplicações 

(MELLO, 2010; MACHADO et al., 2016). Com sua introdução, a obtenção do 

diagnóstico para detecção de diferentes patógenos ganhou maior rapidez, 

sensibilidade e especificidade (ÖZDEMIR et al., 2012; GAO et al., 2013). A variante 

da PCR, a PCR em tempo real (qPCR), possibilita acompanhar a amplificação do 

segmento alvo durante a realização do método, além de permitir a quantificação da 

carga viral da amostra a partir de padrões pré-estabelecidos (HIGUCHI et al.,1993; 

HEID, et al.,1996). Atualmente o Ministério da Saúde recomenda a realização da 

metodologia de RT-qPCR para o diagnóstico de influenza, e em laboratórios onde não 

seja possível a realização desta técnica, o teste de IFI continua sendo utilizado (MS, 

2014). 
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2.1.8  Vigilância Epidemiológica 

 

Os vírus influenza afetam todos os grupos sociais e etários e constitui-se em 

uma das grandes preocupações das autoridades sanitárias mundiais, pois causam 

grande impacto na economia, devido aos gastos diretos e indiretos nos serviços de 

saúde, ocasionando importantes perdas na produtividade da força de trabalho durante 

as epidemias (NOAH et al.,2013). Visto a alta transmissibilidade e a alta taxa 

mutacional, faz-se necessário o constante monitoramento epidemiológico e molecular 

desses vírus, sobretudo aqueles do tipo A (RUSSEL et al., 2012; GAO et al., 2013).  

O Sistema Global de Vigilância e Resposta à Gripe, existe desde 1952, sob o 

nome de Rede de Vigilância da Gripe. As informações obtidas sobre a circulação do 

vírus influenza no passado desempenharam um papel crítico no desenvolvimento da 

compreensão atual da circulação global do vírus (WHO, 2019). Após a ameaça da 

gripe aviária de alta patogenicidade, a OMS, em 2004, iniciou um programa mundial, 

com o objetivo de promover o fortalecimento da rede de diagnóstico laboratorial para 

detectar os vírus influenza emergentes e sazonais e monitorar os casos de doenças 

semelhantes à influenza e SRAG (WHO, 2013; POLANSKY et al., 2016). A SRAG 

passou a ser uma preocupação global quando uma epidemia de SARS coronavírus 

(SARS-CoV) foi detectada pela primeira vez no fim de 2002 na China e se espalhou 

afetando mais de 8000 pessoas, com 916 mortes em 29 países (YIN; WUNDERINK, 

2018). A OMS recomenda o monitoramento constante das infecções que possam 

resultar em SRAG e doenças com potenciais pandêmicos (WHO, 2011c; CHENG et 

al., 2013). A Rede de Vigilância da Gripe consiste em mais de 140 Centros Nacionais 

de Influenza (CNI) em todo o mundo que coletam, testam amostras clínicas e 

determinam dados epidemiológicos dos subtipos circulantes, para minimizar os 

impactos causados pela doença (WHO, 2014). Os principais objetivos do sistema de 

vigilância de influenza são monitorar mudanças na antigenicidade do vírus, orientar a 

seleção de cepas para a vacina anual e fornecer amostras de vírus para uso na 

produção de vacinas. Juntamente com o vírus influenza, outros vírus respiratórios 

frequentes também são monitorados. Em 2011, a OMS organizou uma consulta 

técnica com os países participantes da vigilância de influenza com o objetivo de revisar 

as práticas existentes de vigilância. Um dos assuntos discutidos foram as definições 

para casos SG e SRAG. A necessidade de reduzir várias definições para uma única 
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global surgiu com a pandemia de influenza de 2009, onde ficou evidente que a falta 

de padronização dificultava o monitoramento de eventos de larga escala (WHO, 

2011c).  

No Brasil, a rede nacional de laboratórios para vigilância de influenza faz parte 

do Sistema Nacional de Laboratórios de Saúde Pública (Sislab) e é constituída por 27 

Laboratórios Estaduais Centrais de Saúde Pública (Lacens), dois Laboratórios de 

Referência Regional (LRR), o Instituto Adolfo Lutz (IAL), em São Paulo/SP, e o 

Instituto Evandro Chagas (IEC), em Ananindeua/PA), e um Laboratório de Referência 

Nacional (LRN), na Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio de Janeiro/RJ. Os dois 

LRR e o LRN, são credenciados na OMS como centros de referência para influenza 

(NIC, do inglês Nacional Influenza Center), os quais fazem parte da rede global de 

vigilância da influenza (WHO, 2014). Os Lacens são responsáveis pela identificação 

do agente etiológico, tipagem e subtipagem dos vírus influenza circulantes. Também 

são responsáveis pelo envio de amostras processadas para os LR para realização de 

análises complementares. A caracterização antigênica e genética dos vírus 

circulantes e identificação de novos subtipos, bem como o monitoramento da 

resistência aos antivirais são realizadas pelos LR, que como parte da rede global, 

enviam, anualmente, isolados virais e amostras clínicas para o Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC, Atlanta, EUA), para contribuir na seleção das estirpes 

virais para a composição da vacina anual. O monitoramento se faz por meio da 

Vigilância Sentinela da Influenza para SG e SRAG em unidade de terapia intensiva 

(UTI); Vigilância Universal de SRAG de casos hospitalizados e óbitos por SRAG; 

monitoramento de hospitalização e mortalidade e investigação de surtos, óbitos e 

eventos incomuns suspeitos para influenza. Todas estas informações estão em um 

boletim disponibilizado pelo sistema de informação e agravos de notificação 

(SINANWEB). A cada semana epidemiológica os novos dados são adicionados ao 

boletim, que destaca os principais agentes associados à SG e SRAG, seus 

percentuais e distribuição, assim como perfil epidemiológico e prevalência por região 

(MS, 2019). O Lacen do Paraná realiza a detecção laboratorial de 14 diferentes vírus 

respiratórios pela técnica de RT-qPCR, e as informações são integradas à vigilância 

do vírus influenza (MS, 2019). Em Curitiba, Paraná, o Serviço de Epidemiologia do 

CHC/UFPR realiza a vigilância epidemiológica desde a pandemia do vírus 

FluA(H1N1)pdm09 e faz as notificações de todos os casos de pacientes com SRAG. 
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Além disso, têm participado da Rede de Vigilância da Influenza Baseada em Hospitais 

(GIHSN – Global Influenza Hospital Surveillance Network), contribuindo com dados 

epidemiológicos sobre o vírus influenza e outros vírus respiratórios. O laboratório de 

Virologia do CHC-UFPR atualmente realiza a detecção laboratorial de 14 diferentes 

vírus respiratórios pela técnica de RT-qPCR e realiza o sequenciamento dos vírus 

influenza detectados em pacientes hospitalizados, a fim de verificar mutações, 

gerando dados que possam auxiliar a atualização vacinal, novas abordagens 

terapêuticas, entre outras.  

 

2.1.9  Vacinação 

 

A imunização é a maneira mais eficaz de prevenir a infecção e a evolução 

para casos graves das infecções causadas pelos vírus influenza. Consequentemente, 

ela reduz o uso de medicamentos e de hospitalizações. No Brasil, a vacinação contra 

a influenza foi introduzida no Programa Nacional de Imunizações em 1999 e, desde 

2011, ocorre anualmente a Campanha Nacional de Vacinação contra a Influenza 

antes do período de circulação do vírus, no inverno do hemisfério sul (DOMINGUES; 

TEIXEIRA, 2013). A campanha compreende a imunização coletiva de diversos grupos 

de risco, como idosos > 60 anos, crianças < 5 anos de idade, gestantes, portadores 

de doenças crônicas e outras condições clínicas especiais, indígenas, indivíduos com 

privação de liberdade, além de profissionais que tenham contato direto com os grupos 

de risco, como os da saúde, da educação e do sistema carcerário (MS, 2019).  

Anualmente, com base nas informações epidemiológicas fornecidas pelos 

laboratórios de referência para influenza da OMS, espalhados em todo o mundo e 

juntamente com o Centro de Controle de Doenças dos Estados Unidos (CDC) a 

composição da vacina é escolhida. As vacinas disponibilizadas atualmente são 

compostas por partículas virais fragmentadas e inativadas. Existem dois tipos de 

vacinas, a trivalente, disponibilizada anualmente pelo Sistema Único de Saúde (SUS) 

e a tetravalente, disponível somente na rede privada. A vacina trivalente, contém 

partículas dos vírus FluA (H1N1)pdm09, H3N2 e de uma das linhagens da influenza 

B, Victoria ou Yamagata. A vacina tetravalente, protege contra os dois subtipos de 

FluA citados e das duas linhagens da influenza B (BEIRIGO et al., 2017). As novas 

abordagens para a geração de vacinas universais têm se concentrado em regiões 
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altamente conservadas nos antígenos virais dos subtipos de FluA, na expectativa de 

proporcionar ampla imunidade, não só para os vírus sazonais, mas também a 

potenciais cepas pandêmicas que possam se disseminar rapidamente e causar alta 

mortalidade (SCHOTSAERT et al., 2013; ADAMI, 2017).  

 

2.1.10  Antivirais e Resistência 

 

Em casos graves de influenza ou pandemias, o uso de antivirais é 

fundamental. Com a pandemia de 2009, o oseltamivir (Tamiflu®), medicamento 

antiviral, inibidor da NA, foi amplamente utilizado para o tratamento de pacientes 

infectados com o FluA(H1N1)pdm09 (MILLER et al., 2013; WEBSTER; 

GOVORKOVA, 2014). O tratamento com o antiviral quando indicado, deve ser iniciado 

o mais rápido possível após o início da doença, se possível dentro de 48 horas após 

o início dos sintomas. No entanto, em pacientes com doença grave, complicada ou 

progressiva e em pacientes hospitalizados, o tratamento antiviral pode ter alguns 

benefícios quando iniciado após 48 horas do início da doença (VENKATESAN et al., 

2020). Além do oseltamivir, os fármacos usados atualmente no tratamento contra a 

influenza e aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) são o zanamivir 

(Relenza®), peramivir (Rapivab®), laninamivir (aprovado para o tratamento da gripe 

somente no Japão) inibidores da NA (INA) e o último antiviral aprovado, baloxavir 

marboxil (Xofluza®) - inibidores da endonuclease (PA) do complexo da polimerase do 

vírus (SHAW; PALESE, 2013; O'HANLON et al., 2019; CDC, 2020b).  

As drogas amantadina e rimantadina, foram os primeiros fármacos na terapia 

contra os vírus influenza, no entanto, a recombinação entre o vírus e o uso excessivo 

dessas drogas resultou em alta resistência, não sendo mais recomendado seu uso 

(CDC, 2016; GUBAREVA et al., 2017). Os INAs são as drogas de escolha para o 

tratamento e prevenção de infecções por influenza, pois bloqueiam a atividade da 

enzima viral NA. Estes inibidores previnem que novas partículas virais sejam liberadas 

pelas células infectadas (HURT et al., 2016).  Durante a pandemia de 2009-2010, o 

vírus resistente H1N1 foi substituído pelo vírus (H1N1)pdm09, sensível ao oseltamivir 

(WHITLEY et al., 2013; CDC, 2020b). No Brasil, o Ministério da Saúde disponibiliza 

pelo SUS, os medicamentos, oseltamivir e zanamivir (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2014). Apesar do recente desenvolvimento do medicamento baloxavir, estudos já 
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demonstraram resistência com taxa de 23,4% para o subtipo H3N2, em crianças de 

11 anos de idade, o que levanta preocupações sobre a viabilidade da droga como 

monoterapia em longo prazo (HAYDEN et al., 2018; GUBAREVA et al., 2019). Apesar 

disso, surgem perspectivas estimulantes para a terapia combinada com os INA 

(O'HANLON et al., 2019). O aparecimento de novos vírus e de variantes resistentes 

traz a necessidade do desenvolvimento de novos antivirais. Alternativas já estão 

sendo desenvolvidas, como o Fludase® (DAS181), proteína recombinante que cliva 

os receptores de ácido siálico na superfície da célula impedindo a ligação do vírus, o 

favipiravir (T-705) que inibe a polimerase viral, o nitazoxanide, antiviral de amplo 

espectro em ensaios de Fase 3 para o tratamento da gripe que reduziu a duração dos 

sintomas clínicos e a eliminação viral, inibidores de hemaglutinina, inibidores de 

nucleoproteínas, inibidores da polimerase viral e terapia imunomodulatória 

(ROSSIGNOL, 2014; NAESENS; ZOULIM, 2017). 
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3   JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 
 

3.1  JUSTIFICATIVA 

 

A maneira mais eficaz de prevenir infecções pelos vírus influenza se faz por 

meio de imunização específica. Além da vacina, o antiviral mais utilizado para o 

tratamento da influenza é o oseltamivir. Mesmo com a adoção das medidas de 

prevenção, a infecção ocasionada pelos vírus influenza leva anualmente milhões de 

pessoas com complicações graves aos hospitais. A detecção precoce e quantitativa 

do vírus influenza em amostras de pacientes com suspeita clínica de SRAG por meio 

de técnicas moleculares, como a qPCR, pode oferecer um diagnóstico diferencial 

rápido. Além disso pode orientar o manejo clínico para diminuir a transmissão 

nosocomial do vírus e implementar condutas terapêuticas para reduzir a gravidade 

das infecções, o tempo e os custos com o internamento e medicamentos. A 

identificação e monitoramento das mutações virais que ocorrem, podem auxiliar na 

adoção de medidas rápidas de combate e controle de novas variantes, com potencial 

pandêmico que possam surgir. Em relação ao hospedeiro, a variação genética 

individual, influencia diretamente na resposta imune e informações sobre maior 

suscetibilidade as doenças podem evitar desfechos desfavoráveis. 

 

3.2  OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os fatores associados à gravidade de doença em pacientes infectados 

por influenza A. 

 

3.3  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Padronizar a metodologia de PCR em tempo real quantitativo (RT-qPCR) para 

quantificar a carga viral do vírus influenza A em amostras clínicas respiratórias; 

 

 Realizar a caracterização clínico-epidemiológica dos pacientes infectados pelo 

vírus influenza A; 
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 Avaliar a carga viral dos pacientes infectados pelo vírus influenza A;   

 

 Descrever o perfil de infecção de acordo com os subtipos de influenza A: 

(H1N1)pdm09 e H3N2; 

 

 Identificar as mutações no gene da Hemaglutinina (HA) em pacientes com o 

subtipo influenza A (H1N1)pdm09; 

 

 Identificar os polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) rs12979860 e 

rs8089917 no gene da IL28B em pacientes infectados com o vírus influenza A; 

 

 Correlacionar as variáveis clínico-epidemiológicas, virais e imunológicas com a 

gravidade da doença. 

 

 Propor um escore de prognóstico de gravidade da doença para a identificação 

de prováveis casos com necessidade de admissão em UTI 
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4   MATERIAL E MÉTODOS 
 

O presente estudo é parte do projeto “Síndrome respiratória aguda grave: 

epidemiologia molecular das infecções respiratórias virais e vigilância da emergência 

de variantes resistentes aos antivirais” que possui aprovação no Comitê de Ética, 

CAAE: 18714013.4.0000.0096 - 20/08/2013 – no Complexo Hospital de Clínicas da 

Universidade Federal do Paraná (CHC-UFPR). 

 

4.1  DESENHO DO ESTUDO  

 

Trata-se de um estudo experimental e transversal, com coleta de dados 

retrospectivo, no período de janeiro de 2010 a dezembro de 2018. A figura 8 sintetiza 

os diversos protocolos e etapas do presente estudo, cuja metodologia e resultado 

serão apresentados em duas seções. A primeira seção, onde é apresentada a 

padronização do ensaio de quantificação absoluta de carga viral e a segunda seção, 

onde é feita a avaliação das características clínico-epidemiológicas. 
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FIGURA 8 – DESENHO DO ESTUDO 

 
FONTE: A autora, 2018. 
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4.2  PRIMEIRA SEÇÃO: PADRONIZAÇÃO DA QUANTIFICAÇÃO ABSOLUTA DA 

CARGA VIRAL 

 

A padronização seguiu diretrizes preconizadas por um protocolo que contém 

um conjunto de informações mínimas para publicações de experimentos quantitativos 

de PCR em tempo real (qPCR) (BUSTIN et al.,2009). 

 
4.2.1  Obtenção de controle positivo 

 

O material genético do vírus de uma amostra de FluA positiva fornecida pelo 

Laboratório Central do Estado do Paraná (LACEN/PR) foi extraído e submetido a RT-

qPCR com os iniciadores e sondas denominados InfA, do gene da proteína da matriz 

(região M), baseados em regiões genômicas altamente conservadas dos vários 

subtipos do vírus FluA (posição nucleotídica 146 a 251 no NC 026431.1). Para controle 

interno da reação, foi utilizado o conjunto de iniciadores e sonda do alvo da 

Ribonuclease P (RP) humana (gene constitutivo, expresso em todas as células 

humanas) (QUADRO 4) (WHO, 2009). 

Os testes de RT-qPCR foram realizadas utilizando a SuperScript™ III 

Platinum™ One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen) em um volume total de 15 μL. A 

concentração final dos iniciadores e sonda foi de 670 nM e 170 nM, respectivamente. 

As condições da reação de termociclagem foram: transcrição reversa a 50ºC por 30 

minutos; desnaturação do DNA e ativação da Taq DNA polimerase a 95ºC por dois 

minutos, seguidos de 45 ciclos de amplificação por PCR, incluindo uma etapa a 95ºC 

por 15 s e uma etapa a 55ºC por 30 s (alongamento da hibridação) (WHO, 2009 com 

modificações). As reações foram realizadas com o corante de referência passivo ROX 

(carboxi-X-rodamina) como aditivo inerte para normalizar o sinal repórter fluorescente 

ao longo da RT-qPCR. O equipamento utilizado para os ensaios foi o ViiA™ 7 Real-

Time PCR System (AppliedBiosystems, Foster, CA, USA). 
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QUADRO 4 - INICIADORES E SONDAS UTILIZADAS PARA DETECÇÃO DO VÍRUS FLUA  

Iniciadores e Sonda Sequência 5'- 3' 
Número de 
bases 

InfA - senso 
 
GAC CRA TCC TGT CAC CTC TGAC 22 

InfA - anti-senso 
 
AGG GCA TTY TGG ACA AAK CGT CTA 24 

*InfA - sonda TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG 
 

24 

RP - senso 
 
AGA TTT GGA CCT GCG AGC G  19 

RP - anti-senso 
 
GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT  20 

*RP - sonda 
 
TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG  23 

FONTE: WHO, 2009. 
LEGENDA: *As sondas TaqMan® são marcadas na extremidade 5' com a molécula repórter 6-

carboxifluoresceína (FAM) e com o inibidor, Blackhole Quencher 1 (BHQ1) (Biosearch 

Technologies, Inc., Novato, CA) na extremidade 3 '. RP (Ribonuclease P Humana). 

 
4.2.2  Produção de controle positivo em larga escala  

 

A fim de produzir um controle positivo em larga escala, com estabilidade, para 

ser utilizado na padronização da técnica de quantificação, foi realizada a clonagem do 

fragmento de 105pb amplificado com os primers descritos no item 4.2.1, que 

correspondente à região M (matrix) do vírus FluA, em sistema procarionte utilizando o 

vetor plasmidial pGEM®- T Easy (Promega Inc). O vetor pGEM®- T Easy já se 

encontra linearizado. A representação esquemática do vetor pGEM®- T Easy 

encontra-se ilustrado na figura 9. 
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FIGURA 9 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PLASMÍDEO PGEM ®- T EASY 

 
FONTE: PROMEGA, 2010. 
Legenda: F1 ori: origem; lacZ: gene para metabolismo de lactose (β-galactosidase); Ampr: gene de 

resistência à ampicilina. 
 

O produto alvo foi purificado utilizando o kit PureLink® Quick Gel Extraction 

(Invitrogen Inc). A purificação é baseada na afinidade DNA/sílica e o produto purificado 

foi ligado ao sítio múltiplo de clonagem do plasmídeo, seguindo o protocolo descrito 

pelo fabricante. A ligação obtida foi transformada em células de E. coli (Top10F’) 

cálcio-competentes através de choque térmico. Após serem semeadas em placa com 

X-gal, as colônias brancas (que poderiam conter o inserto) foram transferidas para um 

microtubo, lisadas por aquecimento e a análise dos clones recombinantes foi realizada 

pelo gel de eletroforese e por PCR de colônia. Com a confirmação de que a bactéria 

continha o plasmídeo, foi realizada a expansão das colônias positivas em 3 mL de 

meio LB e 100 μg/mL de ampicilina a 37°C por 16 horas. A purificação de DNA 

plasmidial foi realizada com o kit Plasmid DNA Purification, NucleoSpin® Plasmid 

(MACHEREY-NAGEL) seguindo as orientações do fabricante.  

Para a confirmação da identidade do clone, foi realizado o sequenciamento 

nucleotídico (SANGER et al.,1977). As reações foram preparadas utilizando os 

iniciadores universais T7 e SP6 do vetor pGEM-T Easy Vector Systems (Promega, 

Madison, WI, EUA) e o Big Dye Terminator, V.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. As 

sequências de consenso foram obtidas usando o programa DNASTAR Lasergene 
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SeqMan Program version 7.0 (Inc., Madison, WI), alinhado com Clustal W na 

plataforma Mega versão 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). As mutações de 

aminoácidos foram mostradas por WebLogo3  

(http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi).  

 

4.2.3  Construção da Curva Padrão 

 
Para a construção da curva padrão, o controle positivo foi quantificado no 

espectrofotômetro, marca DeNovix DS-11. Após a determinação da concentração de 

DNA, o número de cópias de moléculas de DNA padrão foi calculado por meio da 

fórmula descrita no quadro 5. Para o cálculo foi utilizado o tamanho do plasmídeo 

completo, 3015 pares de base (pb) mais o tamanho do inserto, que foi de 105 pb (total 

de 3120 pb). 

 
QUADRO 5 - FÓRMULA DO CÁLCULO EQUIVALENTES GENÔMICOS 

 
FONTE: Adaptado de Lee et al., 2006. 
 

A solução estoque foi preparada em uma concentração final de 1 x1010 cópias/ 

μL. Os pontos utilizados na construção da curva padrão foram preparados a partir da 

da diluição em série de 10 vezes da solução de trabalho (10 μL do plasmídeo + 90 μL 

de água ultrapura), em triplicata (FIGURA 10). 
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FIGURA 10 - DILUIÇÃO SERIADA DO PLASMÍDEO 

 
FONTE: A autora (2016). 

 

4.2.4  Validação Analítica  

 

Para a validação analítica do método diagnóstico baseado em RT-qPCR, 

foram utilizados os conceitos previamente preconizados pelo MIQE 

(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment), que 

é um guia contendo informações para desenvolvimento de experimentos quantitativos 

de qPCR (BUSTIN et al., 2009). 

 

4.2.4.1  Efeito da matriz e presença de inibidores 

 

Para verificar se o uso do DNA plasmidial como padrão poderia ser uma fonte 

de interferência nos resultados de quantificação absoluta, os efeitos da matriz foram 

avaliados pelos resultados do coeficiente angular (slope)  dos três tipos de matrizes 

biológicas (DNA plasmidial, RNA transcrito do plasmídeo e amostra representativa 

(aspirado nasofaríngeo- ANF) (FDA, 1996; CLSI / NCCLS, 2003; CLSI / NCCLS, 2004; 

CHESHER, 2008).  

Para construir a curva padrão do RNA transcrito, o plasmídeo foi submetido à 

transcrição reversa com o Kit MEGAscript® (kit de transcrição in vitro) de acordo com 

as instruções do fabricante. O número de cópias da amostra representativa (ANF) e 

do RNA transcrito, foram calculados pela fórmula descrita no quadro 5 do item 4.2.3. 

Em seguida, diluições em série de 10 vezes da solução de trabalho foram realizadas 
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para obter concentrações de 102 a 106  cópias / uL. Para a curva padrão de DNA de 

plasmídeo foram realizadas as diluições conforme descrita no quadro 5 do item 4.2.3.  

 

4.2.4.2  Precisão do Método 

 

A avaliação da variação intra ensaio (repetitibilidade) foi realizada testando 20 

réplicas técnicas da amostra padrão a uma concentração de 5 e 25 cópias / reação e 

após foram submetidos a RT-qPCR simultaneamente.  O ensaio foi repetido duas 

vezes, pelo mesmo analista em dias diferentes. A avaliação da variação inter ensaio 

(reprodutibilidade) foi realizada por 20 réplicas técnicas da amostra padrão em uma 

concentração de 50 cópias / reação por dois operadores, em diferentes dias.  

 

4.2.4.3  Faixa Dinâmica Linear e Limite de Quantificação (LQ) 

 

Os limites da faixa dinâmica linear foram determinados por meio de uma curva 

de calibração que incluia pelo menos 10 concentrações de log10 (101 a 1010), 

estabelecendo os limites mínimo e máximo da quantificação (LQ), ou seja, a 

concentração mais baixa que um analito pode ser quantificado com precisão aceitável 

(repetitividade e exatidão). Foram realizadas três repetições para cada ponto de 

diluição. O LQ  foi calculado pela fórmula abaixo: 

 

 

 

Onde: -  “σ” é o desvio padrão das respostas e, 

           -  “S” é a inclinação de nove curvas padrão. 

 

4.2.4.4  Limite de Detecção (LD) 

 

O limite de detecção (LD) é determinado pela menor quantidade de cópias do 

alvo que pode ser detectado pelo sistema de ensaio com intervalo de confiança de 

95%. Para este teste foram realizadas 20 diluições com concentração de cinco cópias 

do plasmídeo e após foram submetidas à RT-qPCR. O LD foi calculado pela fórmula 

abaixo: 
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Onde: - “σ” é o desvio padrão das respostas e, 

           - “S” é a inclinação de nove curvas padrão. 

 

4.2.5  Validação Clínica do Ensaio 

  

Para a validação clínica do ensaio foi realizada a quantificação seriada da 

carga viral de pacientes hospitalizados por SRAG no CHC-UFPR. Foram incluídos 

pacientes com o diagnóstico laboratorial positivo para FluA e internados no período 

entre 2015 e 2018. 

 

4.2.5.1  Quantificação seriada de amostras clínicas 

 

Foram realizadas duas quantificações seriadas para verificar se a variação da 

CV durante a infecção seguia a história natural da doença. Para esta avaliação, foram 

delineados 3 grupos: 

- Grupo I (n= 5) - Pacientes imunocompetentes com 2ª coleta até 72 horas 

após a primeira coleta;  

- Grupo II ( n= 7) - Pacientes imunocompetentes com 2ª coleta mais de 72 

horas após a primeira coleta;  

- Grupo III (n= 7) - Pacientes imunossuprimidos com 2ª coleta mais de 72 

horas após a primeira coleta.  

Foram considerados pacientes imunossuprimidos aqueles com infecção pelo 

HIV, neoplasias hematológicas e/ou que fazem uso de corticosteroides sistêmicos 

e/ou imunossupressores. As amostras foram selecionadas por conveniência com base 

na presença de infecção por FluA, confirmada laboratorialmente e com hospitalização 

até a segunda coleta de amostra. 

A CV foi determinada comparando o ciclo de quantificação (Cq) da 

amplificação do gene M da amostra alvo com uma curva padrão obtida plotando seis 

padrões variando de 101 a 106 cópias/reação em triplicatas. Um Cq de 0,1 foi definido 

para todas as reações. Os resultados brutos são apresentados em cópias/reação 
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(quantidade) e foram convertidos em cópias/mL pela fórmula apresentada no quadro 

6.Todos os resultados da quantificação de CV foram apresentados em Log10 

cópias/mL.  
 

QUADRO 6 – FATOR DE CONVERSÃO 
 

 

 

4.2.6  Análise Estatística da Primeira seção 

 

Os dados clínicos e epidemiológicos foram revisados nos formulários de 

notificação. A análise estatística foi realizada usando R versão 3.6.1. Variáveis 

contínuas não normalmente distribuídas foram analisadas usando o teste de Mann-

Whitney, ANOVA de dois fatores, teste Kruskal Wallis Rank Sum, comparações 

múltiplas post hoc de Tukey e regressão linear. A análise de regressão linear 

multivariada foi realizada para avaliar as covariáveis relacionadas às alterações de 

CV. Todos os testes estatísticos foram bilaterais com significância estabelecida em 

p<0,05. Para estabelecer o LQ e LD foram levadas em consideração a linearidade, 

faixa dinâmica  e reprodutibilidade do ensaio adotando um intervalo de confiança de 

95% (VALDERRAMA et al, 2009). Os parâmetros das curvas padrão foram 

considerados adequados quando os valores de eficiência de PCR ficaram entre 90-

110%, o coeficiente de correlação (R2 0,99-1) e coeficiente de variação (CV) ≤5% 

(ANVISA, 2019). 

 

 

  

Quantidade * [volume de eluição da amostra (μL) / volume da amostra na 
extração (mL)]. 
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4.3  SEGUNDA SEÇÃO: AVALIAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-

EPIDEMIOLÓGICAS 

 

Os dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes foram coletados nos 

prontuários médicos e no banco de dados da Vigilância Epidemiológica do CHC- 

UFPR, em formulários padronizados e inseridos nos sistemas online: Sistema de 

Informação da Vigilância Epidemiológica da Gripe (SIVEP- Gripe) e no Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação – SINAN Web. Os pacientes foram separados 

de acordo com a gravidade em: - Pacientes ambulatoriais: pacientes investigados para 

SG devido a consulta ambulatorial; - Pacientes internados: pacientes com SRAG, de 

serviços de atenção primária e secundária.  

 

4.3.1  Avaliação da Carga Viral em Amostras Clínicas 

 

4.3.1.1  Casuística 

 

O estudo foi realizado com amostras de conveniência, compostas por swabs 

nasofaríngeos ou ANF, coletados de pacientes ambulatoriais e internados, no período 

de janeiro de 2010 a dezembro de 2018. Foram 4.406 amostras investigadas para 

detecção de vírus respiratórios no Laboratório de Virologia do CHC-UFPR, das quais 

153 (3,3%) foram positivas para FluA e destas 142 (92,8%) foram incluídas neste 

estudo. As amostras com volume insuficiente ou que não foram armazenadas 

corretamente foram excluídas. Os testes das amostras positivas foram realizados no 

Laboratório de Biologia Molecular de Micro-organismos do CHC-UFPR/IBMP.  

Desfechos: primário: admissão na unidade de terapia intensiva (UTI);e 

secundário: tempo de internação, suporte de ventilação mecânica e óbito. Preditores: 

subtipo de vírus, mutações de hemaglutinina, carga viral, gênero, grupo étnico, SNPs 

de IL-28B e fatores de risco. Fatores de risco: doenças de base, gravidez, idade (< de 

dois e > 60 anos) e imunodepressão (pacientes com infecção pelo HIV, neoplasias 

hematológicas e uso de corticoide sistêmico e/ou imunossupressor). Potenciais 

fatores de confusão: transplante de células-tronco hematopoéticas. Efeitos 

modificadores: imunossupressão, coinfecções, tratamento antiviral e amostragem > 

48h da admissão.  
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4.3.1.2  Extração do Genoma 

 
As amostras foram processadas em tubos tipo Falcon, agitadas em vórtex 

durante 10 segundos e centrifugadas a 2000 × g durante 15 min. Alíquotas de 1mL do 

sobrenadante em frascos identificados foram armazenadas a -80°C até a extração do 

material genético. Para a extração foram utilizados dois kits comerciais durante o 

período do estudo:  

1) Mini kit de RNA viral QIAmp (Qiagen, Hilden, Alemanha) - O método deste kit 

baseia-se na propriedade de ligação das moléculas de RNA a uma membrana de sílica 

gel (colunas de rotação QIAamp) durante os passos de lavagem. O RNA viral foi 

extraído de 140μL da amostra clínica. Primeiro a amostra é lisada em condições 

desnaturantes (tampão AVL) para inativar RNases e garantir a liberação do RNA da 

amostra. As condições de tamponamento são então ajustadas para permitir a ligação 

ótima de RNA à membrana QIAamp. Os contaminantes são eliminados em duas 

etapas de lavagem sucessivas usando os tampões AW1 e AW2. O RNA é então eluído 

com 80μL do tampão AVE. 

 

2) High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche®) - O RNA viral foi extraído de 200 μL da 

amostra clínica. Após a lise viral durante a incubação com tampão na presença de 

proteinase K, a amostra foi misturada com um sal caotrópico e aplicada em tubo 

coletor acoplado a coluna contendo filtro de fibra de vidro (High Pure Spin). Sob as 

condições dos tampões usados neste procedimento, os ácidos nucléicos virais se 

ligam à fibra de vidro, enquanto os contaminantes (sais, proteínas, nucleotídeos, óleo 

mineral e outros contaminantes) não se ligam. Etapas sucessivas de lavagem e 

centrifugação removem esses contaminantes. Uma vez purificado, o RNA viral é 

eluído em 80 μL de água ultrapura. 

 

4.3.1.3  Identificação e subtipagem viral  

 

A fim de validar os iniciadores e as sondas para diagnóstico e subtipagem de 

FluA, amostras previamente confirmadas como (H1N1)pdm09 e H3N2, cedidas pelo 

Lacen-PR foram confirmadas pela RT-qPCR utilizando os oligos descritos no quadro 

7. Todas as amostras foram submetidas à RT-qPCR sob as mesmas condições de 
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ciclagem descritas no item 4.2.1 (WHO, 2017). Todas as sondas foram marcadas com 

o fluoróforo FAM e sintetizadas juntamente com os iniciadores pela Biosearch 

Technologies, Inc. (Novato,CA). Os testes de RT-qPCR foram realizadas no 

equipamento ViiA™ 7 Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, Foster, CA, USA). 

As reações de RT-qPCR foram realizadas conforme descrito no item 4.2.1, da primeira 

seção. Para a subtipagem do vírus FluA, foi utilizado um conjunto de iniciadores e 

sondas, referente a região do gene da NP (nucleoproteína) de FluA de origem suína, 

denominado pdm InfA e outro referente a região do gene da HA (hemaglutinina), 

especifíco para o (H1N1)pdm09, denominado pdm H1. São considerados positivos 

para FluA(H1N1)pdm09 aqueles que obtêm amplificação nas 4 regiões (região 

universal + proteína de superfície NP + proteína de superfície HA + RP). Quando há 

amplificação da região universal e de apenas uma proteína, o ensaio deve ser 

repetido, obtendo o mesmo resultado, a subtipagem não pode ser definida. Os 

conjuntos de iniciadores para o H3N2 foram desenvolvidos para detecção do gene da 

Hemaglutinina. 

 
QUADRO 7 - PAINEL DE INICIADORES E SONDAS PARA SUBTIPAGEM DO FLUA  

Subtipo Nome Sequência 5'- 3' 
N° de 
bases 

(H1N1)pdm09 

pdm InfA- senso TTG CAG TAG CAA GTG GGC ATG A 22 
pdm InfA-  
anti-senso TCT TGT GAG CTG GGT TTT CAT TTG 24 

* pdm Infa-sonda 
TGA ATG GGT C”T”A TCC CGA CCA GTG 
AGT AC 29 

pdm H1- senso 
GTG CTA TAA ACA CCA GCC TCC CAT T 
 25 

pdm H1-  
anti-senso AGA CGG GAY ATT CCT CAA TCC TG 23 

*pdm H1- sonda 
ATA CAT CCG A”T”C ACM ATT GGA AAA TGT 
CC 29 

H3N2 

 
H3 senso 

 
ACCCTCAGTGTGATGGCTTTCAAA 

 
24 

H3 anti-senso  
TAAGGGAGGCATAATCCGGCACAT 

 
24 

 
*H3  

 
ACGAAGCAAAGCCTACAGCAACTGTT 26 

FONTE: WHO (2009 e 2017), com modificações. 
LEGENDA: *  “T” indica a posição do supressor. As sondas precisam ser marcadas na extremidade 5'  
                       com a molécula repórter 6-carboxifluoresceína (FAM) e internamente em um resíduo "T" 

modificado, com um fosfato terminal na extremidade 3' (BHQ1) para evitar a extensão 
da sonda pelo DNA polimerase. 
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4.3.1.4  Quantificação da carga viral  

 

A quantificação absoluta da carga viral foi realizada por RT-qPCR conforme 

padronizado na primeira seção, conforme descrito por Pereira et al. (2021). A CV em 

cópias/reação (quantidade) foi convertido em cópias/mL usando a fórmula: 

[Quantidade/reação do volume RT-qPCR] * [volume de eluição da amostra (μL)/ 

volume da amostra na extração (mL)] . Os dados foram apresentados como Log10 

cópias/mL.Todas as amostras foram avaliadas juntamente com um controle interno, a 

RP (Ribonuclease P humana), para testar a qualidade das amostras.  

 

4.3.2  Identificação das mutações no gene da HA do vírus FluA (H1N1)pdm09 

 
4.3.2.1  Síntese de DNA complementar (cDNA)  

 

A síntese de cDNA das amostras do subtipo (H1N1)pdm09 foi realizada 

seguindo as especificações do kit SuperScript RT II/III Invitrogen®, que inclui uma 

transcriptase reversa e um conjunto de reagentes projetados para uma síntese de 

DNA a partir de um mRNA poli (A). Para isso foi adicionado em um microtubo os 

seguintes reagentes: 9 μL de RNA (até 5 μg na dosagem), 2 μL de random primer 

(100 ng/ μL) e 1 μL de desoxirribonucleotídeos trifosfatados (dNTPs) (10 mM cada) e 

incubado a 65ºC por 5 minutos. Após foi colocado no gelo por 2 minutos. Em seguida 

foi acrescentado 4 μL de tampão (5x), 2 μL 0,1 M de DTT e   1 μL RNase out (40 U/ 

μL) e incubado por 25ºC por 2 minutos. Após foi adicionado 1 μL da Superscript (200 

U/ μL) e incubado por 25ºC por 10 minutos, a seguir por 42ºC por 50 minutos e para 

inativação da enzima a 70ºC por 15 minutos. O cDNA recém-sintetizado foi 

armazenado a -20°C até a realização da PCR convencional. 

 

4.3.2.2  PCR convencional  

 

Para análise das mutações nas amostras pertencentes ao subtipo 

(H1N1)pdm09, foram utilizados os iniciadores para amplificar parcialmente o gene da 

HA, gerando um fragmento de 380pb (abrangendo posições 190 e 222), cujas 

sequências foram previamente descritas por CHEN e colaboradores (2010) e estão 
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representadas no quadro 8 (CHEN et al., 2010). As reações de PCR foram realizadas 

em um volume final de 25μL, contendo 5μL de cDNA, 2,5μL de tampão para PCR 

(10x), 0,5μL de dNTPs (2,5mM, dATP, dTTP, dCTP, dGTP, Applied Biosystems), 

0,75μL de Cloreto de Magnésio 50mM (Invitrogen), 1μL de cada iniciador senso e anti-

senso (5μM cada) e 0,125μL da enzima Platinum® Taq DNA polimerase (1,25U) 

(Invitrogen™, Life Technologies, EUA). A amplificação foi realizada em termociclador  

Veriti® (Applied Biosystems) na seguinte ciclagem: um ciclo de desnaturação inicial a 

94ºC por 2 min, 30 ciclos de 94ºC por 30 s, 60ºC por 30s e 72ºC por 2min. Após cada 

reação de PCR, 5μL dos produtos obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 1%, contendo 0,5 mg/mL de brometo de etídeo. O corante utilizado na 

amostra foi azul de bromofenol e o padrão de massa molecular foi de 1Kb (1Kb Plus 

DNA Ladder – Invitrogen). O tampão de corrida utilizado foi o TBE pH 8,4 (89mM Tris-

Borato, 2mM EDTA (Reagen/Merck). O gel foi submetido a uma corrente constante 

de 120V por aproximadamente 40 minutos e visualizado sob luz ultravioleta e 

fotografado em aparelho para foto e documentação (Vilber Lourmart) para posterior 

análise. 

 
QUADRO 8 - PAINEL DE INICIADORES USADOS PARA AMPLIFICAR 380 PB DO GENE DA 

HEMAGLUTININA  

Nome Sequência dos iniciadores N° de bases 

(5'-3' – senso) GTTCATGGCCCAATCATGAC          20 

(5’-3’ – anti-senso) GATTTCCAGTTGCTTCGAATG          21 
FONTE: CHEN et al., 2010. 
 

4.3.2.3  Sequenciamento 

 

A reação de sequenciamento de nucleotídeos foi realizada utilizando os 

mesmos iniciadores descritos no item 4.3.2.2 desta seção e preparadas com o kit Big 

Dye Terminator, V.3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) 

de acordo com as instruções do fabricante.  
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4.3.2.4 Análise filogenética do subtipo de FluA (H1N1)pdm09 

 

As sequências consenso foram obtidas na ferramenta DNASTAR Lasergene 

SeqMan Program version 7.0 (DNASTAR, Inc., Madison, WI), alinhadas pelo Clustal 

M  (SIEVERS et al.,2011). A árvore filogêntica foi construída pelo método de Máxima 

Verossimilhança e realizada através do IQ-TREE 1.6.12 (NGUYEN et al., 2015), no 

servidor online (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/) (TRIFINOPOULOS et al., 2016, com 

bootstrap ultrarrápido (UFBoot) (HOANG et al., 2018) e 1.000 repetições e teste SH-

aLRT (-aLRT 1000) (GUINDON et al., 2010) usando uma descoberta de modelo 

automática - ModelFinder (KALYAANAMOORTHY et al., 2017). A escolha do modelo 

evolutivo é realizada automaticamente pelo próprio IQ-Tree por meio da plataforma 

ModelFinder: (HKY + G4 + F -BB 1000 -ALRT 1000) (RAMBAUT et al., 2010). Para 

ilustração da árvore filogenética foi usado o programa FigTree V1.4.4 e para a 

ilustração das mutações de aminoácidos foi utilizada a ferramenta WebLogo 3 

(http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi)  e highlighter (KEELE, 2008). 

 

4.3.3   Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNP) da IL-28B 

  

Para avaliar os fatores genéticos do hospedeiro associados à resposta imune 

à infecção FluA, foram avaliados em relação à internação em UTI, os SNP da IL-28B 

rs12979860 (composto pelos genótipos C/C, C/T e T/T) e o rs8099917 (G/G, G/T e 

T/T) (HAYES, 2012; JIMENÉZ-SOUSA et al., 2013; BAÑOS, 2015). As frequências de 

alelo e genótipo foram calculadas usando o equilíbrio de HARDY-WEINBERG. 

Foi utilizado o protocolo padrão de qPCR para as reações utilizando um 

conjunto de ensaios TaqMan® SNP Genotyping (AppliedBiosystems, Carlsbad, CA, 

EUA), para os SNP rs12979860 e rs8099917, seguindo as especificações do 

fabricante. Os ensaios TaqMan® Genotyping para os respectivos SNPs em estudo, 

incluem dois iniciadores (senso e anti-senso) para a amplificação das regiões de 

interesse e duas sondas para detecção de polimorfismos específicos no DNA 

genômico. As sondas MGB (minor groove binder) possuem um corante reporter 

fluorescente na extremidade 5' (VIC™ para detecção do alelo 1 ou FAM™ para 

detecção do alelo 2), e um Quencher não fluorescente (NFQ) na terminação 3' da 

sonda (QUADRO 9). 
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QUADRO 9 - SEQUÊNCIAS E DISCRIMINAÇÃO ALÉLICA DOS SNP DA IL-28B 
SNP Contexto da Sequência 

Amplificada 
SNP alelo VIC™   

alelo 
 

FAM™
alelo  
 

rs12979860 
TGAACCAGGGAGCTCCCCGAAG
GCG[C/T]GAACCAGGGTTGAATT
GCACTCCGC 

 
C/T C T 

rs8099917 
TTTTGTTTTCCTTTCTGTGAGCAA
T[G/T]TCACCCAAATTGGAACCAT
GCTGTA 

 
G/T G T 

FONTE: www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping 

 

As amostras foram analisadas individualmente de acordo com as 

características de amplificação apresentadas em duas ferramentas: ViiA 7 Software 

Version 1.2.4 (Apllied Biosystems) e TaqMan Genotyper Software, Version 1.4.0 

(Applied Biosystems), utilizando a análise por autocalling (algoritmos internos da 

plataforma), conforme indicação do fabricante (QUADRO 10; FIGURA 11). 
 
 

QUADRO 10 - CRITÉRIOS PARA DETERMINAÇÃO DOS GENÓTIPOS 

Amostra 
 
SNP(alelo) Localização no gráfico 

Alelo 1 (homozigoto), marcado com 

VIC™ 
 

CC e GG 
Ponto no canto inferior direito 

Alelo 2 (homozigoto), marcado com 

FAM™ 
 

TT 
Ponto no canto superior esquerdo  

Alelos 1 e 2 (heterozigoto) 
 

CT e TG 
 

Aproximadamente entre os clusters 
de alelos 1 e 2 

Controle Negativo 
 Sem amplificação (canto inferior 

esquerdo) 

FONTE: Adaptado de TaqMan® SNP Genotyping Assays - USER GUIDE 
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FIGURA 11 – GRÁFICO TÍPICO DE DISCRIMINAÇÃO ALÉLICA 

 
FONTE: TAQMAN® SNP GENOTYPING ASSAYS - USER GUIDE. 

 

4.3.4  Análise Estatística da segunda seção 

 

As análises estatísticas foram realizadas usando o R versão 3.6.1. A análise 

univariada foi realizada usando os testes exato de Fisher e qui-quadrado para 

variáveis categóricas e os testes de soma de postos de Mann-Whitney e Kruskal-

Wallis com múltiplas comparações post hoc de Tukey para variáveis contínuas, 

conforme apropriado. O coeficiente de correlação de Spearman foi utilizado para 

avaliar a correlação entre CV e tempo de internação, CV e tempo de coleta desde a 

admissão hospitalar. Um modelo de regressão linear stepwise foi usado para 

determinar se a CV estava associada às características do paciente. A análise de 

regressão logística multivariada foi realizada para avaliar as covariáveis relacionadas 

à infecção por (H1N1)pdm09 e admissão na UTI. Odds ratio (OR) ajustado (aOR) foi 

calculado usando o modelo multivariado com seleção gradual de variáveis, com um 

ponto de corte de p <0,2. Pearson e análises de desvio residual foram realizadas para 

testar o modelo de ajuste. A análise da curva ROC (Receiver operating characteristic) 
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foi realizada para avaliar o desempenho da CV dos pacientes e o escore de 

prognóstico de gravidade da doença na identificação de prováveis casos de admissão 

na UTI. O escore foi obtido a partir de  valores de aOR de cada preditor de gravidade 

da doença divididos por um fator de correção (o menor valor de aOR entre os 

preditores). Todos os testes estatísticos foram bilaterais, com significância 

estabelecida em p <0,05. Foi utilizado um intervalo de confiança (IC) de 95% para 

ajustar as estimativas. 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Esta tese foi escrita no modelo recomendado pelo Programa de Pós-

Graduação em Medicina Interna e Ciências da Saúde, sendo que os resultados e 

discussão serão apresentados na forma de dois artigos. 
 
5.1  ARTIGO 1 – Publicado no Journal of Virological Methods. 
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ABSTRACT 

Background 

Influenza affects approximately 10% of the world population annually. It is associated with 

high morbidity and mortality rates due to its propensity to progress to severe acute respiratory 

infection, leading 10–40% of the hospitalized patients to need intensive care. Characterizing 

the multifactorial predictors of poor prognosis is essential for the development of strategies 

against this disease. Thus, this study aimed to identify predictors of disease severity in FluA-

infected patients to create a prognostic score.  

Methods 

A retrospective cross-sectional study was conducted with 142 FluA-infected out-and-inpatients 

treated at a tertiary hospital between 2010 and 2018. The viral subtypes, hemagglutinin 

mutations, viral load, IL-28B SNPs, and clinical risk factors were evaluated according to the 

patient’s ICU admission.  

Results 

Multivariate analysis identified the following risk factors for disease severity: neuromuscular 

diseases (OR= 7.02; 95% CI= 1.18- 41.75; p= 0.032), cardiovascular diseases (OR= 5.47; 95% 

CI = 1.96-15.27; p= 0.001), subtype (H1N1)pdm09 infection (OR= 2.29; 95% CI= 1.02-5.15; 

p= 0.046), and viral load (OR= 1.43; 95% CI= 1.09-1.88; p= 0.009). The prognosis score for 

ICU admission proposed based on these severity predictors presented ROC curve AUC= 0.812 

(p< 0.0001). 

Conclusions 

Our results identified viral and host predictors of disease severity in FluA-infected patients, 

which made up a prognostic score that presented a high performance in predicting the FluA 

patients’ ICU admission and better results than viral load value alone. However, its 

implementation in health services needs to be validated in a broader population. 

 

KEYWORDS:  viral load, IL-28B, SNP, ICU, SARI, score, index, influenza A.
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1 BACKGROUND 
Influenza is an acute respiratory viral infection with high transmissibility and global 

distribution, which presents seasonal epidemics and affects all social and age groups, 

accounting for approximately 10% of the worldwide population annually. It has a substantial 

burden on the economy due to direct spending on health services during the epidemic.1 

Influenza can present from upper respiratory tract infection (influenza-like illness) to lower 

respiratory tract involvement, leading to severe acute respiratory infection (SARI). Patients 

with chronic diseases, children, the elderly, and pregnant women are at risk of developing 

severe illness. However, in 20% of patients who progress to SARI, no clinical risk factors are 

found, suggesting that other viral and host factors may be associated with this outcome.2 

The innate immune response is an essential feature of the host and affects the progression of 

the disease. It has efficient mechanisms, such as cytokine induction, to control the most diverse 

types of viral infections.3 Among them, lambda interferon (IFN-λ), whose family includes 

interleukin-28B (IL-28B) or interferon-λ3 (IFN-λ3), are important cytokines in response to viral 

infection, especially in FluA infection.4 IL-28B expression can be affected by single nucleotide 

polymorphisms (SNPs). Several SNPs have been studied, but their role in respiratory viral 

infections remains unclear. In contrast, studies in hepatitis C infections have already established 

the SNPs rs12979860 and rs8099917 as genetic factors related to spontaneous viral shedding 

and response to ribavirin.5  

Viral load (VL) and mutations can also be considered possible predictors of disease severity. 

But although it is well established that mutations can confer an increase in viral fitness, 

virulence, transmission and, therefore, be associated with worse outcomes6, the role of FluA 

VL in the infection progress is still unclear, requiring further investigation on this infection 

pathogenesis.7,8  
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Vaccines and neuraminidase inhibitor antivirals are the tools to reduce influenza impact. 

Immunization is available to high-risk groups, and its effectiveness depends on vaccine 

coverage. The use of antivirals within 48h of symptom onset has been recommended; but due 

to the high cost that limited access to this drug, specific treatment is usually not frequent. 9 

In this scenario, identifying novel human and viral biomarkers for disease severity would aid 

in tracking the cases and identifying patients at an increased risk for complication, thereby 

leading to the optimization of clinical management practices. Thus, this study aimed to identify 

predictors of disease severity in FluA-infected patients to create a prognostic score. 
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2 METHODS 

2.1 Study Design 

A retrospective cross-sectional study was conducted at Complexo Hospital de 

Clínicas/Universidade Federal do Paraná (CHC-UFPR), a tertiary academic hospital in Paraná, 

southern Brazil. The Institutional Ethics Committee board approved the study 

(N#18714013.4.0000.0096). 

2.2 Samples 

The study was carried out with convenience samples consisting of nasopharyngeal swabs or 

nasopharyngeal aspirates (NPA) collected from the outpatients and inpatients admitted at CHC-

UFPR between January 2010 and December 2018. These clinical specimens were submitted for 

routine diagnostic testing and were positive for FluA infection. During the study, 4,406 samples 

were investigated to detect respiratory virus at the Virology Laboratory of CHC-UFPR, out of 

which 153 (3.3%) samples were positive for FluA and 142 were included. Samples with 

insufficient volume or those that were not stored correctly were excluded. Clinical and 

epidemiological data were reviewed from the medical records of the patients. 

2.3 Detection and molecular characterization of FluA 

Viral RNA was extracted from 200μL of clinical samples using the QIAmp Viral RNA mini 

kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions. FluA subtyping was 

performed by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) in the 

ViiA ™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) with SuperScript™ 

III Platinum™ One-Step RT-qPCR Kit (Invitrogen, CA, USA) following the WHO protocol 

(2017).10 

To evaluate mutations in regions with potential receptor binding properties in virus 

(H1N1)pdm09, the partial segment of hemagglutinin (aa122-247 according to H1 numbering, 

after signal peptide) was sequenced using primers described by Chen et al. (2010)11 using 
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BigDye Terminator V. 3.1 Kit Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

in a 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). The consensus sequences 

were obtained using the DNASTAR Lasergene SeqMan program v.7.0 (DNASTAR, Inc., 

Madison, WI), aligned with Clustal W in the Mega v.7.0 platform. Clinical association analyses 

were performed only for mutations that appeared in more than three (H1N1)pdm09 patients. 

2.4 Influenza A viral load 

The absolute quantification of VL was performed using RT-qPCR as previously described by 

Pereira et al. (2021)12. The VL in copies/reaction (quantity) was converted into copies/mL using 

the formula: [Quantity/RT-qPCR volume reaction] * [sample elution volume (μL)/sample 

volume in the extraction (mL)]. Data were presented as Log10 copies/mL. 

2.5 IL-28B genotyping 

To assess the host's genetic factors associated with the immune response to FluA infection, the 

IL-28B SNP rs12979860 and rs8099917 were characterized by RT-qPCR using the SNP 

TaqManTM Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) following the 

manufacturer's specifications. In rs12979860, the allele C > T and in rs8099917, the allele T > 

G. The allele and genotype frequencies were calculated using HARDY-WEINBERG 

equilibrium. 

2.6 Definitions 

Outpatients: Individuals presenting influenza-like illnesses during outpatient appointments. 

Inpatients: SARI patients from primary and secondary care services. Risk factors: underlying 

diseases, pregnancy, age (≤ 2 and >60 years old), immunosuppression (HIV infection patients, 

hematological neoplasms, and use of systemic corticosteroids). Outcomes: primary: intensive 

care unit (ICU) admission; secondary: length of stay, mechanical ventilation support, and death. 

Predictors: virus subtype, hemagglutinin mutations, viral load, gender, ethnic group, IL-28B 

SNPs, and risk factors. Potential confounders: hematopoietic stem cell transplantation. Modifier 
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effects: immunosuppression, co-infections, antiviral treatment, and sampling >48h of 

admission. Biases: lack of uniformity in the sample type and time of illness until collecting 

samples and data obtained from medical records. 

2.7 Data analysis 

Statistical analyses were performed using the R version 3.6.1. Univariate analysis was 

performed using Fisher's exact and chi-square tests for categorical variables and the Mann-

Whitney and Kruskal-Wallis rank sum tests with Tukey's multiple post hoc comparisons for 

continuous variables, as appropriate. Spearman's correlation coefficient was used to assess the 

correlation between VL and length of stay, VL, and collection time since hospital admission. A 

stepwise linear regression model was used to determine whether the VL was associated with 

patient features. Multivariate logistic regression analysis was performed to assess covariates 

related to infection by (H1N1)pdm09 and ICU admission. Adjusted OR (aOR) was calculated 

using the multivariate model with stepwise selection of variables, with a cut-off point of p<0.2. 

Pearson and residual deviance analyses were performed to test the fit model. Receiver operating 

characteristic (ROC) curve analysis was performed to assess the performance of the patients' 

VL and the prognostic disease severity score in identifying probable cases of admission to the 

ICU. The score was obtained from the aOR values of each disease severity predictor divided 

by a correction factor (the lowest aOR value among the predictors). All statistical tests were 

two-sided, with significance set at p< 0.05. A confidence interval (CI) of 95% was used to 

adjust the estimates. 

 
3 RESULTS 

Of the 153 samples available, 142 (93%) were included in this study – 84 (59%) nasopharyngeal 

aspirates and 58(415) nasopharyngeal swabs.  The study steps are outlined in the flowchart 

below (Fig. 1). 
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Figure 1. Flow diagram of the study. 
 
 
3.1 Clinical-epidemiological characteristics 

The patients included were young adults (median 22.8y; IQR 3.4 - 53.5), and 123 (87%) had 

risk factors, of which 98 (80%) were comorbidities, with hematopoietic stem cell transplantation 

(HSCT) and heart disease the most prominent. Antiviral therapy was performed in 77% (n=89) 

of SARIs and 63% (n=90) of the total cases, of which 85% (n=76) started antiviral therapy after 

48 hours of admission to the hospital. SARI patients represented 82% (n= 116) of the 

population, of which 59 (51%) needed ICU, and 9 (15%) died. The univariate analyses showed 

that the patient profile in the ICU was aged over 60 years (p = 0.004), with cardiovascular 

diseases (p = 0.001) and HSCT (p = 0.001). In addition, the median length of stay was 3.5 times 

higher among patients enrolled in the ICU (median 11d; IQR 5.5-20; p < 0.0001) (Table 1).  
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Table 1. Clinical-epidemiological characteristics of influenza A patients admitted to the CHC-

UFPR between 2010 and 2018. 

 
Total 

n= 142 (%) 

aICU 

n= 59 (42) 

Not ICU 

n= 83 (58) 
P value 

Clinical samples n (%)  
   

Nasopharyngeal aspirates 84 (59) 34 (58) 50 (60) 
0.863 

Nasopharyngeal swabs 58 (41) 25 (42) 33 (40) 

Median time between hospitalization and 

sample collection - days 
2 (2-4) 2 (2-4) 2 (1-4) 0.635 

Viral coinfection n (%) 16 (11) 8 (13) 8 (10) 0.592 

Ethnic group n (%)  
   

Caucasian 124 (87) 52 (88) 72 (87) 
0.496 

African descendant 18 (13) 7 (12) 11 (13) 

Gender – male n (%) 69 (49) 31 (52) 38 (46) 0.496 

Age median - years (IQR) 
23  

(3.4-53.5) 

38 

(3.4 - 64) 

21 

 (3.2-41) 0.197 

Age group n (%)  
   

≤2 y 30 (21) 11 (19) 19 (23) 

0.004 
2-18 y 29 (20) 15 (25) 14 (17) 

19-60y 56 (40) 15 (25) 41 (49) 

> 60y 27 (19) 18 (31) 9 (11) 

Risks factors n (%)     

Presenting any risk factors 123 (87) 52 (88) 71 (85) 0.804 

Age group risk 58 (41) 30 (51) 28 (34) 0.059 

Pregnancy 6 (4) 0 6 (7) 0.041 

Presenting underlying diseases 98 (69) 42 (71) 56 (67) 0.714 

Underlying diseases n (%)     

Asthma 21 (30) 12 (20) 9 (11) 0.211 

Autoimmune 3 (2) 0 3 (4) 0.266 

Cardiac disorders 29 (20) 19 (32) 10 (12) 0.001 

Diabetes 6 (4) 5 (8) 1 (1) 0.082 
bHSCT 34 (24) 5 (8) 29 (35) <0.001 

Neuromuscular disorders 8 (6) 6 (8) 2 (1) 0.067 

Other lung disorders 20 (14) 13 (22) 7 (8) 0.445 

Influenza vaccine n (%)  
   

Yes 34 (24) 16 (27) 18 (22) - 
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Not described 108 (76) 43 (73) 65 (78) 

Symptoms n (%)  
   

Cough 113 (80) 51 (86) 62 (75) 0.096 

Dyspnea 94 (66) 51 (86) 43 (52) < 0.0001 

Fever 123 (87) 54 (91) 69 (83) 0.211 

Myalgia 27 (19) 12 (20) 15 (18) 0.829 

Sore throat 27 (19) 14 (24) 13 (15) 0.283 
cSpO2 ≤ 95% 95 (67) 54 (91) 41 (49) < 0.0001 

Oseltamivir therapy n (%) 90 (63) 40 (68) 50 (60) 0.382 

Antiviral until 48hs of hospital admission 

n (%) 
76 (85) 36 (61) 40 (48) 1.000 

Disease severity n (%)  
   

ILI 26 (18) 0 26 (31) 
< 0.0001 

SARI 116 (82) 59 (100) 57 (68) 

Respiratory support n (%) 85 (60) 52 (88) 33 (40) < 0.0001 

None 57 (40) 7 (12) 50 (60) 

< 0.0001 Oxygen supplementation 49 (35) 16 (27) 33 (40) 

Mechanical ventilation 36 (25) 36 (61) 0 

Median length of stay - days (IQR) 
7  

(2.0 – 13.5) 

11 

 (5.5-20) 

3 

 (0.0- 7.5) 
< 0.0001 

Death n (%) 9 (6) 9 (15) 0 - 
aICU – intensive care unit; bHSCT – hematopoietic stem cells transplantation; cSpO2 ≤ 95% – oxygen saturation 
≤ 95%; dILI – influenza like illness; eSARI – severe acute respiratory infections.  

 

Influenza A viral load 

Patients with worse outcomes had higher VL, admission to the ICU (p = 0.012) and death rates 

(p = 0.040) (Table 2). 

Table 2. Influenza A viral load and disease features,  CHC/UFPR, 2010-2018. 

Features 

Presence 
(Log10 

copies/mL)* 

Absence 
(Log10 

copies/mL)* 

P 

value 

Sample collection     

Nasopharyngeal aspirate 5.7 (4.6-6.8) 4.8 (4.0-6.0) 0.040 

Sampling <48 hours of admission 5.7 (4.4-6.9) 4.8 (4.0-6.0) 0.022 

Outcome    
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aICU admission 5.9 (4.4-7.0) 5.3 (4.0-6.1) 0.012 

ICU stay ≤ 7 days 5.7 (4.3-6.9) 6.5 (5.1-7.7) 0.123 

Death 6.7 (5.4-7.4) 5.3 (4.2-6.6) 0.040 

*Viral load values are presented in median (interquartile range).  
aICU 

Patients were stratified between outpatients and inpatients with or without ICU need, and the 

VL was significantly higher between the inpatient groups (p = 0.033). A weak positive 

correlation was also found between VL and length of stay (r = 0.171; p= 0.042) (Figure 2). In 

addition, an inverse proportional correlation between VL and the time elapsed between sample 

collection and hospital admission was found (r = −0.299; p = 0.001). 

 
Figure 2. Viral load assessment in influenza A patients at the CHC-UFPR. a) Viral load according to disease 
severity; b) Spearman's correlation between the viral load and the length of hospital stay of patients. 
 

Multiple linear regression analyses showed that progression to the ICU (β = +0.63 Log10 

copies/mL; 95% CI= 0.07-1.18; p= 0.027) was independent factor associated with VL increase, 

while samples collected 48 hours after admission to the hospital was associated with a VL 

decrease (β = -0.64 Log10 copies/mL; 95% CI = -1.25 – -0.02, p = 0.042). 
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Virus subtyping 

In Figure 3 we demonstrate the distribution of influenza A subtypes in the nine seasons 

evaluated; an alternating prevalence between (H1N1)pdm09 and H3N2 can be observed, with 

a higher frequency of infections by H3N2 (Figure 3). 

 
Figure 3 - Distribution of influenza A cases treated at CHC-UFPR between 2010 and 2018 according to disease 
severity (primary axis) and subtype (secondary axis). 
 

Patients infected with (H1N1)pdm09 showed, in the univariate analysis, more viral co-

infections (p= 0.013), hospitalization in the ICU (p= 0.047), and longer hospital stay (p= 0.022), 

despite being associated with fewer risk factors (p= 0.046) and higher antiviral use (p= 0.002) 

(Table 3).  

 
Table 3. Comparison of the clinical findings between H1N1(pdm09) and H3N2 influenza A 
subtypes. 

  (H1N1)pdm09 
n= 53 (37%) 

H3N2 
n= 89 (63%) P value *aOR (95% CI) p 

Risks factors n (%) 42 (79) 81 (91) 0.046   

1 risk factor 31 (58) 55 (62) 
0.137 

6.14 (1.68 – 22.46) 0.006 

> 1 risk factor 11 (21) 26 (29) 7.70 (1.93 – 30.68) 0.004 
None risk factor 11 (21) 8 (9)   

Symptoms n (%)         

Cough 49 (92) 54 (61) 0.008 11.55 (2.26 – 59.05) 0.003 
Dyspnea 44 (83) 58 (65) 0.066   
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Sore throat  14 (26) 13 (14) 0.160   

Viral Coinfection n (%)         
 11 (21) 5 (6) 0.013 5.79 (1.53 – 21.84) 0.010 
Oseltamivir therapy 
 n (%)          

Yes 42 (79) 47 (53) 
0.002 

  

No 11 (21) 42 (47)   

Disease severity n (%)         

Outpatient 7 (13) 19 (21) 

0.047 

  

Inpatient          

                aICU admission  29 (55) 30 (34) 
 

 
                Not ICU 
admission 17 (32) 40 (45) 

Respiratory support 
strategies n (%)         

None 17 (32) 40 (45) 
0.158 

  

Oxygen supplementation 19 (36) 30 (34)   

Mechanical ventilation 17 (32) 19 (21)   
Length of stay,  
days (Median, IQR) 9 (3.3 - 19) 5 (1.5 - 11) 0.022 0.98 (0.96 – 0.99) 0.048 

The data included in the table are composed of variables with a p> 0.2 in the univariate analyses. 
aICU - intensive care unit 
*aOR – adjusted Odds Ratio. 

Multivariate analysis showed that H3N2 infection was more likely to be present in patients with 

one or more risk factors (OR= 6.14; p= 0.006 and OR= 7.70; p= 0.004, respectively), without 

cough (OR= 11.55; p= 0.003), fewer viral co-infections (OR= 5.79; p= 0.010), and shorter 

hospital stay (OR= 0.98; p= 0.048) than H1N1(pdm09) infection. 

 
(H1N1)pdm09 hemagglutinin sequencing 

 

As infections by (H1N1)pdm09 were directly related to ICU admission and high length of stay, 

we investigated whether the presence of mutations in the hemagglutinin of this subtype would 

be associated with the modulation of VL and with worse outcomes. A total of 48 (92%) partial 

hemagglutinin segments (380bp) were sequenced. Hemagglutinin 122-247aa region sequencing 

revealed 16 amino acid substitutions at 15 positions - 14 mutations at the Sa, Sb, Ca1, and Ca2 

antigenic sites, plus two changes at an undesignated site. (Supplementary material – Figure 1). 

No relationship was observed between the presence of mutation and disease severity. 
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IL-28B genotyping 

The evaluation of IL-28B SNPs in rs12979860 showed a frequency of 28% for the major allele 

(C), and the frequencies of the CT and TT genotypes were 40% and 52%, respectively. In 

rs8099917, the major allele (T) frequency was 61%, and the frequencies of the TG and GG 

genotypes were 48% and 15%, respectively. There was no association between SNPs genotypes 

or haplotypes and VL or disease severity (Figure 4). 
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Figure 4. Evaluation of IL-28B SNPs of FluA-infected patients at CHC-UFPR: a) disease severity according to 
rs12979860 genotypes; b) disease severity according to rs8099917; c) genotypes VL according to rs12979860 
genotype; d) VL according to rs8099917 genotypes. 
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Predictors of disease severity 
 
Multivariate analysis identified (H1N1)pdm09 infection (OR= 2.29; 95% CI= 1.02-5.15; 

p=0.046), high VL (OR=1.43; 95% CI= 1.09-1.88; p= 0.009), cardiovascular disorders (OR= 

5.47; 95% CI= 1.96-15.27; p= 0.001), and neuromuscular diseases (OR= 7.02; 95% CI= 1.18-

41.75; p= 0.032) were independent factors associated with ICU admission. The presence of 

asthma was related to a higher frequency of invasive and non-invasive respiratory support (p= 

0.06). Other pulmonary diseases also presented an association with ventilatory support (p= 

0.014), and they had longer hospital stays (12d to 6d; p= 0.012). Among other lung diseases, 

chronic obstructive pulmonary disease (COPD) was the most frequent (n= 11/20). Antiviral 

treatment was not associated with the primary outcome, but among patients who received 

treatment, it was observed an increase in the median length of stay (19d to 6.5d; p <0.0002) in 

those who started the antiviral after 48h of admission hospital. 

We sought to analyze the VL as a possible predictor of a worse prognosis. However, the ROC 

curve showed poor VL performance (AUC = 0.622; p = 0.012) and, therefore, a predictive 

prognostic index based on the following disease severity factors was proposed: VL greater than 

6.45 Log10 copies/mL (1 point), (H1N1)pdm09 infection (2 points), presence of cardiovascular 

diseases (4 points) and neuromuscular diseases (5 points). Since asthma was associated with 

increased FluA viral load in a previous study of our group21, it was also included in the score 

with the same viral load value (1 point), thus adding a total score of 13 points. The ROC index 

of the curve showed an AUC of 0.812 (p <0.0001). The cut-off score > 3 showed 77.5% 

accuracy, 66.7% positive predictive value (PPV) and 91.1% negative predictive value (NPV). 

For scores > 4, 72.5% accuracy, 73% PPV and 86.5% NPV (PPV and NPV values were 

calculated for a prevalence of 20%) (Figure 5). 

 



89 

 

 
 

 
Figure 5. Comparison between the ROC curves for FluA infection predictive prognosis using the viral load (dotted 
line) and score (solid line) as severity predictors. 
SCORE > 3 – Sensibility: 66.67; Specificity: 85.37. SCORE > 4 – Sensibility: 40.00; Specificity: 96.34. 
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4 DISCUSSION 

In this cohort of FluA infected patients, we identified the VL, (H1N1)pdm09 infection, cardiac, 

neuromuscular, and lung diseases as factors associated with admission to ICU, more extended 

hospital stay, need of respiratory support, or death. Reducing vaccine coverage and restricting 

the early use of antivirals contribute to the increase in severe cases of influenza, so knowing the 

risk factors associated with SARI is essential for implementing early interventions to reduce 

the burden of disease.13  

The characterization of the participants reflected the profile of a tertiary hospital; most were 

hospitalized for SARI and present comorbidities, constituting a risk group for severe outcomes. 

The low median age group and the high rate of ICU admission were at odds with the main 

profile of severe cases of influenza in non-pandemic periods.14 However, despite being a cohort 

of young patients with broad and rapid antiviral access, the considerable lethality of patients 

admitted to the ICU is in line with what has already been described.15  

A positive correlation between VL and the length of hospital stay was observed, corroborating 

the findings of previous studies.16,17 Regarding the association of high VL and disease severity, 

Lee et al. (2013)18 described an increase of 1.5 Log10 copies/mL in hospitalized patients (p= 

0.003), and Li et al. (2010)17 showed a higher VL in patients with SARI (p< 0.001). In addition, 

a direct relationship between VL and death was also found, similar to Giannella et al. (2010)19. 

However, in contrast to our results, they did not observe any difference in the initial 

quantification of VL, but in the clearance profile (p = 0.040).  

A higher VL has also been demonstrated in infections by (H1N1)pdm09, another predictor of 

the disease severity.19 These patients had more ICU admission and longer hospital stay, despite 

having fewer risk factors and frequent oseltamivir use. This same profile was reported by 

Delgado-Sanz et al. (2020)20 and other studies that evaluated the impact of this strain in the 

worse outcomes even after controlling for age differences and comorbidities.21  
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Moreover, Segaloff et al. (2019)22 reported that (H1N1)pdm09 affects young adults more 

severely, and Caini et al. (2018)23 suggested that subtype knowledge might be an important tool 

for clinicians because (H1N1)pdm09 patients should be monitored more closely due to the 

increased risk of unfavorable outcomes, probably due to mutations accumulated by this 

subtype.7  

In each seasonal period, influenza viruses accumulate mutations in their genome that can occur 

in essential epitopes, such as viral hemagglutinin, originating new strains. Such mutations can 

also result in increased viral fitness, greater virulence, and escape of immune responses 

impacting the outcome.24 Although our samples have amino acid exchanges with previously 

reported viral antigenic properties modulating characteristics, no mutations were related to 

disease severity in this analysis.25  

As viral features have different impacts on the FluA infection outcomes according to the 

affected population, other factors, such as the genetic, clinical, and demographic factors must 

be evaluated. 

Concerning immune response, the characterization of IL-28 SNPs has been extensively 

investigated in several viral infections. This gene is responsible for IFN-λ production that has 

antiviral activity, and can be found in pulmonary and hepatic tissues during viral infection. The 

occurrence of IL-28 SNPs can directly affect the production of interleukins, generating an 

imbalance in their functions, promoting a worsening of FluA infections.26 In this study, we 

observed that major allele was found less frequently in our infected patients than in global 

population,27,28 Americans,27,28 and individuals with other viral infections, such as RSV.29, For 

rs12979860 region, this difference is more prominent (28% vs. 58-64%), while for rs8099917 

region the difference found was 61% vs. 72-87%. Giamberardino et al. (2021)30 also observed 

a lower frequency of these alleles in a pediatric population hospitalized for RSV in the same 

region as our study. However, when comparing the SNP rs12979860 major allele results in our 
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cohort, the difference in the frequency is more significant than in pediatric population with RSV 

(28% vs. 45%). It may suggest that patients without major alleles in these SNPs are more 

susceptible to influenza A infection.  

Regarding pathogenesis, our study found no association between the disease evolution and the 

presence of these SNPs in FluA infected patients, similar to other studies, such as those carried 

out in children with bronchiolitis caused by RSV31, and adults infected with FluA.32 However, 

other SNPs in IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17, IFITM1, and IFITM3 are  involved in the viral 

infection pathogenesis.33 Further investigations are necessary to understand better the role of 

interleukins and their SNPs in the severity of FluA infection. 

High-risk groups for severe disease have been extensively reported34. However, in this cohort, 

cardiovascular disorders (p= 0.001) and neuromuscular diseases (p= 0.032) were only the 

independent factors associated with higher odds of being admitted to the ICU. These findings 

aligned with other systematic reviews, which point to both diseases and obesity as factors 

associated with worse outcome.14,35  

Previously, our group reported an association between asthma and a VL increase (+0.89 Log10 

copies/mL).12 Although it was not shown an association with ICU admission, these groups 

correlated with oxygen supplementation (p= 0.006) and a higher length of stay (p=0.012). These 

findings agree with previous studies that asthmatics are more likely to be hospitalized for FluA 

infection than people without asthma; however, they do not have an increased risk of ICU 

admission or death. In contrast, COPD is associated as a risk factor for poor outcomes.14,36 

The early use of antiviral was associated with a shorter hospital stay but did not impact severity 

(p <0.0002), as previously described.37 In the same way, no association was observed between 

antiviral therapy's worst outcomes or reduced VL. Antiviral use in influenza has presented 

discrepant results, and more studies need to evaluate its impact. 
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Several screening scores of patients with bacterial community-acquired pneumonia (CAP) are 

available, such as PSI, CURB-65, and SMRT-CO, but they are ineffective in viral pneumonia.38 

Then, recent studies are focusing in evaluate other severity scores in viral CAP's (qSOFA, SIRS 

score)39,40 or in developing a derived index of severity disease predictors.41,42 However, the few 

proposed scores have shown a good correlation only in patients with advanced stages of the 

disease. Further, their applicability is exclusive to ICU patients and, therefore, they use 

variables that focus on severe physiological dysfunction. 

In this study, we propose a prognostic disease severity score that performs well in identifying 

patients at high risk for severe disease. The scoring parameters are mostly easy to assess, being 

a potential tool in both primary and tertiary services, which could resolve late-onset antivirals, 

improve patient management through optimized triage, and achieve better clinical outcomes 

due information set for better decision making and early interventions, making up a potential 

tool in both tertiary and primary services.  At the same time its implementation in public health 

programs is still challenging, depending on the availability of specific tests in primary care and 

the quantification of VL in tertiary services. Furthermore, the score proved to be a potential tool 

in a cohort mostly of patients with comorbidities and SARI FluA, therefore, it needs to be 

validated in a broader population43,44 

This study has some limitations: (i) the inclusion of samples was carried out for convenience, 

which resulted in samples mostly from patients with SARI; (ii) most SARI patients tend to 

undergo late hospitalization in a tertiary hospital, as it receives patients referred by the basic 

health units or emergency services, which delays the referral of patients; (iii) difficulty in 

standardizing the date of sample collection after admission (time between the onset of 

symptoms and sample collection). Previous studies17,18 also reported a negative correlation 

between collection time after symptom onset or hospitalization and VL; (iv) although previous 

analyses did not show significant differences in the VL between the swabs and NPA, 45 the use 
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of two types of samples in the quantification of VL showed some limitations, which may lead 

to the underestimation of the results of viral quantification. This fundamental criterion must be 

normalized for VL’s future inclusion in the diagnostic procedures; (v) data on obesity were not 

mentioned in the medical records.46 However, these findings reinforce the importance of 

looking for factors associated with a higher risk of adverse outcomes in individuals infected 

with influenza, allowing for faster intervention and, consequently, protection for these patients. 

In conclusion, our results identified viral and host predictors of disease severity in FluA-

infected patients, which made up a prognostic score that presented a high performance in 

predicting ICU admission of flu patients treated at a tertiary hospital and better results than viral 

load value alone. However, its implementation in health services needs to be validated in 

influenza patients with more heterogeneous clinical and epidemiologic findings. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 
Figure 1 - The hemagglutinin region 122-247aa amino acidic alignment in (H1N1)pdm09 
patients: a) Amino acidic sequence  - *non-silent mutations (WebLogo 3 - 
http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi); b) Amino acidic alignment by year (Highlighter). 
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Alguns resultados não foram apresentados como figura, devido a formatação 

exigida da revista, porém eles foram discutidos no artigo 2.  

A subtipagem FluA demonstrou prevalência alternada entre (H1N1) pdm09 e 

H3N2 nas nove estações avaliadas e maior frequência de infecções por H3N2 

(FIGURA 12). 
 

FIGURA 12 - DISTRIBUIÇÃO DE SUBTIPOS NO PERÍODO DE 2010 A 2018 NO CHC-UFPR 

 
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: Em azul claro número total de amostras investigadas para Vírus Respiratórios. 

 
 
A análise multivariada mostrou que a infecção pelo H3N2 era mais provável 

de estar presente em pacientes com um ou mais fatores de risco (OR = 6,14; p = 0,006 

e OR = 7,70; p = 0,004, respectivamente), sem tosse (OR = 11,55; p = 0,003 ), menos 

coinfecções virais (OR = 5,79; p = 0,010) e menor tempo de internamento (OR = 0,98; 

p = 0,048) (FIGURA 13). 

 

 
 

 

 

FIGURA 13 - ANÁLISE MULTIVARIADA DOS PREDITORES RELACIONADOS AOS SUBTIPOS DE 
INFECÇÃO FLUA 
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FONTE: A autora (2020). 
LEGENDA: Análise multivariada da infecção pelo subtipo H3N2.  

 

Os segmentos parciais da hemaglutinina (380 bp) de 48 (92%) das amostras 

foram sequenciadas. Devido ao tamanho dos segmentos, os suportes encontrados 

sugerem uma classificação nos clados 5 (1932_12 e 428_12), 6C (2136_13) e os 

demais no clado 6, com a maioria em 6B e 6B.1 (FIGURA 14). No entanto, nenhuma 

relação foi observada com a gravidade da doença. 
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FIGURA 14 - ANÁLISE FILOGENÉTICA DA REGIÃO PARCIAL DO GENE DA HEMAGLUTININA - 
122-247AA- DE PACIENTES INFECTADOS COM O SUBTIPO FLUA (H1N1)PDM09 

 
FONTE: A autora (2020). 
LEGENDA: A árvore filogenética foi reconstruída pelo método de Máxima Verossimilhança, com 

bootstrap ultrarrápido (UFBoot) 1.000 repetições, teste SH-aLRT (-aLRT 1000) e modelo 
de melhor ajuste: HKY + F + G4 escolhido de acordo com o BIC. As amostras foram 
alinhadas com as sequências de referência de 2009-2018 do banco de dados EpiFlu 
(https://www.gisaid.org). Apenas os valores de bootstrap de a-LRT> 80% foram mostrados 
na árvore filogenética. 
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7  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Na primeira parte deste estudo realizamos a padronização de um ensaio para 

quantificação absoluta da CV para os dois subtipos de FluA humano (H1N1)pdm09 e 

H3N2, por RT-qPCR. Foi desenvolvido um padrão de curva estável, inesgotável e 

barato para a aplicação no diagnóstico da infecção por FluA, na prática clínica e no 

desenvolvimento de novos tratamentos.  A aplicabilidade desta metodologia está no 

fato de que, similar a outras infecções virais, a carga viral é muito útil no manejo 

clínico, porém, nas infecções por influenza, as poucas metodologias padronizadas não 

se baseiam na quantificação absoluta, seja pela escassez de padrões comerciais ou 

pelo alto custo e instabilidade dos padrões adotados. Tais restrições  interferem na 

avaliação e correlação da carga viral com a evolução clínica do paciente, o que 

restringe sua aplicação como ferramenta na rotina de cuidados de pessoas infectadas 

com influenza. Apesar   da   padronização   apresentar   limitação  quanto à 

indisponibilidade de  comparação com um teste  padrão-ouro, a RT-qPCR 

padronizada apresentou ampla faixa dinâmica e alta sensibilidade e especificidade. O 

limite de detecção obtido permite sua aplicação desde a fase inicial da infecção. A 

variabilidade mínima intra- e inter-ensaio demonstrada garante a repetibilidade e 

suporta sua reprodutibilidade em todas as concentrações em diferentes diagnósticos 

e instalações de pesquisa. Além disso, em todos os parâmetros, os coeficientes de 

variabilidade foram <5%, indicando a natureza homogênea e robusta dos resultados.  

Na segunda parte do estudo, fatores associados com a gravidade de doença 

foram avaliados em uma coorte com mais de 100 pacientes infectados com influenza 

A. Um aumento de CV foi observado em pacientes infectados por (H1N1)pdm09 – 

subtipo descrito com maior potencial de virulência – pacientes com maior tempo de 

internação, admissão em UTI e maior mortalidade. Estes resultados sugeriram a CV 

como um biomarcador, com potencial para avaliação de gravidade. No entanto, devido 

à dinâmica multifatorial na evolução do quadro clínico em infecções por vírus 

respiratórios, a CV não se mostrou como o único biomarcador na avaliação da 

gravidade, mas um dentre as características virais e do hospedeiro.  

A avaliação do impacto da infecção por subtipo (H1N1)pdm09 na gravidade 

de doença corroborou os achados prévios de que este subtipo esteja associado com 

piores desfechos. Os pacientes infectados (H1N1)pdm09 apresentaram maior tempo 

de hospitalização e maior admissão em UTI, apesar de serem uma população com 
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menos fatores de risco e com maior prescrição de antiviral. Além da CV, as mutações 

no gene da hemaglutinina foram avaliadas como fatores com potencial atuação na 

virulência, mas ao contrário do observado na carga viral, as mutações encontradas 

não foram relacionadas à gravidade. 

A avaliação dos fatores clínicos relacionados à gravidade não corroborou a 

caracterização de grupos de risco previamente estabelecida (idades susceptíveis, 

imunossuprimidos, ou quaisquer outras condições que possam comprometer o 

sistema imune). Desses, apenas pacientes acima de 60 anos e os grupos de doenças 

cardiovasculares e neuromusculares apresentaram associação com admissão em 

UTI, e o grupos de doenças pulmonares apresentaram maior tempo de hospitalização 

e maior uso de suporte ventilatório.  

Uma vez que os grupos de risco para evolução para SRAG foram definidos 

sob a perspectiva da fragilidade imunológica ou exarcebação de doença após 

resposta inflamatória, realizou-se avaliação molecular para detectar SNP que podem 

impactar na expressão da citocina IL-28B, que foi intrinsecamente relacionada a 

outras infecções virais. No entanto, ao contrário do descrito previamente para as 

infecções por HCV ou CMV, não conseguimos associar os genótipos das SNP da IL-

28B com características de proteção ou susceptibilidade. Entretanto, em vista de 

propor biomarcadores para gravidade de doença, uma gama de citocinas ainda 

podem ser avaliadas. 

Além de avaliar fatores virais e do hospedeiro, ainda pode-se observar como  

o manejo clínico impacta na evolução da doença, principalmente o início tardio do 

antiviral. Quando avaliado o uso de antiviral não foi observada nenhuma associação 

com melhor desfecho, no entanto verificou-se que o inicio de antiviral após 48hs, 

relacionou-se com maior tempo de internação. Estes resultados destacam a 

importância da administração do antiviral já na atenção primária e, em vista do número 

de pessoas contempladas nos grupos de risco, deve-se buscar preditores de 

gravidade para triagem mais acurada desses pacientes. 

A avaliação dos multifatores envolvidos com gravidade de doença, 

proporcionou uma visão ampliada e crítica que resultou em propostas de estratégias 

que podem ser melhoradas ou ferramentas que podem ser implantadas, como por 

exemplo, a inclusão da carga viral como rotina laboratorial, a identificação precoce do 

subtipo, a proposição de um índice de prognóstico baseado em informações 
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laboratoriais e clínicas, a necessidade do início mais precoce do antiviral e a 

necessidade de melhorar a qualidade do registro das informações dos pacientes 

(vacina, índice de massa corporal, data de sintomas, entre outros). 

Outra meta é realizar a coleta seriada conforme a proposta original do projeto, 

três coletas sequencias de amostras respiratórias dos pacientes hospitalizados com 

SRAG por FluA: 1ª coleta até 48h do início dos sintomas, 2ª após 48h e 3ª após 72h. 

Não foi possível realizar esse modelo de coleta seriada no presente estudo, pois a 

maioria dos internamentos no CHC-UFPR são em estágio tardio da doença - 

característica de hospital terciário. Para que seja possível realizar esse método de 

avaliação, faz-se necessário um tempo maior de inclusão de pacientes possibilitando 

triar aqueles em fase inicial de infecção. 
A partir dos resultados obtidos, a perspectiva é de que as investigações sejam 

ampliadas, buscando minimizar os vieses enfrentados em um hospital terciário: busca 

de informação clínica em prontuário, falta de informação de início de sintomas, tempo 

de hospitalização após início de infecção e a dificuldade de padronização de tipo e 

data de coleta de amostra a ser quantificada, para que o impacto da utilização desses 

biomarcadores na prática clínica sejam validados como fatores prognósticos da 

infecção por FluA em pacientes hospitalizados. 
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8  CONCLUSÕES 
 

No presente estudo foi descrito um ensaio acurado, preciso, eficiente, com 

larga faixa dinâmica, limites de detecção e quantificação compatíveis com todos 

estágios de infecção, baseado em uma quantificação absoluta que utiliza um padrão 

estável, inesgotável, acessível e de baixo custo, o que torna a quantificação de carga 

viral uma ferramenta viável para inclusão na rotina laboratorial diagnóstica. 

A população do estudo caracterizou-se por adultos jovens, com 

comorbidades, hospitalizados por SRAG e significativa evolução para UTI. Observou-

se a co-circulação dos subtipos com alternância de prevalência durante as 9 

temporadas.  

O aumento da carga viral foi associado a pacientes que apresentaram febre, 

asma e com maior evolução para UTI; 

Houve maior frequência de infecções por H3N2, porém o subtipo 

(H1N1)pdm09 foi associado com maior gravidade de doença. Apesar dos pacientes 

infectados por (H1N1)pdm09 apresentarem menos fatores de risco e maior utilização 

de terapia antiviral, foi observada um maior tempo de hospitalização. 

Observou-se uma associação das mutações identificadas no subtipo 

(H1N1)pdm09 com variação de carga viral, porém nenhuma delas foi associada com 

gravidade de doença; 

Em relação aos SNP da IL28B foi observada uma grande inserção dos alelos 

mutantes na população estudada, mas nenhuma associação de proteção ou 

suscetibilidade em relação aos desfechos avaliados foram encontrados. 

Dentre os fatores virais, imunológicos e clínicos avaliados, foram associados 

como preditores de prognóstico de gravidade de doença: infecções pelo 

(H1N1)pdm09, aumento de carga viral, pacientes com doenças cardiovasculares e 

neuromusculares. 

Nossos resultados identificaram tanto preditores virais quanto do hospedeiro 

relacionados com a gravidade da doença em pacientes infectados com FluA, diante 

disso um escore prognóstico, apresentando um alto desempenho em prever a 

admissão de pacientes com FluA na UTI foi proposto. No entanto, para a sua 

implementação nos serviços de saúde há necessidade de uma validação em uma 

população mais ampla. 
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