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RESUMO

A gripe é uma doenca respiratoria infecciosa aguda causada pelo virus influenza, dos
quais o tipo A tem maior impacto na saude publica mundial, esta associada a altas taxas
de morbimortalidade devido a propensao a evoluir para sindrome respiratéria aguda
grave (SRAG). Dado que a evolugao para SRAG é multifatorial, o conhecimento de
biomarcadores de gravidade pode ser uma ferramenta importante para o
desenvolvimento de estratégias contra as infecgbes causadas pelo virus influenza A
(FIuA). Portanto, este estudo teve como objetivos: padronizar a quantificagao absoluta
da carga viral (CV) por RT-gPCR e avaliar os fatores associados a gravidade de doenga
em pacientes infectados por FIUA. A quantificacao absoluta de CV foi padronizada com
DNA plasmidial, apresentou eficiéncia de 98,6%, R2 de 0,998, faixa dinamica de 10"’
a 10MO limite de detecgdo e de quantificagdo de 6,77 e 20,52 copias/reacio,
respectivamente. Nao foi observada variabilidade inter e intra ensaio e nenhum efeito
de matriz. Em todos parametros avaliados, os coeficientes de variagao foram menores
que 5%. Para a validacédo clinica do ensaio foram realizadas duas quantificagdes
seriadas de CV de 19 pacientes com o diagndstico laboratorial positivo para FIuA,
internados no periodo entre 2015 a 2018 no Complexo Hospital de Clinicas da UFPR
(CHC-UFPR). As medigcbes em série das amostras clinicas coletadas em um intervalo
de 72 horas ndo mostraram nenhuma alteragcdo na CV. Em contraste, os pacientes
imunocompetentes apresentaram uma CV significativamente mais baixa do que os
imunossuprimidos. Para a determinagao dos multifatores relacionados com a gravidade
da doenca, foram incluidos no estudo um total de 142 pacientes, com diagndstico
laboratorial positivo para FIuA, no periodo de 2010 a 2018, no CHC-UFPR. Os virus
FIuA foram subtipados e tiveram sua CV quantificada pelo método de RT-gPCR
padronizado no estudo. As mutagdes no gene da hemaglutinina foram avaliadas pelo
sequenciamento nucleotidico e os genotipos dos polimorfismos de nucleotideo unico
na interleucina 28B foram identificados por gPCR. A analise multivariada identificou os
seguintes fatores de risco para a gravidade da doenca: infeccdo 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), doencgas cardiacas (OR = 5,47; IC 95% = 1,96-15,27; p = 0,001)
e doengas neuromusculares (OR = 7,02; IC 95% = 1,18-41,75; p = 0,032). Um indice
de progndstico preditivo para admissdo na UTI com o potencial de otimizar a triagem e
o0 manejo clinico 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 evolugdo do quadro clinico dos pacientes por meio da quantificagao
seriada e da aplicagdo do escore proposto, uma vez que este apresentou alto
desempenho em prever a admissao a UTlI em pacientes infectados por FluA. No
entanto, sua implementagcdo no servico de saude esta sujeito a validagdo em uma
populacdo maior.

Palavras Chave: Carga viral, quantificacdo absoluta, prognéstico, 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 (FIuA). Therefore, this study aimed
to: standardize the absolute quantification of viral load (VL) by RT-gPCR and assess
factors associated with disease severity in patients infected with FIuA. The VL absolute
quantification was standardized with plasmid DNA, showed an efficiency of 98.6%, R2
of 0.998, the dynamic range of 10" to 1070, 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
FIuA and hospitalized in the period between 2015 and 2018 at the Complexo Hospital
de Clinicas 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 FIUA were included in the study, in the period from 2010 to
2018, at the CHC-UFPR. FIuA viruses were subtyped and had their VL quantified by
the RT-gPCR 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)pdmO09 (OR=2.29; 95% Cl=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% Cl= 1.96-15.27; p = 0.001)
and neuromuscular diseases (OR= 7.02; 95% Cl= 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 FIuA. However, its implementation in the
health service is subject to validation in a larger population.

Keywords: Viral load, absolute quantification, prognosis, influenza A, SRAG, severity.
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1 INTRODUGAO

Influenza ou gripe € uma doenga respiratéria infecciosa aguda de origem viral,
de elevada transmissibilidade e distribuigcdo global, com tendéncia a se disseminar
facilmente em surtos sazonais, afetando todos os tipos de grupos sociais e etarios.
Constitui-se em uma das grandes preocupacdes das autoridades sanitarias mundiais
e apresenta alta incidéncia, acometendo cerca de 10% da populagdo mundial
anualmente (WHO, 2018; IULIANO et al., 2018). De acordo com a Organizagao
Mundial da Saude (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
populacao de alto risco. Os virus influenza séo responsaveis por epidemias sazonais,
frequentemente associadas com o aumento das taxas de hospitalizagdes e morte
(GBD, 2017; WHO, 2019). Além disso, tém impacto na economia devido aos gastos
diretos nos servicos de saude, ocasionando importantes perdas na produtividade da
forgca 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 evolugdo dos meétodos
moleculares que estdo atualmente disponiveis em laboratérios clinicos, como a
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR), propiciam maior agilidade
e sensibilidade no diagndstico, quando comparados com as técnicas de cultivo celular
e pesquisa de antigeno. Além disso a técnica de qPCR possibilita a detecgéo e
quantificacdo da carga viral, e ja faz parte do protocolo na rotina assistencial de
diversas doencas infecciosas virais, como a do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), do virus da hepatite B (HBV), do virus da hepatite C (HCV) e do citomegalovirus
(CMV) (WATZINGER et al., 2004; RAZONABLE;HUMAR, 2013; CLARK et al., 2016,
WARKAD et al., 2018).

Devido a alta taxa de mutacgao relacionada aos virus influenza, principalmente
ao do tipo A, o monitoramento epidemiolégico e molecular € de fundamental
importancia, pois permite detectar a presenca de mutagdes relacionadas a resisténcia
aos antivirais, a viruléncia e antigenicidade (MCADAM et al., 2009; GAO et al., 2013).

Os mecanismos que estdo relacionados na patogénese e gravidade da
infeccdo respiratoria aguda causada pelo virus FluA, ainda ndo estdo muito bem

esclarecidos, assim como o papel da carga viral na evolugédo da doenga. Sabe-se que
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uma parcela se da por fatores virais, como a carga viral, mutagcao e viruléncia, por
fatores ambientais, como a vacinagao e manejo clinico e por fatores relacionados ao
hospedeiro, como os fatores de riscos clinico - epidemiologicos e resposta imune.
Dessa maneira, o conhecimento da relagao destes fatores, podem contribuir para uma
melhor compreensao e auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
que possam reduzir o impacto destas infecgdes na populacdo (NOH et al., 2014;
TEIJARO, et al., 2015; GRANADOS et al., 2017).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS INFLUENZA

2.1.1 Estrutura Genbmica

Os virus influenza A (FIuA) pertencem a familia Orthomyxiviridae que é
composta por sete genéros:  Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus,
Gammainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus, Isavirus, Quaranjavirus € Thogotovirus.
Sendo os Influenza virus tipos A, B, C, as espécies de importancia clinica, envolvidas
em quadros de infecgdes respiratérias em seres humanos (KUCHIPUDI; NISSLY,
2018; ICTV, 2020). Sao virus envelopados e de RNA de fita unica com polaridade
negativa, possuem oito segmentos que codificam até o momento 17 proteinas
estruturais e ndo estruturais que desempenham diferentes fungdes na arquitetura e

dinamica do ciclo replicativo viral (QUADRO 1).
(continua)
QUADRO 1 — ORGANIZACAO DO GENOMA DO VIRUS INFLUENZA

PROTEINAS SEGMENTO FUNCAO
RNA polimerases | 1- PB2 Participa do processo de transcri¢ao e replicacao
dependentes de
RNA viral —
(PB,PA) 2- PB1 Possui atividade de endonuclease e alongamento

- PB1-F2 Modula a resposta do hospedeiro a infecgao pelo virus FIUA,
induz a apoptose

- PB1-N40 | Proteina ndo essencial, mas interage com PB2 e melhora a
eficiéncia da replicagao viral

3-PA Participa no processo de transcrigéo e replicagao
- PA-X Modula a resposta do hospedeiro e a viruléncia viral
- PA-N155 | Papel na replicagao viral

- PA-N182 | Papel na replicagao viral

Hemaglutinina 4 - HA Receptor de ligacéo; atividade de fusao; e maior antigeno
(HA) viral

Nucleoproteina 5- NP Ligacao, sintese de RNA viral e importagao nuclear de RNA
(NP)

Neuraminidase 6 - NA Atividade de sialidase

(NA)
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B ) (concluséo)
QUADRO 1 — ORGANIZACAO DO GENOMA DO VIRUS INFLUENZA

Proteinas de 7- M1 Interagdo com as RNPs virais e glicoproteinas de
Matrix (M) superficies
- M2 Desempenha papel importante na entrada e montagem do

virus, afeta as funcgdes celulares do hospedeiro e € um alvo
para drogas antivirais e vacinagao

- M42 Modula a patogenicidade do virus
Proteinas Nao- 8- NS1 Inibidora da resposta imune inata
estruturais (NS)
- NS2/ NEP Exportacédo nuclear das RNPs virais do nucleo para o

citoplasma celular

- NS3 Fortemente associado com a mudanca de hospedeiros
aviarios para mamiferos
FONTE: WISE et al., 2012; MURAMOTO et al., 2013.

LEGENDA: FluA= influenza A; RNA= acido ribonucleico; RNPs= ribonucleoproteinas.

Os segmentos 1,2 e 3 codificam as trés subunidades chamadas de RNA
polimerases dependentes de RNA viral (PB1, PB2 e PA). Elas sao responsaveis pela
sintese e replicagdo de RNA em células infectadas. Os dois segmentos de RNA, 4 e
6, codificam as glicoproteinas virais hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA). O
genoma de RNA é ligado pela nucleoproteina viral (NP), que é codificada pelo
segmento 5 de RNA. O gene M, segmento 7 do RNA viral do influenza, codifica duas
proteinas, a M1 de 252 aminoacidos e a M2 de 97 aminoacidos. Por ser um gene
altamente conservado ¢é utilizado para a deteccéao e diferenciagdo molecular dos virus
influenza A e B. Além disso, a proteina M é a mais abundante do virus influenza, sendo
um alvo importante para testes de diagndsticos moleculares (DAS et al., 2012).
Acredita-se que a proteina M1 fornega um suporte que ajuda na estrutura do virion e
que, juntamente com a proteina de exportagao nuclear (NEP), regula o trafego dos
segmentos de RNA viral na célula. Além disso, desempenha um papel critico no
recrutamento de outros componentes virais durante a montagem e interage com as
ribonucleoproteinas virais (VRNPs). Esta envolvida em varios estagios do ciclo
infeccioso viral e embora o gene que codifica para esta proteina também seja
propenso a mutagao, ha uma regido imunogénica que € evolutivamente conservada,
em quase todas as cepas de virus influenza incluindo (H1N1)pdm09, H5N1 e H3N2
(MEDINA; GARCIA-SASTRE, 2011; SCHRAUWEN et al., 2014; EISFELD et al., 2015;
MANZOOR et al., 2017). A proteina M2 € um canal de protons necessaria para a

entrada e saida do virus, inicialmente ela estabiliza o local de brotamento e, na
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sequéncia altera a curvatura da membrana, causando sua ruptura e a liberagao do
virion. Esta localizada na superficie do virus ancorada em uma membrana lipidica
derivada da célula infectada, junto com as glicoproteinas 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 diferenga nas taxas de evolugao entre as regiodes
codificantes para M1 e M2; com M2 evoluindo um pouco mais rapidamente do que M1
(HOM et al., 2019). A proteina ndo-estrutural 1 (NS1) é codificada pelo segmento 8 e
€ um fator de viruléncia que inibe as respostas antivirais do hospedeiro em células
infectadas. Os virus FIuUA também podem expressar proteinas virais acessorias
adicionais em células infectadas, como PB1-F2 e PA-X, que participam na prevencao
de respostas antivirais inatas do hospedeiro juntamente com a proteina NS1.
Atualmente as proteinas relacionadas ao potencial patogénico do virus sao a HA, PB1,
PB2 e NS e as relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia as drogas antivirais
séo a NA e M2 (HUSSAIN, et al., 2017; KRAMMER et al., 2018; CAIl et al., 2020)
(FIGURA 1).

FIGURA 1 — REPRESENTAGAO DA ESTRUTURA DO VIRUS INFLUENZA A

e W W "'"‘;_ envelope lipidico
v TR . —

s "N X — na P2 PB1 PA HA NP NA M NS
o Vs, I I B

FONTE: Adaptada de KRAMMER et al., (2018).

LEGENDA: A figura representa uma particula do virus influenza A ou virion 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: nucleoproteina viral (NP), 6: neuraminidase (NA),
7: proteina de matriz (M) e 8: proteina nao-estrutural (NS).
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2.1.2 Hemaglutinina e Neuraminidase

No envelope viral estdo inseridas as duas principais proteinas dos virus
influenza, em relagao a resposta antigénica e evolugdo molecular, a HA e NA. Ambas
sao glicoproteinas de superficie e séo utilizadas para diferenciar os subtipos de FIuA.

A HA é a proteina mais imunogénica do FIuA, sendo o principal alvo dos
anticorpos neutralizantes que impedem a ligagdo com o acido sialico (AS), bloqueando
o sitio de reconhecimento e com isso evitando a entrada na célula e a replicagao do
virus. 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
etal., 2012; TONG et al., 2013; CDC, 2019; SEDEYN; SAELENS, 2019). AHA é uma
proteina trimérica composta por duas regides estruturalmente distintas, uma haste e
uma cabega globular. Apresenta duas importantes fungdes no processo replicativo, é
responsavel pelo reconhecimento e ligagao aos receptores de AS da superficie celular
e pela fusao do envelope viral com a membrana interna do endossomo, permitindo a
entrada do virus nas células do hospedeiro. E sintetizada no reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) do hospedeiro, como um polipeptidio unico, HAO. Esse precursor é
transportado para a membrana plasmatica e durante a replicagao do virus, é clivado
por proteases celulares, resultando em duas subunidades, HA1 e HA2. Esse processo
de clivagem é um fator fundamental para que a particula viral se torne infecciosa
(SHAW; PALESE, 2007; BOUVIER; PALESE, 2008; JAWETZ et al., 2013).

Na subunidade HA1 que corresponde a por¢gdo amino-terminal da proteina,
regido externa do envelope viral esta localizada a cabega globular, local de ligagéao do
receptor ao AS, circundada pelos sitios antigénicos, locais variaveis onde ocorrem as
glicosilagbes e os dominios de ligagdo aos receptores celulares (TSCHERNE et al,,
2011; SRIWILAIJAROEN & SUZUKI, 2012). A fusdo do envelope viral com a
membrana € mediada pela HA que sofre uma mudanga conformacional com a
acidificacao do pH e expde o peptideo N-terminal hidrofébico, denominado "peptideo
de fusao”, presente na regiao da haste da subunidade HA2 (BOUVIER & PALESE,
2008). Com a acidificagcdo do compartimento endoss6mico também ocorre o
bombeamento de ions de hidrogénio para a particula viral por meio do canal de ions

da proteina M2, que possui um canal ibnico transmembrana encontrado apenas no
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virus FIuA. Esse processo permite que os RNPs presentes na matriz viral sejam

liberados para o citoplasma da célula (FIGURA 2).

FIGURA 2 - REPRESENTAGAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DO MONOMERO DE HA

NAO CLIVADO DO VIRUS INFLUENZA A DE 1918 (H1N1)

sitio de ligagio
ac receptor
sitios

hélice A
hélice B

peptideo de
fusao

antigénicos

JL

S—

Cabega
Globular HA1

Regiao
~ da Haste

FONTE: Adaptada de PALESE AND SHAW (2007).

LEGENDA: A cabeca globular esta localizada na subunidade 1 da hemaglutinina (HA1) e contém o
sitio de ligacao ao receptor de &cido sialico, indicado em rosa e pelos cinco locais
antigénicos previstos: Sa, Sb, Ca1, Ca2 e Cb, em azul e circundados em vermelho. A
regido da haste esta localizada na subunidade 2 da hemaglutinina (HA2) e é constituida

pelas hélices A e B e pelo peptideo de fusdo,localizado dentro do circulo verde.

A HA possui duas importantes fungdes no processo de replicagao: modulagao

do tropismo tecidual e patogénese viral. A membrana citoplasmatica das células

epiteliais do trato respiratorio superior e inferior € rica em residuos de AS e, ambas,

HA e NA, possuem alta afinidade por estes residuos. Geralmente estes residuos estao

ligados a galactose (Gal) por ligagdes do tipo a-2,6 (presentes em grande quantidade

nas células epiteliais do trato respiratério superior) e do tipo a-2,3 (presentes nas

células epiteliais do trato respiratério inferior em humanos) (MATROSOVICH et al.,
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2015). Os subtipos aviarios altamente patogénicos utilizam receptores de AS do tipo
a-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 6° segmento do RNA viral e sua estrutura € de uma
haste com uma porgao globular (cabecga) na extremidade formando um tetramero que
dobra-se em quatro dominios estruturais distintos conhecidos como: cabeca, haste,
regido transmembrana e cauda citoplasmatica (FIGURA 3). Desempenha papel
importante nas etapas de invasdo, replicacdo, maturacdo e liberagao dos virus.
Catalisa a clivagem de ligagbes a-2,3 e a-2,6 cetosidicas entre um residuo terminal
de AS e um residuo adjacente de acucar, tendo como funcéao facilitar a mobilidade

dos virus em direg¢ao ao sitio de infeccio e a partir dele para um préximo sitio.

FIGURA 3 - REPRESENTAGAO DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DA NA DO VIRUS FLUA
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FONTE: Adaptado de MCAULEY et al. (2019).

LEGENDA: Cada mondémero consiste em quatro dominios estruturais distintos, conhecidos como
cabecga catalitica, haste, regido transmembrana e cauda citoplasmatica.Os mondmeros de
dominio de cabega sdo mostrados em verde, cinza, roxo e laranja (informagdes estruturais
retiradas do banco de dados da proteina A / Tanzania / 205/2010 N2- NA, gerado pelo
software Pymol).

intra-virion




24

A NA é também um importante indutor da produgcdo de anticorpos pelo
hospedeiro, onde o sitio ativo localizado na cabeca da espicula se liga ao AS e
apresenta uma estrutura altamente conservada, sendo alvo de farmacos 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 virus Influenza A

Diferentes processos estéo relacionados as mudancas evolutivas dos virus de
RNA, sao elas: mutagao, recombinagao ou rearranjo génico, sele¢ao, deriva génica e
migracado. Os virus FIUA estdo em constante evolugcdo e apresentam variagoes
antigénicas significativas nas suas glicoproteinas, HA e NA. Como forma de
adaptacao, para manter-se circulante e para escapar da imunidade natural os virus
FluA dependem de dois importantes mecanismos evolutivos:
a) Mutagbes pontuais (antigenic drifts): sdo mutagdes do material genético que
apresentam alteragdes discretas introduzidas nos principais epitopos virais, causando
a evolugéao gradual dos virus e que originam novas estirpes dentro do mesmo subtipo.
Devido a falta de mecanismos de revisdo associados com a RNA polimerase
dependente de RNA codificada pelo virus, mutagdes frequentes sao introduzidas no
genoma do virus influenza durante o ciclo de replicagdo. Sao responsaveis 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 sera a circulante (WEBSTER et al., 2014; TEWAWONG et al.,
2015; KIM et al., 2018).
b) Rearranjo genético ou mudanga antigéncia (antigenic shift): resulta em uma troca
completa de genes HA e/ou NA e estdo associados com o aparecimento de novos
subtipos de FIuA. O rearranjo genético acontece quando o virus influenza de cepas
distintas coinfectam a mesma célula hospedeira e geram descendéncia com um
genoma misto. Os virus presentes hoje em humanos sdo todos descendentes de
cepas pandémicas anteriores que evoluiram através da deriva em humanos
(WEBSTER et al., 2014; KIM et al., 2018). Sao responsaveis por pandemias, pois hao

ha imunidade cruzada entre os diferentes subtipos de FIUA, uma vez que a imunidade
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€ subtipo-especifica (COX et al.,1999; NOAH, et al., 2005; CHRISTMAN, 2011; CDC,
2019).

As mutagdes genbmicas do virus FIUA podem conferir caracteristicas que
permitem trazer maior capacidade de infeccdo e transmissdo, resisténcia a
medicamentos e agravamento do quadro clinico dos pacientes. As mutacbes mais
comumente observadas sdao nas regides da HA, associadas a viruléncia e
gravidade; varios estudos tém observado substituicbes de residuos em seus quatro
sitios  antigénicos (Sa, Sb, Ca e Cb)(NGUYEN et al, 2015; ADAM et
al., 2019). Segundo Barde e colaboradores (2017), a taxa de mutagao do gene da HA
¢ estimada em 6,7 x10° substituigdes por sitio por ano (BARDE et al., 2017). Para a
NA, as mutagdes podem conferir sensibilidade reduzida ou possibilitar o aparecimento
de resisténcia aos inibidores da neuraminidase (INAs) como:
oseltamivir, peramivir e zanamivir (TAKASHITA et al., 2015; VIDANA et al., 2020).

As variantes dos virus FIuA do subtipo H3N2 (H3N2v) com o gene da matriz
(M) do virus FIuA (H1N1)pdmQ9, foram detectados pela primeira vez em humanos em
2011. Nos ultimos anos cerca de sete clados do H3N2 (1 a 7) e varios subclados foram
encontrados. O clado 3 é o grupo dominante, e se diferenciou em trés subclados
principais designados: 3A, 3B e 3C (HAVERI et al., 2015). Em 2014, os clados 3C.2a
e 3C.3a do FIuA (H3N2) surgiram e contribuiram para reduzir a eficacia da vacina
(SUNTRONWONG et al., 2021). Para os virus do subtipo A(H1N1)pdm09, em estudos
realizados em 2009 nos EUA, no primeiro semestre de circulacdo mundial desse
subtipo, foram encontrados 7 grupos filogenéticos, G1 a G7 (QUADRO 2). No Brasil e
na India foram encontrados circulando nesse periodo, os grupos: G5, G6 e G7
(POTDAR et al., 2010; GONI et al., 2012). No periodo pés-pandémico, de 2011 a
2014, o grupo de vigilancia do Centro Europeu para Controle e Prevencao de Doencas
(ECDC) relatou a circulacdo 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 hospitalizagdes entre adultos com idade entre 50 a 64 anos (HSIEH
et al., 2018). Nas temporadas de 2015-2016, os virus do clado 6B divergiram em 6b.1
e 6b.2, sendo esses dois clados predominantes em paises 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 estado listadas as

mutagdes que caracterizam o clado 6 e seus subclados dos virus FIUA (FIGURA 4).
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QUADRO 2 — CARACTERIZACAO DOS GRUPOS FILOGENETICOS DO VIiRUS FLUA

Clado e Sequéncia Referéncia *Substituicoes (aminoacidos)
subclados

1 A/California/7/2009 NENHUMA

2 A/Czech Republic/32/2011 | N31D, A186T, S162N
A/Hong Kong/3934/2011

3 A134T; S183P
A/Christchurch/16/2010

4 N125D

5 A/Astrakhan/1/2011 D97N; R205K; 1216V; V249L

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

7 A/St Petersburg/100/2011 | $143G; A197T

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

FIGURA 4 - CLADO 6 COM SEUS RESPECTIVOS SUBCLADOS

6B.1A1
A/Brisbane/02/2018
S$183P

6B.1A2

e ———
* B6B.1A6

Allreland/84630/2018

T120A; S183P
|

6B.1A7

AlSlovenia/1489/2019
K302T

A/Denmark/2728/2018
$183P; L2331
 —
6A * 6B.1A3
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Y Gt K163Q; AZ56T; K283E SBAN; S162N; 1216T AT N129D; ATME; $183P 6B.1A5A
— — e ——— AlNorway/3433/2018
6C N129D; T185A
AEstonial78677/2013 oD
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NSwMerlﬁ?d1333W20

E235D

FONTE: Adaptado do ECDC (2021).
LEGENDA: *mesmas substituicdes do subclado 6B.1A3, porém emergindo préximo ao subclado

6B.1A5.
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2.1.4 Transmissao e Manifestacdes Clinicas

A transmissdo dos virus influenza pode ser direta, de pessoa a pessoa por
meio de goticulas respiratérias e aerossois que contém particulas virais ao espirrar,
falar ou tossir ou indireta e, por meio das maos que apods o contato com fluidos
corporais, objetos (fomites) ou superficies contaminadas carregam o virus para a
boca, nariz e olhos (LINDSLEY et al., 2016; CDC, 2018). Os virus da gripe infectam
as células epiteliais do trato respiratério superior e inferior, onde ocorre o primeiro ciclo
de replicagdo. O periodo de incubacéo da influenza é em média de 1 a 4 dias e os
individuos adultos infectados podem transmitir o virus antes do inicio de sintomas,
porém € no periodo sintomatico, entre as primeiras 24 até 72 horas do inicio da
doencga, que ocorre o periodo de maior transmissibilidade devido a alta concentragao
de virus eliminados (SHAW; PALESE, 2013; CDC, 2018).

2.1.4.1 Sindrome Gripal (SG)

A SG é caracterizada pelo individuo que apresente quadro respiratério agudo,
caracterizado por pelo menos dois dos seguintes sinais e sintomas: febre (mesmo que
referida) = 38° C, calafrios, dor de garganta, dor de cabega, tosse, coriza, com inicio
nos ultimos sete dias. A maioria das pessoas tem a doenca sem complicagdes,
apresentando melhora em torno do sexto dia de evolugcdo, porém em criancas
menores de dois anos de idade, gestantes, adultos com mais de 65 anos, individuos
com doencgas crbnicas e imunossuprimidos, a gripe pode evoluir para a Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SRAG) (NICHOLSON et al., 2011; WHO, 2011b; CDC,
2020).

2.1.4.2 Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG)

Para a OMS, a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG), é definida como
uma doenca respiratéria aguda com historia de febre ou febre aferida = 38° C e tosse,
e presencga de sinais de insuficiéncia respiratéria (dispneia, esfor¢o respiratorio),
exigindo hospitalizagao, podendo ocorrer em todas as faixas etarias (WHO, 2015). A

complicagdo mais grave é a pneumonia, causada pelo proprio virus ou pela infecgéo
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secundaria com bactérias, podendo levar a hospitalizagdo e a morte. Outras
alteragdes, como linfopenia, alteracbes radioldgicas de térax e complicagdes
cardiacas graves também podem ser encontradas (TAVARES et al., 2017; FICA et al.,
2019). Além do influenza, outros virus como o virus sincicial respiratorio (VSR),
adenovirus, hantavirus e coronavirus 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 virus em causar doenga grave esta relacionada a fatores
virais - como a viruléncia, mutacdes, fatores do hospedeiro - como a resposta
imunoldgica e com fatores socio-ambientais - como acesso ao tratamento, vacinagéo,
condigdes nutricionais e manejo clinico correto (HORBY et al., 2012; HORBY et al,,
2013, HEATON et al., 2014).

2.1.5.1 Viruléncia

A rapidez e a gravidade com que um patégeno produz lesdes ou sintomas no
hospedeiro ou em um tecido sdao chamadas de viruléncia (RYAN; RAY, 2014;
SUMBRIA et al., 2019). As proteinas virais HA e NA, desempenham importante papel
na viruléncia e as alteragdes sofridas nestas moléculas podem levar ao aumento da
especificidade do virus a determinados receptores, a ruptura de barreiras protetoras
do hospedeiro, ou ainda, a potencializacado da capacidade replicativa e de adaptagao
viral (SCHRAUWEN et al., 2014). A mutagdo em um unico aminoacido da HA pode
aumentar o tropismo e a propagacao do virus para o trato respiratorio inferior e causar
uma infecgdo mais grave (LIU et al., 2010; CLOHISEY; BAILLIE, 2019).

Estudos anteriores indicaram que mutagbes no gene da NA, permitem o
recrutamento de uma protease alternativa (plasminogénio/plasmina) para ativagcéo de
HA. Elas também podem interferir no processo de infectividade, principalmente na
etapa de liberagao do virus da célula hospedeira (ZAMBON, 2001; SUN et al., 2010).

Estudos genéticos demonstraram que a NA liga-se ao plasminogénio, aumentando a
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concentracao 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
€ o complexo de polimerase viral, PB2, provavelmente pela funcdo de controlar
diretamente os niveis de replicacdo de RNA viral. Foram demonstradas que muitas
substituicdes na proteina viral PB2 podem aumentar a viruléncia e a replicagao viral
do virus H5N1, da gripe aviaria (MASE et al., 2006; TSCHERNE et al., 2011; CAIl et
al., 2020).

2.1.5.2 Resposta Imunologica do Hospedeiro

Além da viruléncia intrinseca do virus, o risco de desenvolver infecgao grave
por influenza, vem sendo relacionado a alguns fatores clinico-epidemiolégicos
presentes no hospedeiro, como a idade (idosos com mais de 65 anos e criangas
menores de cinco anos), gestacao, imunossupressao e as comorbidades (doengas
respiratorias crénicas, asma, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), doengas
renais, hepaticas, cardiacas, neoplasias, diabetes mellitus e obesidade). Individuos
que apresentam esses fatores sao reconhecidos pela OMS como grupo de risco para
desenvolvimento de SRAG e no Brasil sdo o alvo da vacinag&o nacional de influenza
(LAU et al., 2014; MS, 2016; WHO, 2020).

Entre os fatores imunoldgicos relacionados a resposta do hospedeiro as
infeccbes causadas por virus, 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 virus (KALFASS et al., 2013;
SUMBRIA et al., 2019). Dentre estes mecanismos estdo as citocinas, grande grupo
de (glicoproteinas, produzidas por diversos tipos de células, estimuladas
antigenicamente e responsaveis por sinalizar e regular a resposta imune. Entre os
sinalizadores celulares naturais, estdo os interferons (IFN), glicoproteinas que
pertencem a classe das citocinas e que possuem atividades antivirais,
antiproliferativas e imunomoduladoras. Os IFN humanos sao classificados como tipo
[, Il e lll, com base no tipo de receptores usados para a sinalizagdo. Os do tipo I,
também conhecidos como IFN-A (interferon lambda), s&o compostos pelo IFN-A1
(interleucina 29), IFN-A2 (interleucina 28A) e IFN-A3 (interleucina 28B). A interleucina
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28B (IL-28B) esta localizada no cromossomo 19 e esta envolvida no controle de
infecgdes virais (SHEPPARD et al., 2003; ABBAS et al., 2015; TEIJARO et al., 2015).
Os IFN-A sdo os IFNs predominantes, induzidos em células epiteliais pelos virus
respiratorios (KESHAVARZ et al., 2019). Estudos sugerem que a resposta induzida
pelo IFN-A da mucosa seja o principal responsavel pela prote¢ao do trato respiratério
contra os virus (JEWELL et al., 2010; PLANET et al., 2016).

A variagado genética individual influencia diretamente na resposta imune,
contribuindo para o aumento na suscetibilidade e desfecho de doencas infecciosas,
autoimunes e cancer (OLIVEIRA, et al., 2011). A funcao dos genes e sua habilidade
de regular a imunidade, principalmente em epitélios, podem sofrer impacto com os
polimorfismos de nucleotideo unico (SNP, do termo em inglés single nucleotide
polimorphism), que sdo mutagdes onde ocorre a substituicdo de um unico nucleotideo.
Os genes humanos possuem um grande numero de SNP que foram identificados por
meio das técnicas de sequenciamento e bioinformatica, porém a fungéo e o significado
biolégico da maioria desses, ainda sao desconhecidos. Os SNP podem estar em
diferentes regides dos genes, como nas regides promotoras, nas regides de introns
ou regides nao codificantes (UTRs), promovendo mudangas na expressao génica e
de sequéncias de proteinas. Esta variabilidade genética identificadas pelos SNP
frequentemente sdo utilizadas para compreensao de doengas presentes na populagao
(SACHIDANANDAM et al., 2001; SILVA, 2015; SYEDBASHA; EGLI, 2017).

Foram descritos para o gene da IL-28B, relacionados a infecgéo viral, em
estudos envolvendo o HCV, os SNP que ocorrem nas regides rs12979860 e
rs8099917 (FIGURA 5). Os alelos principais desses SNP foram associados com maior
rapidez na resolug¢ao da infecg¢ao (clearance) e na melhor resposta ao tratamento com
ribavirina (JIMENEZ-SOUSA et al., 2013).
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FIGURA 5 - LOCALIZAGAO DOS SNP RS12979860 E RS8099917 NA REGIAO DO CROMOSSOMO
19 Q13 DA IL- 28B
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FONTE: Adaptado de O’'BRIEN et al., 2014.

LEGENDA:Localizagdo da familia de genes do interferon lambda 1-4 (IFN-A1-4) sdo mostrados em
sua orientagao e posigao correta na regido do cromossomo 19 q13. O SNP rs12979860
esta localizado dentro do intron 1 do IFNL4 e 0 rs8099917 esta localizado entre os genes
IFNL2 e IFNL3. IFNL4 esta localizado na fita reversa do cromossomo 19, com 5 exons e
regides 3 '/ 5 ' nado traduzidas.

Para outros virus, o papel dos SNP da IL-28B nao estdo bem estabelecidos e
muitos estudos estdo sendo realizados para uma melhor compreensao da sua
importancia. Em estudos com pacientes que realizaram transplante de medula éssea,
foi observada uma incidéncia menor de infec¢ao ativa pelo citomegalovirus (CMV) em
doadores que apresentaram SNP rs12979860 na IL-28B, gendtipo T/T, alelo menos
frequente (BRAVO et al.,, 2014; EGLI et al., 2014a). Em estudos realizados em
criangas com bronquiolite, provocada pelo virus sincicial respiratério (VSR), foi
encontrada uma frequéncia para o gendétipo C/C para o SNP rs12979860, de 35% e
para o gendtipo T/T, para o SNP rs8099917 de 63%, porém né&o foi encontrada
nenhuma correlagcdo com gravidade de doencga para ambos os SNP (SCAGNOLARI
et al., 2012). Outro estudo realizado com uma coorte de pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), os que possuiam o SNP rs8099917 com
gendtipo G/G (alelo menos frequente), apresentaram uma maior taxa de exacerbagao
grave da doencga (EGLI et al., 2018). Outro estudo envolvendo pacientes diabéticos e
com hepatite, 0 SNP rs8099917 gendtipo G/G foi considerado de risco e 0 rs12979860

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



32

infectados com o virus FIuA, nao foi observada associacao do SNP rs8099917 com
severidade da doenca (KESHAVARZ et al., 2019). Outro estudo mostrou que
pacientes com os genotipos rs8099917 TG/GG estavam associados com uma maior
soroconversao, apos serem vacinados para o virus influenza (EGLI et al., 2014b). Na
populagcdo Americana de acordo com Projeto 1000 genomas, onde sao apresentados
dados mais abrangentes da variagao genética, sdo encontradas as frequéncias 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 frequéncia 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 infec¢ao causada
por influenza ja foram encontrados. Em um estudo italiano, criancas infectadas pelo
virus FIUA(H1N1)pdmQ9 que apresentaram um SNP adicional, rs5743313 (gendtipo
C/T) no TLR3 (receptores do tipo Toll - pertencente a familia de proteinas
transmembranas) desenvolveram pneumonia (ESPOSITO et al., 2012; NETEA et al.,
2012). Outro estudo multicéntrico realizado na China, com adultos infectados com
influenza subtipo H7N9 e (H1N1)pdmO09, associou este mesmo SNP a casos fatais
(LEE et al., 2017). O SNP rs34481144, localizado na regido 5-UTR do gene IFITM3
(proteina 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 regido promotora do
gene IL-1beta (IL-1B), afetando a sua atividade de transcricdo. O aumento dessa
interleucina pode causar dano pulmonar durante a infecgao pelo FIuUA (KESHAVARZ
et al., 2019).

2.1.6 Epidemiologia

O virus influenza € um virus zoondtico, possui grande potencial de
transmissao, ocorre globalmente com uma taxa de incidéncia anual estimada de 5%
a 10% entre adultos e de 20% a 30% em criancas.

Dentre todas as possiveis combinacdes entre HA e NA para o surgimento de
novas cepas, apenas trés subtipos de FIUA (H1N1, H2N2 e H3N2) apresentam
transmissao inter-humano sustentada. Atualmente, co-circulam na populagdo humana
causando a gripe sazonal, os subtipos de FIUA(H1N1)pdm09 e H3N2 (SHAW,
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PALESE, 2007; TONG et al., 2012; TONG et al., 2013; CDC, 2019). Ja os subtipos
como H5N1, H7N3, H7N7, H7N9, H7N2, HON2, H10N8 e H6N1 (de origem aviaria),
também podem infectar humanos, provocando doengas graves. Porém n&o se
adaptaram ainda a ponto de manter uma transmissao inter-humana eficiente e sao
considerados possiveis ameacgas para uma futura pandemia (BELLEI et al., 2011;
WANG et al., 2014; KANG et al., 2017; CDC, 2018).

A infeccao pelo virus da gripe pode resultar desde casos assintomaticos até
hospitalizacbes 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
milhdes de casos de doengas graves e cerca de 250.000 a 500.000 mortes (WHO,
2014).

A gripe apresenta padrao sazonal com picos marcados no inverno, no
hemisfério Norte a sazonalidade esta associada aos meses de dezembro a abril,
enquanto no hemisfério Sul, de junho a setembro. As regides tropicais e subtropicais
com invernos suaves também estao sujeitas a oscilagbes sazonais na incidéncia da
influenza e permanecem ainda pouco caracterizadas. No Brasil, nas areas de clima
temperado como Sul e Sudeste, a incidéncia dos virus influenza apresenta padrao
sazonal com picos nos meses de outono e inverno (ALONSO, et al., 2007; RABONI
et al., 2018). Na regidao Nordeste a incidéncia esta relacionada as estagdes chuvosas
e ao aumento da umidade relativa do ar (MOURA et al, 2009).

Ao longo da histéria, ocorreram numerosas pandemias de gripe. A primeira
descricdo que sugere tratar-se de influenza, foi atribuida a Hipocrates, por volta do
século V (A.C.) (COSTA;MERCHAN-HAMANN, 2016). Ha 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 milhdes de pessoas em todo o0 mundo, especialmente de jovens,
sendo considerada a pandemia mais grave da histéria da humanidade; a Gripe
Asiatica, em 1957 e a de Hong Kong, em 1968, que introduziu na populagao humana
um virus recombinante aviario do subtipo H3N2 que causou a morte de mais de um
milhdo de pessoas em todo o mundo (GLEZEN, 1996; TAUBENBERGER et al., 2006;
COSTA;MERCHAN-HAMANN, 2016).

Desde sua introdugdo em 1968, em humanos, os virus FIUA H3N2 passaram

por longa evolugdo genética e antigénica, causando varias epidemias sazonais,
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levando a OMS a recomendar 28 altera¢des na cepa da vacina durante esse periodo.
Os virus FIuA H3N2 também alteraram suas propriedades de ligagaéo ao receptor ao
longo do tempo e apresentaram uma afinidade reduzida para analogos de
oligossacarideos de receptores de superficie 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 eficacia, aproximadamente 28 a
42% para todas as faixas etarias (MELIDOU et al., 2017). Em julho de 2011, foi
detectada pela primeira vez em humanos a variante H3N2v, que possui o gene M do
virus FIUA (H1N1)pdm09. Essa variante ja havia sido observada anteriormente em
suinos, porém nao houve transmissao comunitaria (CDC, 2014a).

O primeiro surto registrado de FIuA aviaria subtipo H5N1 em humanos,
ocorreu em Hong Kong em 1997, foram 18 casos confirmados e seis 6bitos (CHAN et
al., 2002). Na Europa e Estados Unidos, de 1997 a 2014 foram reportadas algumas
infeccbes, sem maior importancia epidemiolégica, como casos de conjuntivite e
infeccbes respiratorias pelos subtipos FIUA H7N2, H7N3 e H7N7 (PUZELLI et al.,
2014). Entretanto, em 2013 na China, emergiu o subtipo aviario FIuUA H7N9
encontrado somente em passaros, causando 453 casos de infeccdo humana e 175
mortes (GAO et al., 2013; WHO, 2014). Essas infecgdes estdo sendo monitoradas e
notificadas pela OMS (GODOY, 2006; LIU et al., 2013). Apesar destas infecgdes por
virus interespécies terem mostrado capacidade de provocar quadros clinicos graves
e com elevada mortalidade em humanos, ndo se mostraram capazes de transmissao
pessoa a pessoa de forma eficaz e sustentada.

Em 2009, um novo subtipo de virus FIuA, de origem suina, denominado de
(H1N1)pdmO09, produto de rearranjo genético de diferentes origens como de dois
genes da polimerase (PA e PB2), da linhagem aviaria norte-americana, outro gene da
polimerase (PB1) da linhagem sazonal humana H3N2, trés genes (HA, NP e NS) da
linhagem classica norte-americana da gripe suina e dois genes (NA e M) da linhagem
suina euro-asiatica, foi inicialmente detectado no México, porém espalhou-se
rapidamente pelo mundo, levando a OMS a declarar o primeiro evento pandémico do
século XXI (FIGURA 6) (SMITH et al., 2009).
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FIGURA 6 - REGISTRO EM ORDEM CRONOLOGICA DAS PANDEMIAS CAUSADAS PELO VIRUS
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FONTE: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) (2009).

No mundo, ocorreram aproximadamente 18.500 6bitos causados pelo
(H1N1)pdm09 (WHOa, 2011), no Brasil, foram 2.060 6bitos confirmados (QUADRO
3). As maiores taxas registradas de incidéncia e mortalidade ocorreram nas regides
Sul (Parana) e Sudeste (S&o Paulo), em criangas menores de 2 anos e adultos com
idade entre 20 e 29 anos (RABONI et al., 2011; BELLEI: MELCHIOR, 2011).

QUADRO 3 - DISTRIBUICAO DOS OBITOS POR SRAG POR FLUA(H1N1)PDM09 EM 2009 NO

_____BRASIL '
REGIAO CASOS DE (HIN1)PDM09 | N° DE OBITOS
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 entao, o subtipo FIUA(H1N1)pdmO09 substituiu a cepa sazonal HIN1 e
co-circula na atualidade com o subtipo H3N2 (FINEBERG, 2014).

Em cada temporada ha um predominio de subtipo e esse padrao
epidemiologico depende de varios fatores, incluindo a transmissibilidade, a
suscetibilidade da populagdo e a sazonalidade do virus (CHADHA et al., 2015).
Durante os anos de 2011 a 2013, o virus FIUA(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
numero de vitimas, desde a pandemia de 2009, foram mais de 1.900 casos fatais,
sendo que uma das explicagdes foi a antecipacdo da sazonalidade do virus, o que
deixou a populagao vulneravel, ja que a vacinagao teve seu inicio em abril. Na regido
Sul, ele foi identificado desde a primeira semana do ano, diferente do observado em
anos anteriores (MS, 2016). Na figura 6 esta a distribuicdo dos casos de SRAG e de
FluA no periodo de 2010 a 2018 no estado do Parana.

FIGURA 7 — DISTRIBUICAO DE CASOS DE SRAG E DE FLUA NO PARANA NO PERIODO DE 2010
A 2018
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FONTE: SINAN Influenza Web. Atualizado em 02/10/2018 (acesso em 10/07/21).
LEGENDA: No eixo primario estao representado o total de casos de FIuA e no eixo secundario o total
de casos de SRAG.

2.1.7 Diagnostico Laboratorial

O diagndstico precoce € um instrumento importante para controlar a
disseminagao da doenga e para orientar o tratamento. Atualmente existem numerosos
meétodos laboratoriais que permitem a identificagcao das infecgdes virais. Para os virus
influenza, os testes de diagndstico disponiveis incluem o cultivo viral, ensaios
imunoenzimaticos (EIE), teste rapido de antigeno, reagcdo em cadeia da polimerase

com transcri¢ao reversa (RT-PCR), testes de imunofluorescéncia direta e indireta (IFI
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e IFD) e testes moleculares rapidos (DREXLER et al., 2009; SELVARAJU;
SELVARANGAN, 2010; CDC, 2020). As amostras clinicas do trato respiratério
superior utilizadas para o diagndstico de infec¢des virais sdo: aspirado de
nasofaringeo (ANF), aspirado nasal, swabs combinado (nasal/oral) (SWAB), lavado
de garganta, preferencialmente coletados até sete dias do inicio dos sintomas (fase
aguda da doencga), e amostras do trato respiratério inferior como o lavado
broncoalveolar (BAL) e aspirado traqueal (MS, 2016; CDC, 2020). A cultura do virus
influenza a partir de amostras respiratérias permitem a caracterizagao genotipica e
fenotipica das cepas circulantes e podem demorar de 7 a 14 dias para o
desenvolvimento de efeitos citopaticos, sendo utilizado principalmente em laboratérios
de pesquisas e centros de vigilancia epidemioldgica. Envolve a inoculagao do virus
em linhagens celulares estabelecidas, como a linhagem MDCK (Madin-Darby
Caninespaniel Kidney- rim canino), usada para o isolamento e replicacdo do virus
influenza para o diagndstico e em estudos epidemioldgicos (HERRMANN et al., 2001;
GREGERSEN et al, 2011; TSENG et al., 2011). Os testes para deteccdo de
antigenos, como os testes de IFI, IFD e EIE, utilizam anticorpos especificos e possuem
moderada sensibilidade e alta especificidade, além de rapidez, baixo custo e facil
execucgao. A PCR é atualmente a metodologia mais utilizada para a identificagao viral
em laboratérios clinicos e de pesquisa, com uma ampla variedade de aplicagdes
(MELLO, 2010; MACHADO et al., 2016). Com sua introdu¢do, a obtencédo do
diagnostico para deteccdo de diferentes patdgenos ganhou maior rapidez,
sensibilidade e especificidade (OZDEMIR et al., 2012; GAO et al., 2013). A variante
da PCR, a PCR em tempo real (qQPCR), possibilita acompanhar a amplificagcdo do
segmento alvo durante a realizagdo do método, além de permitir a quantificacdo da
carga viral da amostra a partir de padrdes pré-estabelecidos (HIGUCHI et al.,1993;
HEID, et al.,1996). Atualmente o Ministério da Saude recomenda a realizacéo da
metodologia de RT-qPCR para o diagndstico de influenza, e em laboratérios onde néao
seja possivel a realizagao desta técnica, o teste de IFI continua sendo utilizado (MS,
2014).
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2.1.8 Vigilancia Epidemiologica

Os virus influenza afetam todos os grupos sociais e etarios e constitui-se em
uma das grandes preocupagdes das autoridades sanitarias mundiais, pois causam
grande impacto na economia, devido aos gastos diretos e indiretos nos servigos de
saude, ocasionando importantes perdas na produtividade da forga de trabalho durante
as epidemias (NOAH et al.,2013). Visto a alta transmissibilidade e a alta taxa
mutacional, faz-se necessario o constante monitoramento epidemioldgico e molecular
desses virus, sobretudo aqueles do tipo A (RUSSEL et al., 2012; GAO et al., 2013).

O Sistema Global de Vigilancia e Resposta a Gripe, existe desde 1952, sob o
nome de Rede de Vigilancia da Gripe. As informacdes obtidas sobre a circulagdo do
virus influenza no passado desempenharam um papel critico no desenvolvimento da
compreensao atual da circulagéo global do virus (WHO, 2019). Apés a ameacga da
gripe aviaria de alta patogenicidade, a OMS, em 2004, iniciou um programa mundial,
com o objetivo de promover o fortalecimento da rede de diagnédstico laboratorial para
detectar os virus influenza emergentes e sazonais € monitorar os casos de doencgas
semelhantes a influenza e SRAG (WHO, 2013; POLANSKY et al., 2016). A SRAG
passou a ser uma preocupacéo global quando uma epidemia de SARS coronavirus
(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 paises (YIN; WUNDERINK,
2018). A OMS recomenda o monitoramento constante das infecgbes que possam
resultar em SRAG e doengas com potenciais pandémicos (WHO, 2011c; CHENG et
al., 2013). A Rede de Vigilancia da Gripe consiste em mais de 140 Centros Nacionais
de Influenza (CNI) em todo o mundo que coletam, testam amostras clinicas e
determinam dados epidemioldgicos dos subtipos circulantes, para minimizar os
impactos causados pela doenca (WHO, 2014). Os principais objetivos do sistema de
vigilancia de influenza sdo monitorar mudancas na antigenicidade do virus, orientar a
selecdo de cepas para a vacina anual e fornecer amostras de virus para uso na
producdo de vacinas. Juntamente com o virus influenza, outros virus respiratorios
frequentes também sao monitorados. Em 2011, a OMS organizou uma consulta
técnica com os paises participantes da vigilancia de influenza com o objetivo de revisar
as praticas existentes de vigilancia. Um dos assuntos discutidos foram as definicoes

para casos SG e SRAG. A necessidade de reduzir varias definicdes para uma unica
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global surgiu com a pandemia de influenza de 2009, onde ficou evidente que a falta
de padronizagao dificultava o monitoramento de eventos de larga escala (WHO,
2011c).

No Brasil, a rede nacional de laboratérios para vigilancia de influenza faz parte
do Sistema Nacional de Laboratérios de Saude Publica (Sislab) e é constituida por 27
Laboratérios Estaduais Centrais de Saude Publica (Lacens), dois Laboratérios de
Referéncia Regional (LRR), o Instituto Adolfo Lutz (IAL), em Sao Paulo/SP, e o
Instituto Evandro Chagas (IEC), em Ananindeua/PA), e um Laboratério de Referéncia
Nacional (LRN), na Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio de Janeiro/RJ. Os dois
LRR e o LRN, sao credenciados na OMS como centros de referéncia para influenza
(NIC, do inglés Nacional Influenza Center), os quais fazem parte da rede global de
vigilancia da influenza (WHO, 2014). Os Lacens sao responsaveis pela identificagao
do agente etiologico, tipagem e subtipagem dos virus influenza circulantes. Também
sao responsaveis pelo envio de amostras processadas para os LR para realizacao de
analises complementares. A caracterizagdo antigénica e genética dos virus
circulantes e identificagdo de novos subtipos, bem como o monitoramento da
resisténcia aos antivirais sdo realizadas pelos LR, que como parte da rede global,
enviam, anualmente, isolados virais € amostras clinicas para o Centro de Controle e
Prevencgao de Doencgas (CDC, Atlanta, EUA), para contribuir na selegédo das estirpes
virais para a composi¢cdo da vacina anual. O monitoramento se faz por meio da
Vigilancia Sentinela da Influenza para SG e SRAG em unidade de terapia intensiva
(UTI); Vigilancia Universal de SRAG de casos hospitalizados e 6bitos por SRAG;
monitoramento de hospitalizagdo e mortalidade e investigagdo de surtos, 6bitos e
eventos incomuns suspeitos para influenza. Todas estas informacdes estdo em um
boletim disponibilizado pelo sistema de informagdo e agravos de notificagdo
(SINANWEB). A cada semana epidemioldgica os novos dados sao adicionados ao
boletim, que destaca os principais agentes associados a SG e SRAG, seus
percentuais e distribuigdo, assim como perfil epidemiologico e prevaléncia por regido
(MS, 2019). O Lacen do Parana realiza a deteccao laboratorial de 14 diferentes virus
respiratorios pela técnica de RT-gPCR, e as informagdes sao integradas a vigilancia
do virus influenza (MS, 2019). Em Curitiba, Parana, o Servigco de Epidemiologia do
CHC/UFPR realiza a vigilancia epidemiolégica desde a pandemia do virus

FIUA(H1N1)pdmO09 e faz as notificagbes de todos os casos de pacientes com SRAG.
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Além disso, tém participado da Rede de Vigilancia da Influenza Baseada em Hospitais
(GIHSN — Global Influenza Hospital Surveillance Network), contribuindo com dados
epidemiologicos sobre o virus influenza e outros virus respiratorios. O laboratorio de
Virologia do CHC-UFPR atualmente realiza a detec¢do laboratorial de 14 diferentes
virus respiratorios pela técnica de RT-gPCR e realiza o sequenciamento dos virus
influenza detectados em pacientes hospitalizados, a fim de verificar mutacoes,
gerando dados que possam auxiliar a atualizagdo vacinal, novas abordagens

terapéuticas, entre outras.

2.1.9 Vacinacao

A imunizacao € a maneira mais eficaz de prevenir a infeccao e a evolugao
para casos graves das infecgdes causadas pelos virus influenza. Consequentemente,
ela reduz o uso de medicamentos e de hospitalizagdes. No Brasil, a vacinagao contra
a influenza foi introduzida no Programa Nacional de Imunizagdes em 1999 e, desde
2011, ocorre anualmente a Campanha Nacional de Vacinagao contra a Influenza
antes do periodo de circulagéo do virus, no inverno do hemisfério sul (DOMINGUES;
TEIXEIRA, 2013). A campanha compreende a imunizagao coletiva de diversos grupos
de risco, como idosos > 60 anos, criangas < 5 anos de idade, gestantes, portadores
de doengas cronicas e outras condigdes clinicas especiais, indigenas, individuos com
privagao de liberdade, além de profissionais que tenham contato direto com os grupos
de risco, como os da saude, da educacao e do sistema carcerario (MS, 2019).

Anualmente, com base nas informagdes epidemioldégicas fornecidas pelos
laboratérios de referéncia para influenza da OMS, espalhados em todo o mundo e
juntamente com o Centro de Controle de Doengas dos Estados Unidos (CDC) a
composi¢cao da vacina € escolhida. As vacinas disponibilizadas atualmente sao
compostas por particulas virais fragmentadas e inativadas. Existem dois tipos de
vacinas, a trivalente, disponibilizada anualmente pelo Sistema Unico de Saude (SUS)
e a tetravalente, disponivel somente na rede privada. A vacina trivalente, contém
particulas dos virus FIUA (H1N1)pdm09, H3N2 e de uma das linhagens da influenza
B, Victoria ou Yamagata. A vacina tetravalente, protege contra os dois subtipos de
FIuA citados e das duas linhagens da influenza B (BEIRIGO et al., 2017). As novas

abordagens para a geragao de vacinas universais tém se concentrado em regides
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altamente conservadas nos antigenos virais dos subtipos de FIuA, na expectativa de
proporcionar ampla imunidade, ndo sO6 para 0s virus sazonais, mas também a
potenciais cepas pandémicas que possam se disseminar rapidamente e causar alta
mortalidade (SCHOTSAERT et al., 2013; ADAMI, 2017).

2.1.10 Antivirais e Resisténcia

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 FIUA(HIN1)pdm09 (MILLER et al, 2013; WEBSTER;
GOVORKOVA, 2014). O tratamento com o antiviral quando indicado, deve ser iniciado
0 mais rapido possivel apds o inicio da doencga, se possivel dentro de 48 horas apds
o inicio dos sintomas. No entanto, em pacientes com doenga grave, complicada ou
progressiva e em pacientes hospitalizados, o tratamento antiviral pode ter alguns
beneficios quando iniciado apds 48 horas do inicio da doenga (VENKATESAN et al.,
2020). Além do oseltamivir, os farmacos usados atualmente no tratamento contra a
influenza e aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) sdo o zanamivir
(Relenza®), peramivir (Rapivab®), laninamivir (aprovado para o tratamento da gripe
somente no Japao) inibidores da NA (INA) e o ultimo antiviral aprovado, baloxavir
marboxil (Xofluza®) - inibidores da endonuclease (PA) do complexo da polimerase do
virus (SHAW; PALESE, 2013; O'HANLON et al., 2019; CDC, 2020b).

As drogas amantadina e rimantadina, foram os primeiros farmacos na terapia
contra os virus influenza, no entanto, a recombinacao entre o virus e o uso excessivo
dessas drogas resultou em alta resisténcia, ndo sendo mais recomendado seu uso
(CDC, 2016; GUBAREVA et al., 2017). Os INAs sdo as drogas de escolha para o
tratamento e prevencao de infecgdes por influenza, pois bloqueiam a atividade da
enzima viral NA. Estes inibidores previnem que novas particulas virais sejam liberadas
pelas células infectadas (HURT et al., 2016). Durante a pandemia de 2009-2010, o
virus resistente H1N1 foi substituido pelo virus (H1N1)pdmO09, sensivel ao oseltamivir
(WHITLEY et al., 2013; CDC, 2020b). No Brasil, o Ministério da Saude disponibiliza
pelo SUS, os medicamentos, oseltamivir e zanamivir (MINISTERIO DA SAUDE,

2014). Apesar do recente desenvolvimento do medicamento baloxavir, estudos ja
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demonstraram resisténcia com taxa de 23,4% para o subtipo H3N2, em criangas de
11 anos de idade, o que levanta preocupagdes 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 virus e de variantes resistentes
traz a necessidade do desenvolvimento de novos antivirais. Alternativas ja estédo
sendo desenvolvidas, como o Fludase® (DAS181), proteina recombinante que cliva
os receptores de acido sialico na superficie da célula impedindo a ligagao do virus, 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 duragao dos
sintomas clinicos e a eliminagao viral, inibidores de hemaglutinina, inibidores de
nucleoproteinas, inibidores da polimerase viral e terapia imunomodulatéria
(ROSSIGNOL, 2014; NAESENS; ZOULIM, 2017).
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 JUSTIFICATIVA

A maneira mais eficaz de prevenir infeccdes pelos virus influenza se faz por
meio de imunizagao especifica. Além da vacina, o antiviral mais utilizado para o
tratamento da influenza é o oseltamivir. Mesmo com a adocdo das medidas de
prevencao, a infeccdo ocasionada pelos virus influenza leva anualmente milhdes de
pessoas com complicagdes graves aos hospitais. A deteccéo precoce e quantitativa
do virus influenza em amostras de pacientes com suspeita clinica de SRAG por meio
de técnicas moleculares, como a qPCR, pode oferecer um diagndstico diferencial
rapido. Além disso pode orientar o manejo clinico para diminuir a transmissao
nosocomial do virus e implementar condutas terapéuticas para reduzir a gravidade
das infecgcoes, o tempo e os custos com o internamento e medicamentos. A
identificacdo e monitoramento das mutagdes virais que ocorrem, podem auxiliar na
adocao de medidas rapidas de combate e controle de novas variantes, com potencial
pandémico que possam surgir. Em relagdo ao hospedeiro, a variagcdo genética
individual, influencia diretamente na resposta imune e informacdes sobre maior

suscetibilidade as doencas podem evitar desfechos desfavoraveis.

3.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os fatores associados a gravidade de doenca em pacientes infectados

por influenza A.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

quantificar a carga viral do virus influenza A em amostras clinicas respiratorias;

e Realizar a caracterizagao clinico-epidemiolégica dos pacientes infectados pelo

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

Descrever o perfil de infecgdo de acordo com os subtipos de influenza A:
(H1N1)pdmO09 e H3NZ;

Identificar as mutagdes no gene da Hemaglutinina (HA) em pacientes com o
subtipo influenza A (H1N1)pdmQ9;

Identificar os polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) rs12979860 e

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

Correlacionar as variaveis clinico-epidemiolégicas, virais e imunoldgicas com a

gravidade da doenca.

Propor um escore de prognéstico de gravidade da doencga para a identificagao

de provaveis casos com necessidade de admissdo em UTI
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo é parte do projeto “Sindrome respiratoria aguda grave:
epidemiologia molecular das infec¢des respiratorias virais e vigilancia da emergéncia
de variantes resistentes aos antivirais” que possui aprovacdo no Comité de Etica,
CAAE: 18714013.4.0000.0096 - 20/08/2013 — no Complexo Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR).

41 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental e transversal, com coleta de dados
retrospectivo, no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2018. A figura 8 sintetiza
os diversos protocolos e etapas do presente estudo, cuja metodologia e resultado
serdo apresentados em duas secdes. A primeira se¢dao, onde é apresentada a
padronizagao do ensaio de quantificacdo absoluta de carga viral e a segunda secéo,

onde é feita a avaliagao das caracteristicas clinico-epidemiolégicas.



FIGURA 8 - DESENHO DO ESTUDO
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4.2 PRIMEIRA SECAO: PADRONIZACAO DA QUANTIFICACAO ABSOLUTA DA
CARGA VIRAL

A padronizagdo seguiu diretrizes preconizadas por um protocolo que contém
um conjunto de informagdes minimas para publicagdes de experimentos quantitativos
de PCR em tempo real (QPCR) (BUSTIN et al.,2009).

4.2.1 Obtencao de controle positivo

O material genético do virus de uma amostra de FIuA positiva fornecida pelo
Laboratério Central do Estado do Parana (LACEN/PR) foi extraido e submetido a RT-
gPCR com os iniciadores e sondas denominados InfA, do gene da proteina da matriz
(regido M), baseados em regides gendmicas altamente conservadas dos varios
subtipos do virus FIuA (posicéo nucleotidica 146 a 251 no NC 026431.1). Para controle
interno da reacao, 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-gPCR foram realizadas utilizando a SuperScript™ [l
Platinum™ One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen) em um volume total de 15 pL. A
concentracao final dos iniciadores e sonda foi de 670 nM e 170 nM, respectivamente.
As condicdes da reacao de termociclagem foram: transcrigao reversa a 50°C por 30
minutos; desnaturagao do DNA e ativagdo da Taq DNA polimerase a 95°C por dois
minutos, seguidos de 45 ciclos de amplificagdo por PCR, incluindo uma etapa a 95°C
por 15 s e uma etapa a 55°C por 30 s (alongamento da hibridagéo) (WHO, 2009 com
modificagdes). As reagdes foram realizadas com o corante de referéncia passivo ROX
(carboxi-X-rodamina) como aditivo inerte para normalizar o sinal reporter fluorescente
ao longo da RT-gPCR. O equipamento utilizado para os ensaios foi o ViiA™ 7 Real-
Time PCR System (AppliedBiosystems, Foster, CA, USA).



QUADRO 4 - INICIADORES E SONDAS UTILIZADAS PARA DETECCAO DO VIiRUS FLUA

48

Numero de
Iniciadores e Sonda Sequéncia 5'- 3' bases
InfA - senso GAC CRATCC TGT CAC CTC TGAC 22
InfA - anti-senso AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA 24
*InfA - sonda TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG 24
RP - senso AGATTT 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 TagMan® sao marcadas na extremidade 5' com a molécula repérter 6-

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

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

4.2.2 Produgédo de controle positivo em larga escala

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

ser utilizado na padronizag¢ao da técnica de quantificacao, foi realizada a clonagem do

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

correspondente a regidao M (matrix) do virus FIuA, em sistema procarionte utilizando o

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

encontra linearizado. A representacdo esquematica do vetor pGEM®- T Easy

encontra-se ilustrado na figura 9.
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FIGURA 9 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PLASMIDEO PGEM ®- T EASY
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FONTE: PROMEGA, 2010.
Legenda: F1 ori: origem; lacZ: gene para metabolismo de lactose (3-galactosidase); Amp": gene de
resisténcia a ampicilina.

O produto alvo foi purificado utilizando o kit PureLink® Quick Gel Extraction
(Invitrogen Inc). A purificacéo é baseada na afinidade DNA/silica e o produto purificado
foi ligado ao sitio multiplo de clonagem do plasmideo, seguindo o protocolo descrito
pelo fabricante. A ligacdo obtida foi transformada em células de E. coli (Top10F’)
calcio-competentes através de choque térmico. Apds serem semeadas em placa com
X-gal, as colbénias brancas (que poderiam conter o inserto) foram transferidas para um
microtubo, lisadas por aquecimento e a analise dos clones recombinantes foi realizada
pelo gel de eletroforese e por PCR de colénia. Com a confirmacao de que a bactéria
continha o plasmideo, foi realizada a expansao das colénias positivas em 3 mL de
meio LB e 100 uyg/mL de ampicilina a 37°C por 16 horas. A purificagdo de DNA
plasmidial foi realizada com o kit Plasmid DNA Purification, NucleoSpin® Plasmid
(MACHEREY-NAGEL) seguindo as orientagoes do fabricante.

Para a confirmacao da identidade do clone, foi realizado o sequenciamento
nucleotidico (SANGER et al.,1977). As reacdes 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 instrugbes do fabricante. As

sequéncias 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 versdo 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). As mutacdes de
aminoacidos foram mostradas por WebLogo3

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

4.2.3 Construcado da Curva Padrao

Para a construgcao da curva padrao, o controle positivo foi quantificado no
espectrofotdbmetro, marca DeNovix DS-11. Apds a determinagao da concentracao de
DNA, o numero de cépias de moléculas de DNA padrao foi calculado por meio da
férmula descrita no quadro 5. Para o calculo foi utilizado o tamanho do plasmideo
completo, 3015 pares de base (pb) mais o tamanho do inserto, que foi de 105 pb (total
de 3120 pb).

QUADRO 5 - FORMULA DO CALCULO EQUIVALENTES GENOMICOS

X ng = 6,022 x 10* moléculas/mol
Nuimero de cdpias = g*6.0 9

N x % g/mol x 1x10° ng/g
Onde:
X ng: quantidade de DNA em nanogramas (ng)
6,022 x 10** moléculas/mol: niimero de Avogadro
N: tamanho do amplicon em pares de base
* 650 g/mol: peso molecular de 1 par de base de DNA dupla fita em Daltons
* ou 340 g/mol do RNA

1x10%: fator de convers3o para nanogramas

FONTE: Adaptado de Lee et al., 2006.

A solucao estoque foi preparada em uma concentragao final de 1 x10'° copias/
ML. Os pontos utilizados na construgcao da curva padrao foram preparados a partir da
da diluicdo em série de 10 vezes da solugéo de trabalho (10 pL do plasmideo + 90 L

de agua ultrapura), em triplicata (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - DILUIGAO SERIADA DO PLASMIDEO
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FONTE: A autora (2016).

4.2.4 Validacado Analitica

Para a validagcdo analitica do método diagnéstico baseado em RT-gqPCR,
foram utilizados os conceitos previamente preconizados pelo MIQE
(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment), que
€ um guia contendo informagdes para desenvolvimento de experimentos quantitativos
de qPCR (BUSTIN et al., 2009).

4.2.4.1 Efeito da matriz e presencga de inibidores

Para verificar se o uso do DNA plasmidial como padrao poderia ser uma fonte
de interferéncia nos resultados de quantificacdo absoluta, os efeitos da matriz foram
avaliados pelos resultados do coeficiente angular (slope) dos trés tipos de matrizes
biolégicas (DNA plasmidial, RNA transcrito do plasmideo e amostra representativa
(aspirado nasofaringeo- ANF) (FDA, 1996; CLSI/NCCLS, 2003; CLSI/NCCLS, 2004;
CHESHER, 2008).

Para construir a curva padrao do RNA transcrito, o plasmideo foi submetido a
transcrigdo reversa com o Kit MEGAscript® (kit de transcri¢do in vitro) de acordo com
as instrugdes do fabricante. O niumero de cépias da amostra representativa (ANF) e
do RNA transcrito, foram calculados pela formula descrita no quadro 5 do item 4.2.3.

Em seguida, diluicdes em série de 10 vezes da solugdo de trabalho foram realizadas
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para obter concentragdes de 102 a 10% cdpias / uL. Para a curva padriao de DNA de

plasmideo foram realizadas as diluicdes conforme descrita no quadro 5 do item 4.2.3.

4.2.4.2 Precisdo do Método

A avaliagdo da variagao intra ensaio (repetitibilidade) foi realizada testando 20
réplicas técnicas da amostra padrao a uma concentragao de 5 e 25 copias / reacao e
apo6s foram submetidos a RT-gPCR simultaneamente. O ensaio foi repetido duas
vezes, pelo mesmo analista em dias diferentes. A avaliacdo da variacao inter ensaio
(reprodutibilidade) foi realizada por 20 réplicas técnicas da amostra padrdao em uma

concentracao de 50 coépias / reagao por dois operadores, em diferentes dias.

4.2.4.3 Faixa Dindmica Linear e Limite de Quantificagdo (LQ)

Os limites da faixa dindmica linear foram determinados por meio de uma curva
de calibragdo que incluia pelo menos 10 concentragdes de logiwo (10" a 1070),
estabelecendo os limites minimo e maximo da quantificagdo (LQ), ou seja, a
concentragao mais baixa que um analito pode ser quantificado com preciséo aceitavel
(repetitividade e exatiddo). Foram realizadas trés repeticbes para cada ponto de

diluicdo. O LQ foi calculado pela formula abaixo:

100

5

Onde: - “0” é o desvio padrao das respostas e,

- “S” é ainclinacédo de nove curvas padréao.

4.2.4.4 Limite de Detec¢éo (LD)

O limite de detecgao (LD) é determinado pela menor quantidade de cépias do
alvo que pode ser detectado pelo sistema de ensaio com intervalo de confianga de
95%. Para este teste foram realizadas 20 diluigdes com concentragao de cinco copias
do plasmideo e apés foram submetidas a RT-gPCR. O LD foi calculado pela féormula

abaixo:
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33o

Onde: - “0” é o desvio padrao das respostas e,

- “S” é a inclinagcao de nove curvas padrao.

4.2.5 Validagao Clinica do Ensaio

Para a validagao clinica do ensaio foi realizada a quantificacdo seriada da
carga viral de pacientes hospitalizados por SRAG no CHC-UFPR. Foram incluidos
pacientes com o diagnostico laboratorial positivo para FIuA e internados no periodo
entre 2015 e 2018.

4.2.5.1 Quantificagdo seriada de amostras clinicas

Foram realizadas duas quantificagbes seriadas para verificar se a variagao da
CV durante a infecgdo seguia a historia natural da doenca. Para esta avaliagao, foram
delineados 3 grupos:

- Grupo | (n= 5) - Pacientes imunocompetentes com 22 coleta até 72 horas
apos a primeira coleta;

- Grupo Il ( n=7) - Pacientes imunocompetentes com 22 coleta mais de 72
horas apos a primeira coleta;

- Grupo Il (n= 7) - Pacientes imunossuprimidos com 22 coleta mais de 72
horas apo6s a primeira coleta.

Foram considerados pacientes imunossuprimidos aqueles com infec¢ao pelo
HIV, neoplasias hematolégicas e/ou que fazem uso de corticosteroides sistémicos
e/ou imunossupressores. As amostras foram selecionadas por conveniéncia com base
na presenca de infecgéo por FIuA, confirmada laboratorialmente e com hospitalizagéao
até a segunda coleta de amostra.

A CV foi determinada comparando o ciclo de quantificacdo (Cq) da
amplificagdo do gene M da amostra alvo com uma curva padréo obtida plotando seis
padrées variando de 10" a 108 copias/reagao em triplicatas. Um Cq de 0,1 foi definido

para todas as reacdes. Os resultados brutos sdo apresentados em copias/reagao
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(quantidade) e foram convertidos em cépias/mL pela formula apresentada no quadro
6.Todos os resultados da quantificagdo de CV foram apresentados em Log10

copias/mL.

QUADRO 6 — FATOR DE CONVERSAO
Quantidade * [volume de eluicao da amostra (uL) / volume da amostra na

extragao (mL)].

4.2.6 Analise Estatistica da Primeira secao

Os dados clinicos e epidemiolégicos foram revisados nos formularios de
notificagdo. A analise estatistica foi realizada usando R versdo 3.6.1. Variaveis
continuas néo normalmente distribuidas foram analisadas usando o teste de Mann-
Whitney, ANOVA de dois fatores, teste Kruskal Wallis Rank Sum, comparagdes
multiplas post hoc de Tukey e regressao linear. A analise de regresséo linear
multivariada foi realizada para avaliar as covariaveis relacionadas as alteragbes de
CV. Todos os testes estatisticos foram bilaterais com significancia estabelecida em
p<0,05. Para estabelecer o LQ e LD foram levadas em consideragéo a linearidade,
faixa dindmica e reprodutibilidade do ensaio adotando um intervalo de confianca de
95% (VALDERRAMA et al, 2009). Os parédmetros das curvas padrao foram
considerados adequados quando os valores de eficiéncia de PCR ficaram entre 90-
110%, o coeficiente de correlagdo (R2 0,99-1) e coeficiente de variacdo (CV) <5%
(ANVISA, 2019).
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4.3 SEGUNDA SEGAO: AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS CLINICO-
EPIDEMIOLOGICAS

Os dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes foram coletados nos
prontuarios médicos e no banco de dados da Vigilancia Epidemiolégica do CHC-
UFPR, em formularios padronizados e inseridos nos sistemas online: Sistema de
Informacao da Vigilancia Epidemiolégica da Gripe (SIVEP- Gripe) e no Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo — 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

servigos de atencao primaria e secundaria.

4.3.1 Avaliagdo da Carga Viral em Amostras Clinicas

4.3.1.1 Casuistica

O estudo foi realizado com amostras de conveniéncia, compostas por swabs
nasofaringeos ou ANF, coletados de pacientes ambulatoriais e internados, no periodo
de janeiro de 2010 a dezembro de 2018. Foram 4.406 amostras investigadas para
deteccao de virus respiratérios no Laboratério de Virologia do CHC-UFPR, das quais
153 (3,3%) foram positivas para FIuA e destas 142 (92,8%) foram incluidas neste
estudo. As amostras com volume insuficiente ou que n&o foram armazenadas
corretamente foram excluidas. Os testes das amostras positivas foram realizados no
Laboratério de Biologia Molecular de Micro-organismos do CHC-UFPR/IBMP.

Desfechos: primario: admissdo na unidade de terapia intensiva (UTI);e
secundario: tempo de internacao, suporte de ventilagdo mecanica e Obito. Preditores:
subtipo de virus, mutagcées de hemaglutinina, carga viral, género, grupo étnico, SNPs
de IL-28B e fatores de risco. Fatores de risco: doencgas de base, gravidez, idade (< de
dois e > 60 anos) e imunodepresséo (pacientes com infecgao pelo HIV, neoplasias
hematolégicas e uso de corticoide sistémico e/ou imunossupressor). Potenciais
fatores de confusdo: transplante de células-tronco hematopoéticas. Efeitos
modificadores: imunossupressao, coinfecgdes, tratamento antiviral e amostragem >

48h da admissao.
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4.3.1.2 Extracdo do Genoma

As amostras foram processadas em tubos tipo Falcon, agitadas em vortex
durante 10 segundos e centrifugadas a 2000 x g durante 15 min. Aliquotas de 1mL do
sobrenadante em frascos identificados foram armazenadas a -80°C até a extracdo do
material genético. Para a extracdo foram utilizados dois kits comerciais durante o
periodo do estudo:

1) Mini kit de RNA viral QIAmp (Qiagen, Hilden, Alemanha) - O método deste kit
baseia-se na propriedade de ligagdo das moléculas de RNA a uma membrana de silica
gel (colunas de rotagdo QIAamp) durante os passos de lavagem. O RNA viral foi
extraido de 140uL da amostra clinica. Primeiro a amostra é lisada em condi¢cdes
desnaturantes (tampao AVL) para inativar RNases e garantir a liberacdao do RNA da
amostra. As condigdes de tamponamento sdo entdo ajustadas para permitir a ligagao
otima de RNA a membrana QIAamp. Os contaminantes sdo eliminados em duas
etapas de lavagem sucessivas usando os tampdes AW1 e AW2. O RNA é entao eluido

com 80uL do tampé&o AVE.

2) High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche®) - O RNA viral foi extraido de 200 uL da
amostra clinica. Apos a lise viral durante a incubacdo com tampao na presencga de
proteinase K, a amostra foi misturada com um sal caotrépico e aplicada em tubo
coletor acoplado a coluna contendo filtro de fibra de vidro (High Pure Spin). Sob as
condi¢cbes dos tampdes usados neste procedimento, os acidos nucléicos virais se
ligam a fibra de vidro, enquanto os contaminantes (sais, proteinas, nucleotideos, 6leo
mineral e outros contaminantes) ndo se ligam. Etapas sucessivas de lavagem e
centrifugagdo removem esses contaminantes. Uma vez purificado, o RNA viral é

eluido em 80 pL de agua ultrapura.

4.3.1.3 Identificacdo e subtipagem viral

A fim de validar os iniciadores e as sondas para diagndstico e subtipagem de
FIuA, 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 a RT-gPCR sob as mesmas condi¢cbes de
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ciclagem descritas no item 4.2.1 (WHO, 2017). Todas as sondas foram marcadas com
o fluoréforo 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 reacdes de RT-gPCR foram realizadas conforme descrito no item 4.2.1, da primeira
secao. Para a subtipagem do virus FIuA, foi utilizado um conjunto de iniciadores e
sondas, referente a regido do gene da NP (nucleoproteina) de FIuA de origem suina,
denominado pdm InfA e outro referente a regido do gene da HA (hemaglutinina),
especifico para o (H1IN1)pdm09, denominado pdm H1. Sao considerados positivos
para FIUA(H1N1)pdmQ09 aqueles que obtém amplificacdo nas 4 regides (regido
universal + proteina de superficie NP + proteina de superficie HA + RP). Quando ha
amplificagdo da regido universal e de apenas uma proteina, o ensaio deve ser
repetido, obtendo o mesmo resultado, a subtipagem ndo pode ser definida. Os
conjuntos de iniciadores para o H3N2 foram desenvolvidos para detec¢ao do gene da

Hemaglutinina.

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

N° de
Subtipo Nome Sequéncia 5'- 3' bases
pdm InfA-senso | TTG CAG TAG CAA GTG GGC ATG A 22
pdm InfA-
anti-senso TCTTGT GAG CTG GGT TTT CATTTG 24
TGA ATG GGT C'T"ATCC CGA CCA GTG
* pdm Infa-sonda | AGT AC 29
(H1N1)pdm09 GTG CTA TAA ACA CCA GCC TCC CAT T
pdm H1- senso 25
pdm H1-
anti-senso AGA CGG GAY ATT CCT CAATCC TG 23
ATA CAT CCG A'T’C ACM ATT GGA AAATGT
*pdm H1- sonda CcC 29
H3-senso ACCCTCAGTGTGATGGCTTTCAAA 24
H3N2 H3-anti-senso TAAGGGAGGCATAATCCGGCACAT 24
*H3-sonda ACGAAGCAAAGCCTACAGCAACTGTT 26

FONTE: WHO (2009 e 2017), com modificagbes.

LEGENDA: * “T” indica a posi¢éo do supressor. As sondas precisam ser marcadas na extremidade 5'
com a molécula reporter 6-carboxifluoresceina (FAM) e internamente em um residuo "T"
modificado, com um fosfato terminal na extremidade 3' (BHQ1) para evitar a extensao
da sonda pelo DNA polimerase.
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4.3.1.4 Quantificagéo da carga viral

A quantificagdo absoluta da carga viral foi realizada por RT-qPCR conforme
padronizado na primeira segédo, conforme descrito por Pereira et al. (2021). A CV em
copias/reacao (quantidade) foi convertido em cépias/mL usando a férmula:
[Quantidade/reacdo do volume RT-qPCR] * [volume de eluicdo da amostra (uL)/
volume da amostra na extragao (mL)] . Os dados foram apresentados como Log10
copias/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 Identificacdo das mutagdes no gene da HA do virus FIuA (H1N1)pdmO09

4.3.2.1 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA das amostras do subtipo (H1N1)pdmOQ9 foi realizada
seguindo as especificagdes do kit SuperScript RT Il/lll Invitrogen®, que inclui uma
transcriptase reversa e um conjunto de reagentes projetados para uma sintese de
DNA a partir de um mRNA poli (A). Para isso foi adicionado em um microtubo os
seguintes reagentes: 9 yL de RNA (até 5 yg na dosagem), 2 yL de random primer
(100 ng/ uL) e 1 uL de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs) (10 mM cada) e
incubado a 65°C por 5 minutos. Apds foi colocado no gelo por 2 minutos. Em seguida
foi acrescentado 4 pL de tampéo (5x), 2 yL 0,1 M de DTT e 1 pL RNase out (40 U/
ML) e incubado por 25°C por 2 minutos. Apos foi adicionado 1 yL da Superscript (200
U/ uL) e incubado por 25°C por 10 minutos, a seguir por 42°C por 50 minutos e para
inativagdo da enzima a 70°C por 15 minutos. O cDNA recém-sintetizado foi

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

4.3.2.2 PCR convencional

Para analise das mutacbes nas amostras pertencentes ao subtipo
(H1N1)pdmO09, foram utilizados os iniciadores para amplificar parcialmente o gene da
HA, gerando um fragmento de 380pb (abrangendo posi¢cées 190 e 222), cujas

sequéncias foram previamente descritas por CHEN e colaboradores (2010) e estéo
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representadas no quadro 8 (CHEN et al., 2010). As reacdes de PCR foram realizadas
em um volume final de 25uL, contendo 5uL de cDNA, 2,5uL de tampéao para PCR
(10x), 0,5uL de dNTPs (2,5mM, dATP, dTTP, dCTP, dGTP, Applied Biosystems),
0,75uL de Cloreto de Magnésio 50mM (Invitrogen), 1uL de cada iniciador senso e anti-
senso (5uM cada) e 0,125uL da enzima Platinum® Taq DNA polimerase (1,25U)
(Invitrogen™, Life Technologies, EUA). A amplificacao foi realizada em termociclador
Veriti® (Applied Biosystems) na seguinte ciclagem: um ciclo de desnaturagao inicial a
94°C por 2 min, 30 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30s e 72°C por 2min. Apds cada
reacao de PCR, 5uL dos produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, contendo 0,5 mg/mL de brometo de etideo. O corante utilizado na
amostra foi azul de bromofenol e o padrdao de massa molecular foi de 1Kb (1Kb Plus
DNA Ladder — Invitrogen). O tampao 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 documentagao (Vilber Lourmart) para posterior

analise.

QUADRO 8 - PAINEL DE INICIADORES USADOS PARA AMPLIFICAR 380 PB DO GENE DA
HEMAGLUTININA

Nome Sequéncia 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 reacao de sequenciamento de nucleotideos foi realizada utilizando os
mesmos iniciadores descritos no item 4.3.2.2 desta secéo e preparadas com o kit Big
Dye Terminator, V.3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)

de acordo com as instru¢des do fabricante.



60

4.3.2.4 Analise filogenética do subtipo de FIuA (H1N1)pdm09

As sequéncias consenso foram obtidas na ferramenta DNASTAR Lasergene
SeqgMan Program version 7.0 (DNASTAR, Inc., Madison, WI), alinhadas pelo Clustal
M (SIEVERS et al.,2011). A arvore filogéntica foi construida pelo método de Maxima
Verossimilhanga e realizada através do /Q-TREE 1.6.12 (NGUYEN et al., 2015), no
servidor online (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) (TRIFINOPOULOS et al., 2016, com
bootstrap ultrarrapido (UFBoot) (HOANG et al., 2018) e 1.000 repeticoes e teste SH-
aLRT (-aLRT 1000) (GUINDON et al., 2010) usando uma descoberta de modelo
automatica - ModelFinder (KALYAANAMOORTHY et al., 2017). A escolha do modelo
evolutivo é realizada automaticamente pelo proprio /Q-Tree por meio da plataforma
ModelFinder. (HKY + G4 + F -BB 1000 -ALRT 1000) (RAMBAUT et al., 2010). Para
ilustracdo da arvore filogenética foi usado o programa FigTree V1.4.4 e para a
ilustracdo das mutagcbes de aminoacidos foi utilizada a ferramenta WebLogo 3

(http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi) e highlighter (KEELE, 2008).

4.3.3 Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) da IL-28B

Para avaliar os fatores genéticos do hospedeiro associados a resposta imune
a infeccao FIuA, foram avaliados em relacao a internagdo em UTI, os SNP da IL-28B
rs12979860 (composto pelos gendtipos C/C, C/T e T/T) e o rs8099917 (G/G, G/T e
T/T) (HAYES, 2012; JIMENEZ-SOUSA et al., 2013; BANOS, 2015). As frequéncias de
alelo e gendtipo foram calculadas usando o equilibrio de HARDY-WEINBERG.

Foi utilizado o protocolo padrdao de gPCR para as reacdes utilizando um
conjunto de ensaios TagMan® SNP Genotyping (AppliedBiosystems, Carlsbad, CA,
EUA), para os SNP rs12979860 e rs8099917, seguindo as especificacbes do
fabricante. Os ensaios TagMan® Genotyping para os respectivos SNPs em estudo,
incluem dois iniciadores (senso e anti-senso) para a amplificacdo das regides de
interesse e duas sondas para deteccdo de polimorfismos especificos no DNA
gendmico. As sondas MGB (minor groove binder) possuem um corante reporter
fluorescente na extremidade 5' (VIC™ para detec¢cdo do alelo 1 ou FAM™ para
deteccdo do alelo 2), e um Quencher nao fluorescente (NFQ) na terminagédo 3' da
sonda (QUADRO 9).
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QUADRO 9 - SEQUENCIAS E DISCRIMINACAO ALELICA DOS SNP DA IL-28B

SNP Contexto da Sequéncia | SNP alelo | VIC™ - FAM™ -
Amplificada alelo alelo
TGAACCAGGGAGCTCCCCGAAG

rs12979860 | GCG[C/TIGAACCAGGGTTGAATT CIT C T
GCACTCCGC
TTTTGTTTTCCTTTCTGTGAGCAA

rs8099917 TI[G/T]ITCACCCAAATTGGAACCAT GIT G T
GCTGTA

FONTE: www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping

As amostras foram analisadas

individualmente de acordo com as

caracteristicas de amplificacdo apresentadas em duas ferramentas: ViiA 7 Software

Version 1.2.4 (Apllied Biosystems) e TaqgMan Genotyper Software, Version 1.4.0

(Applied Biosystems), utilizando a analise por autocalling (algoritmos internos da
plataforma), conforme indicagéo do fabricante (QUADRO 10; FIGURA 11).

QUADRO 10 - CRITERIOS PARA DETERMINACAO DOS GENOTIPOS

Amostra

SNP(alelo) Localizagéo no grafico

Alelo 1 (homozigoto), marcado com o

Ponto no canto inferior direito
VIiC™ CCeGG
Alelo 2 (homozigoto), marcado com )

Ponto no canto superior esquerdo
FAM™ TT
Alelos 1 e 2 (heterozigoto) CTeTG Aproximadamente entre os clusters

de alelos 1 e 2

Controle Negativo

Sem amplificacdo (canto inferior

esquerdo)

FONTE: Adaptado de TagMan® SNP Genotyping Assays - USER GUIDE
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FIGURA 11 — GRAFICO TiPICO DE DISCRIMINAGAO ALELICA
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FONTE: TAQMAN® SNP GENOTYPING ASSAYS - USER GUIDE.

4.3.4 Analise Estatistica da segunda sec¢éo

As analises estatisticas foram realizadas usando o R verséo 3.6.7. A analise
univariada foi realizada usando os testes exato de Fisher e qui-quadrado para
variaveis categoricas e os testes de soma de postos de Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis com multiplas comparagdes post hoc de Tukey para variaveis continuas,
conforme apropriado. O coeficiente de correlacao de Spearman foi utilizado para
avaliar a correlagao entre CV e tempo de internacdo, CV e tempo de coleta desde a
admissao hospitalar. Um modelo de regressao linear stepwise foi usado para
determinar se a CV estava associada as caracteristicas do paciente. A analise de
regressao logistica multivariada foi realizada para avaliar as covariaveis relacionadas
a infecgao por (H1IN1)pdm09 e admissao na UTI. Odds ratio (OR) ajustado (aOR) foi
calculado usando o modelo multivariado com selegdo gradual de variaveis, com um
ponto de corte de p <0,2. Pearson e analises de desvio residual foram realizadas para

testar o modelo de ajuste. A analise da curva ROC (Receiver operating characteristic)
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foi realizada para avaliar o desempenho da CV dos pacientes e o escore de
prognostico de gravidade da doencga na identificacao de provaveis casos de admissao
na UTI. O escore foi obtido a partir de valores de aOR de cada preditor de gravidade
da doenga divididos por um fator de correcdo (0o menor valor de aOR entre os
preditores). Todos os testes estatisticos foram bilaterais, com significancia
estabelecida em p <0,05. Foi utilizado um intervalo de confianga (IC) de 95% para

ajustar as estimativas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta tese foi escrita no modelo recomendado pelo Programa de Pos-
Graduagao em Medicina Interna e Ciéncias da Saude, sendo que os resultados e

discussao serao apresentados na forma de dois artigos.

51 ARTIGO 1 - Publicado no Journal of Virological Methods.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Influenza is an acute viral infections respiratory disease worldwide, presenting in different clinical forms, from
Viral load influenza-like illness (ILI) to severe acuie resplratory infection (SARI). Although real-ime quantitative poly-
Absclute quantification merase chain reaction (qPCR) is already an important tool for both diagnosis and treatment monitoring of several
f;"n’::: " viral infections, the correlation between the clinical aspects and the viral load of influenza is still unclear. This

MIGE lack of clarity is primarily due wo the low accuracy and reproducibility of the methodolegies developed to
quantify the influenza virus. Thus, this siudy aimed to develop and standardize a universal absolute quaniifi-
cation for influenza A by reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR), using a plasmid DNA The assay
showed efficlency (Eff%) 98.6, determination coefficient (iy' 0.998, linear range 107" to 107", Himir of detection
(LOD) 6.77, limit of quantficadon (LOGY) 20.52 copies/reaction. No inter and inira assay variability was shown,
and neither was the matrix effect observed. Serlal measurements of clinical samples collected at a 72h interval
showed no change in viral load. By contrast, immunocompetent patients have a significantly lower viral load
than immunosuppressed ones. Ahsolute quantification in clinical samples showed some predictors assoclated
with increased wviral load: (H1N1)pdmO% (0.045); women (p = 0L049) and asthmaties (p = 0.035). The high
efficlency, precision, and previous performance in clinleal samples suggest the assay can be used as an accurate
universal viral load quantification of influenza A lts applicability in predicting severlty and response to antivirals
needs to be evaluated.

1. Introduction complications are pneumonia and severe acute respiratory infection
(SARI) (Lalueza et al., 2019).

In recent years, molecular biology has advanced significantly in
diagnosing viral respiratory diseases through reverse transcription-
quantitative PCR (RT-qPCR), a highly sensitive, specific, fast, and low-

Influenza is an acute infectious respiratory disease with high trans-
missibility and global distribution. It is associated with seasonal epi-
demics that reach all social and age groups, representing a significant

concern for global health authorities and a substantial economic burden.
The (HIN1 Jpdm09 and H3NZ influenza A (FluA) subtypes are the most
relevant to public health (WHO, 2018).

Clinical manifestations of influenza vary in intensity, from mild to
severe disease, and serious complications have been reparted, especially
in immunocompromised, the elderly, children = Syears, pregnant
women, and people with chronic conditions. The most common

cost methodology that allows quantitative evaluation of results {Bustin
et al., 2005). Viral quantification has been applied to monitoring ther-
apy and prognosis of several diseases, such as cytomegalovirus, HIV,
hepatitis B infection. Its applicability has been mainly in treating
transplant patients (Kessler et al., 1998; Watzinger et al., 2 4; Razon-
able and Hayden, 2013; WHO, 2013; Warkad et al., 2018}

Findings of viral load (VL) of FluA and the disease’s severity
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correlation are controversial, and more studies on the viral dynamics
and the role of the VL are needed (Noh et al., 2014; Clark et al., 2016).
Furthermore, there is no consensus on how to quantify and interpret the
VL of respiratory viruses, Currently, systematic standardization studies
have been scarcely reported, and for the results of a VL quantification to
be robust, it is necessary to define the limitations and include appro-
priate standards (Whelan et al., 2003; Bustin and Nolan, 2004; Wong
and Medrano, 2005; Hou et al., 2010; Bustin et al., 2013; Svec et al.,
2015; Bustin, 2017). Thus, this study aimed to standardize an absolute
quantification of the VL of influenza A by RT-qPCR and evaluate VL
predictors in a series of patients.

2. Materials and methods

21. Study design

The study followed the guidelines proposed in The Minimum Infor-
mation for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments —
MIQE (Bustin et al.. 2009) and was approved by the Ethics Committee of
the Complexo Hospital de Clinicas/Universidade Fedral do Parana
(CHC-UFPR) (#158714013.4.0000.0096).

2.2, Srandard construction

The production of positive universal control for the VL quantification
tests was carried out using FluA sample provided by the Parand Public
Health Laboratory (LACEN-PR).

2.2.1. RNA extraction

Viral RNA was isolated from 200 pL of the clinical sample using the
QLAmp Viral RNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany), following the
manufacturer’s instructions. The RNA was quantified in the DeNovix DS-
11 spectrophotometer equipment and stored at -80 “C during the study
period. The level of purity was evaluated, and A260,/280 absorbance
ratio between 1.9 and 2.1 was considered adequate.

222 Standard construction
At first, the M matrix gene and RnaseP (a constitutive gene used as an
internal control of assay) were amplified by RT-gPCR in the Viia ™ 7

Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), following
the World Health Organization (WHO) protocol (2009) (WHO, 20049).
The RT-gPCR was carried out with Invitrogen SuperScript I Platinum
One-Step quantitative RT-PCR kits (Life Technologies) according to
mamufacturer’s instructions and an annealing temperature of 55 © C. The
total volume of the reaction was 15 u L, using 5 u L of RNA, 760 nM, and
170 nM of the primer and probe, respectively.

According to the manufacturer’s instructions, the amplicon of the
gene M was inserted into pGEM®-T Easy Vector Systems kit, a linearized
plasmid (Promega, Madison, WI, USA).

To verify the similarity between the cloned segment and the M gene
of FluA strains from other hosts and seasons, the nucleotide sequencing
of the insert was performed using the universal primers T7 and SP6 with
BigDye Terminator, V.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) in a 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
The consensus sequences were obtained using the DNASTAR Lasergene
SeqMan program v.7.0 (DNASTAR, Inc., Madison, WI), aligned with
Clustal W on the Mega v.7.0 platform. Amino acid mutations were
shown by WebLogo3 (http://weblogo. threeplusone. com/ereate. cgi).

Subsequently, the purified plasmid DNA was guantified and the
number of DNA copies was calculated using the genome equivalents
formula: [DNA amount (g) * 6.022 x 10+ (copy/mol)]# [length vec-
tor + insert (dp) * 650 (g/mol/dp)] (Lee et al, 2006). A stock solution of
1071 copies,/ul. was prepared, and working solutions were obtained by
10-fold serial dilutions.
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2.3. Assay analytical validation

The validation included analytical measurement range, determina-
tion of detection (LOD) and quantitation (LOQ) limits, precision, and
matrix effects. The LOD was calculated by the formula: 22 and LOGQ by
e fuu.uul.u_mT" where “o™ is the stamdand deviation of responses and “57
is the slope from nine standard curves.

The intra-assay variation evaluation was performed by testing 20
technical replicates of the standard sample at a concentration of 5 and
25 copies/reaction by the same operator in different days, and inter-run
was performed by 20 technical replicates of the standard sample at a
concentration of 50 copies/reaction by two operators on separate days.
To evaluate the matrix effects, the slopes of the standard curves of
plasmid DNA, the representative sample - nasopharyngeal aspirate
(NPA), and the plasmid RNA transcript were evaluated (FDA, 1996;
CLSI/NCCLS, 2003, 2004; Chesher, 2008). The RNA transcription was
using the MEGAscriptd Kit (Thermo Scientific, Mississauga, ON). To
construct the standard curves of the representative sample and tran-
scribed RNA, the number of copies of respective samples were calculated
by genome equivalents formula (using 105dp amplicon length as
reference), and then, 10-fold serial dilutions were performed to obtain
10°% to 107 copies/uL working solutions, as performed to the plasmid
DNA standard curve in Section 2.2.2, The following standard curve
parameters were considered suitable: PCR efficiency between 90-110 %,
Rz 0.99-1, and coefficient of variation (CV) <5% [(ANVISA, 2019)

2.4, Absolute quantification

The VL was determined by comparing the quantification cycle (Cg)
of the M gene amplification of the target sample with a standard curve
obtained by plotting six standards ranging from 10" to 10% copies/re-
action in triplicates. A& threshold of 0.1 was defined for all reactions. The
raw results are presented in copies/reaction (quantity) and were con-
verted into copies,/mL by the formula: [quantity/Rt-qPCR reaction vol-
ume] * [sample elution volume (pL)/sample input to extraction (mL})].
All results of VL quantification were presented in Logl0 copies/mL.

2.5, Viral load of clinical samples

The proposed assay was applied to a cohort of patients infected with
FluA treated at CHC-UFPR. The convenience sampling method was ussd,
respecting the inclusion criteria in the study groups. Samples were
collected by trained professionals in an appropriate medium according
to the WHO (2009) recommendations, being sent refrigerated to the
virology laboratory after collection.

2.5.1. Serial quantification

Due to the impossibility of comparing the results obtained in the
absolute quantification with the viral plaque titration, two serial quan-
tifications were carried out to verify whether the variation of VL during
the infection was following the natural history of the disease. For this
evaluation, 3 groups were designed: (i) Immunocompetent patients with
2nd collection up to 72 h after the first collection; (i) Immunocompe-
tent patients with 2nd collection more than 72 h after the first collec-
tion; (iii) Immunosuppressed patients with 2nd collection more than
72 h after the first collection. Immunosuppressed patients included: HIV
infection, hematological neoplasms, using systemic corticosteroids, or
other immunosuppressive drugs. Patients were included between Jan/
2015 and Dec/2018.

2.5.2. viral load cinical assessment

A total of 153 specimens from outpatients and inpatients with a FluA
RT-qPCR diagnosis between 2010 and 2018 were retrospectively
selected for viral load quantification for assessing assay performance in
clinical specimens.
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2.6. Dara anolysis

Clinical and epidemiological data were reviewed in the reporting
forms. Statistical analysis was performed using R version 3.6.1. Non-
normally distributed continuous variables were analyzed using the
Mann-Whitney test, two-way ANOVA, Kruskal Wallis Rank Sum test,
Tukey post hoe multiple comparisons and linear regression. Multivariate
linear regression analysis was performed to assess covariates related to
VL alterations. All statistical tests were two-sided with a significance set
at p< 0.05.

3. Results
3.1. Stondard control

As illustrated in Fig. 1, the colony PCR showed an insert with a length
close to the expected (105bp). The coned segment showed high simi-
larity with the M gene segment between (HIN1)pdm09, H3N2 and avian
FluA sequences of the seasons.

3.2, Assay validation

The assay performance was evaluated from nine standard curves
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where three replicates supported each point. The Eff$ ranged from
95.96 to 108.99, the R, from 0.991 to 1.000, Y-intercept from 36.49 to
40.34. The CV for all parameters was less than 5%. There was no sig-
nificant difference among the slopes. The assay presented a linear range
from 10°! to 10°'Y, LOD 6.77, and LOQ 20.52 copies/reaction (Fig. 2).

In addition, the method precision was assessed by inter-, and intra-
assay carried out with replicates, and the CVs were below 5% (Table 1),

The matrix effect test showed no statistically significant difference
between the slopes of the standard curves (p = 0.307). The Eff% ranged
from 94.56 to 104.40, the Rz from 0.997 to 0,999, the Y- intercept
ranged from 37.144 to 37.763 and the CVs were less than 4.95 %
(Fig. 3).

3.3, Viral load serial quantification

We performed VL serial quantification in samples of 19 patients
hospitalized for SARI at the CHC-UFPR.
immunosuppressed were divided into those who were at the exponen-
tial phase of viral replication (group I, n = 5), and those in the clearance
phase (group II, n = 7); patients immunosuppressed, who usually pre-
sent prolonged VL, were in group I, (n = 7).

There were no significant differences between the epidemiclogical
characteristics of the groups, except for the frequency of the subtype. All
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Fig. 1. Evaluation of the cloned Insert. &) Colony PCR electrophoresis gel. Lines 01 and 02 refer to the products of cloning. The Hne on the right refers to the 1000bp
ladder. B) Alignment of cloning products (clone Flud 1 and clone FluA_2) and human and avian FluA samples berween 2013 and 2017 deposited in the GenBank. The
reghon refers to the segment of the M gene between nocleotides 157 and 366. C) Location of primers and probe annealing in M gene segment.
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Logi0 copiesireaction
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105+ ——

Efficiency %

Standard curves

Fig. 2. a) Linear regression of nine standard curves (three replicates supported
each point). The dotted line represents the linear range assay; the solid lines
represent the range chosen for the standard curves for viral load quantification,
b) Efficiency distribution of each standard curves. Dotted lines represent CV of
5%. Cq: quantification cycle.

patients in group [ were infected with (HIN1)pdm09, while H3N2
prevailed in other groups (p = 0.008) (Table 2). In groups I and 11, in
which the intervals between the first and second sample collection were
greater than 3 days, there is a substantial reduction in the viral load,
which is more pronounced in group II than in group 1 (immunocom-
petent and immunosuppressed, respectively) (p = 0.0031 )

In Fig. 4, the two-way ANOVA showed that there is a time effect
statistically significant between quantifications (p < 0.0001) and groups
(p = 0.003) on VL. There was no decrease in VL between the first and
second samples in the group in which the two collections were per-
formed in periods of less than 72 h. However, the VLs of the immuno-
competent  group were 2.4 times lower than those of the
immunosuppressed group, in collections over 72 h (p < 0,0001).
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3.4. Viral load clinical assessment

The median (IQR) VL from 142 patients with laboratory diagnosis of
FluA during the study period was 5.4 (4.3-6.7). Table 3 shows the
assessment of VL according to subtype and clinical-epidemiological
characteristics of FluA infected patients. Of the predictors related to
risk factors, only asthmatics showed an increase in VL (p = 0.035).
There was no difference in VL in immunosuppressed patients, regardless
of the presence of risk factors or antivirals use.

Multiple linear regression analyses showed that the (HIN1)pdm09
infection (p = 0.045); females (p = 0.017); asthma (p = 0.027); naso-
pharyngeal aspirate (p = 0.016) and fever (p = 0.014) were indepen-
dent factors associated with viral load increase.

4. Discussion

In the present study, an RT-gPCR was developed using plasmid DNA
as the universal absolute quantification template to assess the VL of FluA
in respiratory samples. This method showed excellent performance in its
operational characteristics analysis and can be used for comparative
studies on the dynamics and impact of VL in patients infected with FluA.
This quantitative assay was designed, optimized, and wvalidated
following the MIQE guidelines (Bustin et al., 2009),

Previous studies have found low correlations between the clinical
characteristics of FluA and VL. Still, the primary protocol used in those
studies was relative quantification, which generally is caleulated by Cq
with a reference gene (Pabbaraju et al., 2009; Giannella et al., 2011;
Hijano et al., 2019). However, reference genes may not be homoge-
neously expressed in all samples and may lose relevant information.
Therefore, this quantification can be biased if the protocol uses just one
reference gene (Gullett and Nolte, 2015),

On the order hand, absolute quantification is considered a more
reliable and reproducible method. The quantification carried out gPCR
by a standard curve, constructed from known concentrations of

b
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30+ k- RNA TRANSCRIPT
= MIEORHARINGEAL ASFIRATE
g
ol
L T T T T T T 1
] 1 2 3 4 & & 7

Logi0 coplesireaction

Fig. 3. Comparizon between the slopes of the standard curves performed with
plasmid DNA (clrcle), representative sample (square) and plasmid RNA tran-
seript (triangle) in the range 107 to 10°%, Three replicates suppored each poinr.
Cqp quantification cycle.

Table 1
Inter and intra-aszays test performance.
Standard (copies.‘reaction) Replicates (n) Ty 1 (mesan) Co 2 {mean) CV (%) sD
I B .1 3657 543" 24 [iE:3
trav-assity 25 0 34371 2RI 109 1.04
Inter-assay 50 20 33,56 33687 113 0.08

1: operator 1; 2: operator 2; a: day 1; b: day 2.
Cap quantification eyele; CV: coefficient of variaton: 5D standard deviation.
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Table 2
Viral load serial quantification.

Group  Year Gender  Age Immuno- Underlying Cainfection  Subtype Sympéom Sympeom 1 st WL Znd VL
Sample [years) suppressed dismae onsetuntil 1 st onsetuntil Zst (LoglO (Loglo
wnllection sample [days) sample (days] copies; copies;’

reaction)) reaction)
(HIN1}
2016 m 55 Mo yes Oone pdmo9 (1] 1 TE BS
2016 m 7 Ho ves none S:]":L:} 1] 1 T BB
HINI
1 i) Y m 72 Mo Ve none :)dmﬂ‘}} [} 2 .7 [ 2]
016 f 20 Mo no none :::;'}} a 1 L] a7
(HIN1}
i) ) P 71 Mo s CoV-0C43 pedm09 [} 1 4.0 45
2015 F 39 Mo yes none HaNz2 1 T2 undetected
2017 m 3 Mo ves none HANZ2 3 17 Sd undetected
18 3 65 Mo e noane HINZ 1] T 16
1 2018 F 36 Mo yes none HaNz2 2 5 5.8 undetected
s P 70 Mo s none H3INZ 2 9 4B x4
18 3 1 Mo no noane HINZ 2 13 67 1.3
i) m 68 Mo s none E:]":L:} 3 ] 33 16
2015 m 22 Ve ves none HANZ2 1 L] 1 149
2017 m 1 Y yes none HaN2 4 20 (2] 1.1
017 3 20 Yes Ve none H3aN2 [} 7 79 T4
2017 F 30 Yes s none HINZ 1 5 L] 36
m 18 m 23 Yes e noane HINZ 1 4 4.0 0
(HIN1}
2018 m 2 Y yes none pedm00 3 9 4.7 4.5
(HIN1}
18 m 68 Yes Ve RV pdmo9 12 0 4.2 1.2

VL viral load. CoV-0C43: Human coronavirus OC43; hRY: Human rhinovirus,

" Group definition: (1) Immunocompetent patients with 2nd collecton up to 72 h after the fiest collection; (1) Immunocompetent patients with 2nd collection more
than 72 h after the first collection; (1) Immunosuppressed patients with 2nd collection more than 72 h after the first collection.

it i . g
Ly e " L
E B -

H - - ® st hiral load

g LA * 3 B 3ndWira load
= a4 - -
E L] '.'
24 - .
T .
‘ﬁ\ fe fe

Fig. 4. Two-way ANOVA test of the VL variation in the serial collection of each
EOAL.

Inira-assay: groups 1l and LI showed a statistical difference between the first
and second viral load (**** p-value < 0u0001; ** p-value < 0,01, respectively).
Inter-aseay - the group differs from the others two in terms of viral clearance
profile (p = 0L0031).

Group definition: (1) Immunocompetent patients with 2nd collection up to 72 h
after the first collection; (I} Immunocompetent patients with 2nd collection
mare than 72 h after the first collectdon; (1) Immunosuppressed patents with
2nd collection more than 72 h after the first collection.

benchmarks to calculate the most accurate copy numbers of a target, is
the method more established. The use of a standard template is a crucial
requirement for obtaining accurate V1 and, given the lack of commer-
cially available quantitative standards, inserting RT-gPCR into the
diagnostic routine is a significant challenge (Dhanasekaran et al, 2010;
Duchamp et al., 2010}

Another method to perform absolute quantification is digital PCR
(dPCR). This method does not require standard curves, and it looks like a
promising new tool for clinical microbiology. However, its increased
complexity, slower throughput of dPCR platforms, lower sensitivity,
false-positive partitions, the need for additional validations, and cost are
significant drawbacks to their incorporation into clinical laboratories.
(Sanders et al., 2013; Huggett et al.,, 2015; Vynck et al., 2016; Kuypers
and Jerome, 2017).

These methods are based on molecular biology and have advantages
over the gold standard (plate titration) in sensitivity, speed, cost, and the
possibility of implementation in routine diagnostics. However, all PCR
assays can detect non-viable viruses, unlike cell cultures. For genome
DMA, there are protocols to minimize the detection of non-viable targets.
However, as RNA is much more unstable and degradable, there are still
no viable solutions for routine adoption. Thus, the quantification of viral
load in acute infections is recommended for use in respiratory samples
while the patient is in clinical conditions or immunocompromised pa-
tients until viral clearance (Kim et al., 2021,

The primers selected to obtain the gene segment amplification in this
study are those used in the international influenza epidemiological
surveillance network (Shu et al., 2011), and in silico analysis showed that
this M gene is as highly conserved in human FluA subtypes as in different
wild birds, and the plasmid replication process did not change the amino
arid sequences at the hybridization sites of the primers and probe.
Therefore, this methodology can be applied to seasonal FluA infections
and to potentially pandemic variants.

There are many challenges in developing an RNA virus absolute viral
load quantification assay. One of them is that several factors can affect
the quantity and quality of viral RNA - for example, collection, handling,
method of viral isolation of the sample - which can make quantification
impossible or underestimated. Thus, it is necessary to standardize
sample collection, transport, storage, and processing and validate viral
isolation assays through RMNA guantification and fragment analysis
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Table 3
Influenza A viral load and clinical assessment.
A%} Vieal load I BES®%C) p
median
(QR)
Subtype
HINZ ] 5.1
(63)  (4.1-6.4)
00453
53 58 +0.53 (106 -
(HINjpdm0 (37)  (4.8-7.0) 0.01) 0.045
Gender
69 5.1
Ml (43) (3.6 6.7)
00498
Bk 73 57 +0.62 0.017
(51}  (4.6-6.7) [0.12-1.13) )
Pregnancy
4.45
Pregnant wamen 6 (9}
(3.0-5.4) o
63 5.80 0525
Wo preguant women. oy @4767)
Age group
2 30 55
¥ 21} (4.1-65)
29 6.0
2-18
' Q0 [@a-73) 0.3201
56 53
19-60y @0)  (4.1-6.5)
27 48
- By 18 (4.0-6.7)
Ethnic group
. SPRIPRR E LI
Alrfcan desce (87)  (4.0-6.1)
i . g 0.1802
i 03 [M3-67)
Presenting risks 123 56
factors (BT (4.1-6.7) 7610
] 86 5.6
1 isk factar (6} (4.1-6.8)
e 37 48 e
. Bt 260 (4.1-6.3)
Undeslying 98 54
diseases (69)  (4.2-6.7) 08310
21 6.0 +0.89
Ashma (15)  (4.8-8.0) 008 ren M
_— 29 5.0
Cardiac disorders 20 (4.2.61) L4098
_ 58
Diabetes Bid) o g 0.5032
Meuromuscular 5.0
disoeders B8 3564 04789
i 20 4.8
Lung dizeaces 14 (4.0-6.9) n.F2a02
34 5.6
Hscr (24)  (4.0-65) 7340
51 55
Immunosuppressed [36) (4.0-65) 04775
Sample
Namopharyngeal =11 57 POGALIS-
aspirate (56) (4.6 6.8) ogq M1 ’
Swab S8 48 :
nasopharyngeal 41} (4.0 6.0)
R . 16 4.1
Vimal cainfection )y nn g 0 00898
Sympioms
123 56 +1.28
(B7)  (4.6-6.8) 0006 o2y o23g 0O
Sore throat 0.195

70

Jowrnod of Virological Metands 300 (2022) 114439

Table 3 (conrinued )
nl%) Viral load il B (95 % CI) P
median
QR
113 58
(807 (4.7-7.00
Myalgia 23 5.6 oz
(4153 (4.2-7.4)
Antiviral
treatment
Yes on 55
6w
Na (37 (4.0-65)

Viral loads and f (95 % CI) are presented as Logl0 coples,/ml.
* HSCT - hematopodetic stem cells transplantation.

whenever there is a change in methodology. In addition, the extraction
volume of each viral isolation kit and the input used in the RT-qPCR
reaction are also taken into account to calculate the result in copies/
pL (Bai et al., 2021).

Meanwhile, the main challenge is the selection and production of the
standard control. It should have a matrix that corresponds as closely as
possible to the clinical samples, so that both the standard and the sample
are exposed to the same interference factors (Burd, 2010). For some
specific viruses, there are commercial standards available to measure
the VL, but they are not usually accessible for inclusion in the diagnostic
routine due to their high cost. The availability of this standard control in
our laboratory will allow studies to be carried out that include the
impact of FluA viral load on the severity and outcome of this disease in
both seasonal and pandemir periods. Additionally, to expand knowledge
about the pathogenesis of this disease and evaluate the effect of potential
antiviral drugs.

Viral RNA and transcribed RNA can be used as alternative sources of
standards, but both are degradable and depletable sources. Moreover,
transcribed RNA requires more steps after cloning, increasing the turn-
around time and costs of the test (Bustin et al., 2015; Granados et al,
2017). Besides, the performance comparison between the standard
control ncf‘plamid DNA, transcribed RNA, and viral RNA showed no

effect on the plasmid matrix or inhibition of the test. As the three
standard curves behaved in the same way, regardless of the matrix used,
the choice of the plasmid as a standard was due to its intrinsic charac-
teristics: (i) stability, (i) not degrading after long periods of storage, (iii)
inexhaustible source, and (iv) requiring less preparation than the tran-
scribed RMA. In this way, a reproducible inter-and intra-assay standard
was obtained, with an easy and large-scale production that reduces
costs, making the test more accessible (Duchamp et al., 2000; Lee ef al.,
2010; Formisano-Tréziny et al, 2012; Behzadi et al., 2016; Sanders
et al., 2018).

The RT-gPCR standardized presented a wide dynamic range and high
sensitivity and specificity. The LOD obtained enables its application in
different periods of FluA infection. The minimal intra-and inter-assay
variability demonstrated guarantees repeatability and supports repro-
ducibility at all concentrations in various diagnostics and research fa-
cilities (Bowers and Dhar, 2011; Forootan et al., 2017). Furthermore, in
all parameters, the CV were <5%, indicating the homogeneous and
robust nature of the results (CLSI/NCCLS, 2003). Lastly, the successful
generation of a FluA standard control will allow the application of this
test to compare the VL with other samples collection simultaneously
(Suslov and Steindler, 2005).

Some risk factors are associated with the worse evolution of influ-
enza infection. But, the relationship between VL and risk factors is not
well described. In this analysis, only asthmatic patients had higher VL
(p = 0.035). Currently, three studies reported any change in VL associ-
ated with risk factors, Giannella et al. (2011) showed an inverse corre-
lation between VL and age, and increased VL in pregnant women with
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(H1N1)pdm09 infections; Lee e al. (2013) reported highest VL in pa-
tients with comorbidities; and Granados et al. (2017) showed an in-
crease VL in H3N2 infected patients with <1 year and > 65 years.
Regarding VL and gender, just one study also has observed an associa-
tion. Wang ot al. (2017) showed a VL decrease in women, opposite to
what we observed in our population. It is well established in the liter-
ature that adult women are associated with worse outcomes in Flus
infection than men (WHO, 2010), not by changes in viral replication, but
by increased pro-inflammatory immune responses due to its hormonal
composition (Robinson et al, 2011). As the difference in VL was not due
to the pregnancy and the effect-modifying variables: age, comorbidity,
use of antiviral before sample collection, symptom duration, and sample
type, it is possible that the association between VL and gender is more
related to variables that could not be evaluated because they lack in the
medical records (eg., vaccination status). However, more studies are
needed to understand this mechanism.

This study has some limitations: (i) the performance of the quanti-
tative assay was not compared with viral plague titration, but when the
assessment was performed on clinical samples, the results obtained were
according to previous reports (Kumisaki and Janoff, 2009; ECDPC,
2017). It was observed that the average VL in samples collected in the
first 72 h after the onset of symptoms is higher than in those with a long
time of infection and that, even with the use of antiviral, there is no
decrease in VL in the first three days of symptoms, the exponential
period of viral replication (ECDPC, 2017). In addition, in long-term in-
fections, the immunosuppressed group showed less change in VL than
the immunocompetent ones, which is due to the characteristic of pro-
longed viral replication in immunosuppressed individuals (Kunisaki and
Janoff, 2009); (ii) in this analysis, there is no control of the reverse
transcription steps. In the diagnosis of respiratory viruses, human genes
are used as reaction controls due to the heterogeneity and instability of
wviral genes. Thus, this is an inherent limitation to all assays proposed for
respiratory RNA viruses. In the present study, we used the Rnase P gene
as 8 PCR reaction control; and (iii) the use of different samples (swab
and NPA) in VL quantification demonstrated significant differences,
which can impact comparative studies. Although previous studies have
not shown such a difference between both samples (Chan et al., 2008;
Lambert et al., 2008; Irving et al., 2012). The heterogeneity of specimens
is & significant limitation to evaluate VL of respiratory viruses. Authors
who have been reporting similar operational characteristics of these
tests, independently of specimen type, usually evaluate qualitative
studies. However, for quantitative tests, the findings are controversial.

We believe that it is one of the strengths of our research, as now with the
influenza VL standardized, we might evaluate these heterogeneous
samples and find how to normalize them, which is not known yet.

As shown, the VL in FluA infection varies depending on several
factors, so the assessment of VL can contribute to the understanding of
virulence and pathogenesis, which makes it an excellent candidate as a
tool in assessing the patient’s prognosis and in clinical management
(Gullett and Nolte, 2015). Therefore, the perspective of this study is that
the standardized methodology can be applied to the development of new
treatments and to assess the impact of FluA infection on clinical practice.

5. Conclusion

We report relevant assay parameters, which demonstrate the great
potential that RT-qPCR has as a tool for the absolute quantification of
FluA virus. In addition to the precision shown by the model developed,
its stability, cost, and accessibility make it a viable instrument for
including universal FluA viral load gquantification in diagnostic
laboratories.
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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 (HIN1)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.!
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.>

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.> Among them, lambda interferon (IFN-A), whose family includes
interleukin-28B (IL-28B) or interferon-A3 (IFN-A3), are important cytokines in response to viral
infection, especially in FluA infection.* 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.’

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 outcomes®, the role of FluA
VL in the infection progress is still unclear, requiring further investigation on this infection

pathogenesis.”*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. ’

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
Clinicas/Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR), a tertiary academic hospital in Parana,
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 200uL 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™
I Platinum™ One-Step RT-qPCR Kit (Invitrogen, CA, USA) following the WHO protocol
(2017).1°

To evaluate mutations in regions with potential receptor binding properties in virus
(HINT)pdmO09, the partial segment of hemagglutinin (aal22-247 according to H1 numbering,

after signal peptide) was sequenced using primers described by Chen et al. (2010)!'! 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 (HIN1)pdmO9 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)!'?. The VL in copies/reaction (quantity) was converted into copies/mL using
the formula: [Quantity/RT-qPCR volume reaction] * [sample elution volume (pL)/sample
volume in the extraction (mL)]. Data were presented as Logio 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
TagMan™ 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 (HIN1)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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n=4406

L Respiratory samples

. FluA positive samples
n=153 (3%) {
i_ _________ > Samples excluded:
Insufficient volume n=11 (7%)

‘ Samples included -
n=142 (93%)

|
I | I

FluA subtyping ‘ Viral load | IL-28B Medical records review
= 142 (100%) quantification Genotyping n=142 (100%)
[ n=142 (100%) | =142 (100%)
‘ H3N2 ‘ (HIN1)pdm09
n= 89 (63%) n= 53 (37%)
I_ ____________ > Sequencing failure
n= 5 (10%)

Hemagglutinin sequencing
n=48 (90%)

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 ICU Not ICU
P value
n=142 (%) n=59 (42) n=83 (58)

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

2 (2-4) 2 (2-4) 2 (1-4) 0.635
sample collection - days
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

23 38 21

Age median - years (IQR
g years (IQR) (3.4-53.5)  (3.4-64) (3.2-41)  0.197

Age group n (%)

2y 30 (21) 11 (19) 19 (23)

2-18 y 29 (20) 15 (25) 14 (17)

19-60y 56 (40) 15 (25) 41 (49) 0-004
> 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
"HSCT 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
‘SpO2 <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

76 (85) 36 (61) 40 (48) 1.000
n (%)
Disease severity n (%)
ILI 26 (18) 0 26 (31)
SARI 116 (82) 59 (100) 57 (68) =0.0001
Respiratory support n (%) 85 (60) 52 (88) 33 (40) <0.0001
None 57 (40) 7(12) 50 (60)
Oxygen supplementation 49 (35) 16 (27) 33 (40) <0.0001
Mechanical ventilation 36 (25) 36 (61) 0

) 7 11 3

Median length of stay - days (IQR) 2.0 135) (5520 (00-7.5) <0.0001
Death n (%) 9(6) 9 (15) 0 -

A[CU — intensive care unit "HSCT — hematopoietic stem cells transplantation; °SpO2 < 95% — oxygen saturation
< 95%; 9ILI — influenza like illness; *SARI — 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.

Presence Absence P
(Log10 (Log10
Features copies/mL)* copies/mL)* 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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ICU 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
:I\(/:i[rjal load values are presented in median (interquartile range).

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).
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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 (B = +0.63 Logio
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 (B =-0.64 Logio 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 (HIN1)pdm09 and H3N2 can be observed, with

a higher frequency of infections by H3N2 (Figure 3).
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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 (HIN1)pdmO9 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 HIN1(pdm09) and H3N2 influenza A
subtypes.

(HIN1)pdm09 H3N2

n=53 (37%) 89 (63%) P value *aOR (95% CI) p
Risks factors n (%) 42 (79) 81 (91) 0.046

1 risk factor 31 (58) 55 (62) 6.14 (1.68 —22.46) 0.006
> 1 risk factor 11 (21) 26 (29) 0.137 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)
Inpatient

“ICU admission 29 (55) 30 (34) 0.047

Not ICU
admission 17G2) 40 (45)
Respiratory support
strategies n (%)
None 17 (32) 40 (45)
Oxygen supplementation 19 (36) 30 (34) 0.158
Mechanical ventilation 17 (32) 19 (21)
Length of stay, ) ) B
days (Median, IQR) 9(3.3-19) 51.5-11) 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.
*ICU - intensive care unit

*20R — 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 HIN1(pdm09) infection.

(HIN1)pdmO09 hemagglutinin sequencing

As infections by (HIN1)pdmO09 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, Cal, 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).



Icu

rs12979860

MOT ICL n=34

S

ECC
acT

-_— O - - - - . O - O O O I T I O B F B F O O . .

h -
@
E EHTT
= ]
2 mLE
0% 20% 405 60% BO% 1008
b)
Genotypic frequency of SNPs in patients (%)

11 = 1=

- ot '. ..-. T - 2 e .:' "
At osa 7 LT a,at

E ::.l' .l.-..l‘. "-ll:u;""' E l. '.l:=" 1111
E’ ] . H =1L ﬂ:m"ﬁ-u e §. " .."""_..l LA T S
= e =) L L AL g skt

i Bagu® e T e ] hagd
E :i- [ ] :‘ '::.1:‘ E ':I .$I 1:

. - i 3] .I

T & cr ™ T 76 66

c) IL-288 rs12873860 genotypes d) IL-288 rs809317 genotypes

87

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; ¢) genotypes VL according to rs12979860

genotype; d) VL according to rs8099917 genotypes.
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Predictors of disease severity

Multivariate analysis identified (HIN1)pdmO9 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), (HIN1)pdmO09 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 group?!, 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).
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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 FIuA infected patients, we identified the VL, (HIN1)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.'?

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.'* 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. '

A positive correlation between VL and the length of hospital stay was observed, corroborating
the findings of previous studies.'®!” Regarding the association of high VL and disease severity,
Lee et al. (2013)!'® described an increase of 1.5 Logio copies/mL in hospitalized patients (p=
0.003), and Li et al. (2010)'7 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)"°.
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 (HIN1)pdm09, another predictor of
the disease severity.!® 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)*° and other studies that evaluated the impact of this strain in the

worse outcomes even after controlling for age differences and comorbidities.?!
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Moreover, Segaloff et al. (2019)*? reported that (HIN1)pdm09 affects young adults more
severely, and Caini et al. (2018)* suggested that subtype knowledge might be an important tool
for clinicians because (HIN1)pdmO09 patients should be monitored more closely due to the
increased risk of unfavorable outcomes, probably due to mutations accumulated by this
subtype.’

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.?* 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.?

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-A 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.?® In this study, we
observed that major allele was found less frequently in our infected patients than in global

2728 and individuals with other viral infections, such as RSV.?* For

population,?’?® Americans,
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)*° 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 RSV?!, and adults infected with FluA.*>> However,
other SNPs in IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17, IFITM1, and IFITM3 are involved in the viral
infection pathogenesis.>* 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 reported*. 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. !4

Previously, our group reported an association between asthma and a VL increase (+0.89 Log10
copies/mL).!? 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.'*°
The early use of antiviral was associated with a shorter hospital stay but did not impact severity
(p <0.0002), as previously described.’” 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.*
Then, recent studies are focusing in evaluate other severity scores in viral CAP's (QSOFA, SIRS

¥4 or in developing a derived index of severity disease predictors.*!*> However, the few

score
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 population****

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 studies'”!8

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, ** 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.** 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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Alguns resultados néao foram apresentados como figura, devido a formatagao
exigida da revista, porém eles foram discutidos no artigo 2.

A subtipagem FIuA demonstrou prevaléncia alternada entre (H1N1) pdm09 e
H3N2 nas nove estagbes avaliadas e maior frequéncia de infeccbes por H3N2
(FIGURA 12).

FIGURA 12 - DISTRIBUIGCAO DE SUBTIPOS NO PERIODO DE 2010 A 2018 NO CHC-UFPR
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FONTE: A autora (2019).
LEGENDA: Em azul claro numero total de amostras investigadas para Virus Respiratérios.

A analise multivariada mostrou que a infecgao pelo H3N2 era mais provavel
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
coinfecgdes virais (OR =5,79; p = 0,010) e menor tempo de internamento (OR = 0,98;
p = 0,048) (FIGURA 13).

FIGURA 13 - ANALISE MULTIVARIADA DOS PREDITORES RELACIONADOS AOS SUBTIPOS DE
INFECCAO FLUA
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FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: Analise multivariada da infecgao 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 classificagdo 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

relagcéo foi observada com a gravidade da doenca.
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FIGURA 14 - ANALISE FILOGENETICA DA REGIAO PARCIAL DO GENE DA HEMAGLUTININA -
122-247AA- DE PACIENTES INFECTADOS COM O SUBTIPO FLUA (H1N1)PDMO09
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FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: A arvore filogenética foi reconstruida pelo método de Maxima Verossimilhanga, com
bootstrap ultrarrapido (UFBoot) 1.000 repeticdes, 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 sequéncias de referéncia de 2009-2018 do banco de dados EpiFlu
(https://www.gisaid.org). Apenas os valores de bootstrap de a-LRT> 80% foram mostrados
na arvore filogenética.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Na primeira parte deste estudo realizamos a padronizagdo de um ensaio para
quantificacdo absoluta da CV para os dois subtipos de FIUA humano (H1N1)pdmO09 e
H3N2, por RT-gPCR. Foi desenvolvido um padrdo de curva estavel, inesgotavel e
barato para a aplicagdo no diagndstico da infecgdo por FIuA, na pratica clinica e no
desenvolvimento de novos tratamentos. A aplicabilidade desta metodologia esta no
fato de que, similar a outras infecgbes virais, a carga viral € muito util no manejo
clinico, porém, nas infec¢des por influenza, as poucas metodologias padronizadas nao
se baseiam na quantificacao absoluta, seja pela escassez de padrdes comerciais ou
pelo alto custo e instabilidade dos padroes adotados. Tais restricbes interferem na
avaliacdo e correlagédo da carga viral com a evolugéo clinica do paciente, o que
restringe sua aplicagao como ferramenta na rotina de cuidados de pessoas infectadas
com influenza. Apesar da padronizacdo apresentar limitacdo quanto a
indisponibilidade de comparacdo com um teste padrdo-ouro, a RT-gPCR
padronizada apresentou ampla faixa dindmica e alta sensibilidade e especificidade. O
limite de detecgao obtido permite sua aplicagdo desde a fase inicial da infeccéo. A
variabilidade minima intra- e inter-ensaio demonstrada garante a repetibilidade e
suporta sua reprodutibilidade em todas as concentra¢gdes em diferentes diagndsticos
e instalagdes de pesquisa. Além disso, em todos os parametros, os coeficientes de
variabilidade foram <5%, indicando a natureza homogénea e robusta dos resultados.

Na segunda parte do estudo, fatores associados com a gravidade de doenga
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)pdmQ9 —
subtipo descrito com maior potencial de viruléncia — pacientes com maior tempo de
internagéo, admissdo em UTI e maior mortalidade. Estes resultados sugeriram a CV
como um biomarcador, com potencial para avaliagdo de gravidade. No entanto, devido
a dindmica multifatorial na evolugdo do quadro clinico em infecgdes por virus
respiratorios, a CV ndo se mostrou como o unico biomarcador na avaliagcdo da
gravidade, mas um dentre as caracteristicas virais e do hospedeiro.

A avaliagdo do impacto da infecgédo por subtipo (H1N1)pdm09 na gravidade
de doenca corroborou os achados prévios de que este subtipo esteja associado com
piores desfechos. Os pacientes infectados (H1N1)pdm09 apresentaram maior tempo

de hospitalizagdo e maior admissao em UTI, apesar de serem uma populagdo com
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menos fatores de risco e com maior prescricao de antiviral. Além da CV, as mutacgdes
no gene da hemaglutinina foram avaliadas como fatores com potencial atuagdo na
viruléncia, mas ao contrario do observado na carga viral, as mutagdes encontradas
nao foram relacionadas a gravidade.

A avaliagao dos fatores clinicos relacionados a gravidade nao corroborou a
caracterizagdo de grupos de risco previamente estabelecida (idades susceptiveis,
imunossuprimidos, ou quaisquer outras condigdes que possam comprometer o
sistema imune). Desses, apenas pacientes acima de 60 anos e os grupos de doencas
cardiovasculares e neuromusculares apresentaram associacdo com admissao em
UTI, e o grupos de doengas pulmonares apresentaram maior tempo de hospitalizagao
€ maior uso de suporte ventilatorio.

Uma vez que os grupos de risco para evolugao para SRAG foram definidos
sob a perspectiva da fragilidade imunologica ou exarcebagdo de doenga apods
resposta inflamatéria, realizou-se avaliagcdo molecular para detectar SNP que podem
impactar na expressdo da citocina IL-28B, que foi intrinsecamente relacionada a
outras infecg¢des virais. No entanto, ao contrario do descrito previamente para as
infecgdes por HCV ou CMV, ndo conseguimos associar os genotipos das SNP da IL-
28B com caracteristicas de protecdo ou susceptibilidade. Entretanto, em vista de
propor biomarcadores para gravidade de doenga, uma gama de citocinas ainda
podem ser avaliadas.

Além de avaliar fatores virais e do hospedeiro, ainda pode-se observar como
0 manejo clinico impacta na evolugdo da doenca, principalmente o inicio tardio do
antiviral. Quando avaliado o uso de antiviral ndo foi observada nenhuma associagao
com melhor desfecho, no entanto verificou-se que o inicio de antiviral apos 48hs,
relacionou-se com maior tempo de internacdo. Estes resultados destacam a
importancia da administragcao do antiviral ja na atengao primaria e, em vista do numero
de pessoas contempladas nos grupos de risco, deve-se buscar preditores de
gravidade para triagem mais acurada desses pacientes.

A avaliacdo dos multifatores envolvidos com gravidade de doenga,
proporcionou uma visdo ampliada e critica que resultou em propostas de estratégias
que podem ser melhoradas ou ferramentas que podem ser implantadas, como por
exemplo, a inclusdo da carga viral como rotina laboratorial, a identificagdo precoce do

subtipo, a proposicdo de um indice de prognostico baseado em informacdes
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laboratoriais e clinicas, a necessidade do inicio mais precoce do antiviral e a
necessidade de melhorar a qualidade do registro das informagdes dos pacientes
(vacina, indice de massa corporal, data de sintomas, entre outros).

Outra meta é realizar a coleta seriada conforme a proposta original do projeto,
trés coletas sequencias de amostras respiratorias dos pacientes hospitalizados com
SRAG por FluA: 12 coleta até 48h do inicio dos sintomas, 22 apos 48h e 32 apds 72h.
Nao foi possivel realizar esse modelo de coleta seriada no presente estudo, pois a
maioria dos internamentos no CHC-UFPR sado em estagio tardio da doenca -
caracteristica de hospital terciario. Para que seja possivel realizar esse método de
avaliacao, faz-se necessario um tempo maior de inclusao de pacientes possibilitando
triar aqueles em fase inicial de infeccao.

A partir dos resultados obtidos, a perspectiva € de que as investigagdes sejam
ampliadas, buscando minimizar os vieses enfrentados em um hospital terciario: busca
de informacao clinica em prontuario, falta de informacgao de inicio de sintomas, tempo
de hospitalizagao ap6s inicio de infecgao e a dificuldade de padronizagao de tipo e
data de coleta de amostra a ser quantificada, para que o impacto da utilizagdo desses
biomarcadores na pratica clinica sejam validados como fatores prognosticos da

infeccdo por FIUA em pacientes hospitalizados.
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8 CONCLUSOES

No presente estudo foi descrito um ensaio acurado, preciso, eficiente, com
larga faixa dinamica, limites de deteccdo e quantificagdo compativeis com todos
estagios de infec¢do, baseado em uma quantificagdo absoluta que utiliza um padrao
estavel, inesgotavel, acessivel e de baixo custo, o que torna a quantificagdo de carga
viral uma ferramenta viavel para inclusao na rotina laboratorial diagnéstica.

A populacdo do estudo caracterizou-se por adultos jovens, com
comorbidades, hospitalizados por SRAG e significativa evolugao para UTI. Observou-
se a co-circulacdo dos subtipos com alterndncia de prevaléncia durante as 9
temporadas.

O aumento da carga viral foi associado a pacientes que apresentaram febre,
asma e com maior evolugéo para UTI,

Houve maior frequéncia de infeccdbes por H3N2, porém o subtipo
(H1N1)pdmO09 foi associado com maior gravidade de doenga. Apesar dos pacientes
infectados por (H1N1)pdmQ9 apresentarem menos fatores de risco e maior utilizagao
de terapia antiviral, foi observada um maior tempo de hospitalizagéo.

Observou-se uma associacdo das mutagdes identificadas no subtipo
(H1N1)pdmO09 com variagéo de carga viral, porém nenhuma delas foi associada com
gravidade de doenga;

Em relagdo aos SNP da IL28B foi observada uma grande insergao dos alelos
mutantes na populacdo estudada, mas nenhuma associacdo de protecdo ou
suscetibilidade em relacéo aos desfechos avaliados foram encontrados.

Dentre os fatores virais, imunoldgicos e clinicos avaliados, foram associados
como preditores de prognéstico de gravidade de doenca: infecgdes pelo
(H1N1)pdmO09, aumento de carga viral, pacientes com doencas cardiovasculares e
neuromusculares.

Nossos resultados identificaram tanto preditores virais quanto do hospedeiro
relacionados com a gravidade da doenca em pacientes infectados com FIuA, diante
disso um escore prognostico, apresentando um alto desempenho em prever a
admissdao de pacientes com FIuA na UTI foi proposto. No entanto, para a sua
implementagédo nos servigcos de saude ha necessidade de uma validagdo em uma

populacdo mais ampla.
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