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RESUMO
Os virus respiratorios sao os principais agentes etioldgicos de surtos de infecgBes do trato
respiratorio que acometem todas as faixas etarias. Deste modo ha a necessidade de um sistema
de vigilancia epidemioldgica efetivo para o monitoramento das sindromes respiratorias
agudas e o diagnostico laboratorial € de extrema importancia para se identificar de maneira
rapida e sensivel o agente etioldgico envolvido. O objetivo deste estudo foi comparar as
metodologias e os resultados obtidos pelas técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) com
o kit Virus Panel IFA (Biotrin) e PCR multiplex com o kit RV12 ACE Detection (Seegene) nas
amostras de aspirado de nasofaringe (ANF) recebidas no Lacen/PR do Programa de
Vigilancia Epidemioldgica do Virus Influenza do Ministério da Saude (SIVEP-Gripe) no ano
de 2011. Foram recebidas no Lacen/PR 295 amostras de ANF, sendo analisadas 286 amostras
por IFI e 284 amostras por PCR. A IFI levou 4 horas para concluir o resultado da pesquisa de
7 virus (AdV, FLU A, FLU B, PIV 1, PIV 2, PIV 3 e RSV) e a PCR levou 6 horas para
determinar o resultado da pesquisa de 12 virus respiratérios (AdV, FLU A, FLU B, PIV 1,
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PIV 2, PIV 3, RSV A, RSV B, hCoV 229E, NL63, HKU1 e OC43, hRV A/B, hMPV). A IFI
detectou virus em 24% das amostras enquanto que o PCR em 48%. A comparacao dos
resultados obtidos por ambas as metodologias mostrou concordancia de 98%, no entanto o
método de PCR mostrou-se mais sensivel que a técnica de IFI. Diante dos resultados obtidos,
a metodologia de PCR mostrou beneficios para 0 monitoramento de virus respiratérios do
Programa SIVEP- Gripe, pela facil interpretacdo dos resultados e pela pesquisa adicional de 5
virus respiratorios.

Descritores: virus respiratérios; diagnostico laboratorial; reacdo em cadeia da polimerase;

imunofluorescéncia indireta.

ABSTRACT

Respiratory viruses are the main etiological agents of respiratory infections outbreaks that
attack all the age groups. In this way, a surveillance epidemiological system must be
effectively for the respiratory syndromes monitoring and the laboratory diagnostic is
important in order to identify the etiological agent. The objective of this study was to compare
the methodologies and the results obtained by the techniques of indirect immunofluorescence
(IF1) and kit Virus Panel IFA (Biotrin, Dublin, Ireland) and PCR multiplex with the kit RV12
ACE Detection (Seegene, Seoul, South Korea) in the samples of nasopharingeal aspirate
(ANF) received in the Lacen/PR of the Surveillance of Influenza virus of the Health Ministry
(SIVEP-Gripe) in the year of 2011. 295 samples of ANF were received in the Lacen/PR, 286
samples were analysed by IFI and 284 samples by PCR. The IFI determined in 4 hours the
results of 7 viruses (AdV, FLU A, FLU B, PIV 1, PIV 2, PIV 3 and RSV) and the PCR
determined in 6 hours the results of 12 respiratory viruses (AdV, FLU A, FLU B, PIV 1, PIV
2, PIV 3, RSV A, RSV B, hRV A/B, hMPV, hCoV 229E, NL63, HKU1 and OC43). The IFI
detected virus in 24 % of the samples whereas the methodology of PCR in 48 % of the
samples. The comparison of the results of both methodologies showed agreement of 98 %.
The method of PCR appeared more sensitive than the technique of IFI. The methodology of
PCR showed benefits for the monitoring of respiratory viruses for SIVEP - Gripe, for the easy

interpretation of the results and the possibility of investigate more respiratory viruses than IFI.

Descriptors: respiratory virus; laboratory diagnostic; polymerase chain reaction; indirect

immunofluorescence.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as infec¢des do trato respiratorio tém sido relacionadas globalmente
com doencas agudas que atingem todas as faixas etérias, contribuindo para um alto indice de
morbidade e mortalidade, principalmente em individuos idosos, criancas e pacientes
imunossuprimidos. Estas infeccdes sdo causadas por uma variedade de microorganismos,
sendo que 0s virus sdo os agentes mais prevalentes?.

Em adultos, os virus respiratérios apresentam um papel importante na etiologia das
pneumonias adquiridas na comunidade, sendo também os principais agentes envolvidos na
exacerbacdo da doenca pulmonar obstrutiva cronica e da asma, responsaveis por significativo
nimero de consultas clinicas e hospitalizacdes®. Atualmente observa-se um aumento do
nimero de estudos realizados para a investigacdo destes agentes em pacientes criticamente
doentes, no entanto ainda sdo escassas as informacdes sobre estes na populagédo brasileira®.

Em pacientes pediatricos, a infec¢do por virus respiratorios é a principal causa de
morbidade e de uso da estrutura de atendimento de saude, resultando em um substancial custo
para a familia e para a sociedade®®. Estas infecces sdo responsaveis por 1 a 3% de
mortalidade entre criangas menores de 5 anos de idade em paises industrializados e por 10 a
15% de 6bitos em criangas de paises em desenvolvimento®. Neste grupo de pacientes, assim
como em idosos e outros pacientes imunossuprimidos, 0s virus respiratorios podem causar
sérias complicagdes clinicas, como crupe, bronquiolite e pneumonias, as quais frequentemente
requerem hospitalizagio'”.

No Brasil, alguns estudos realizados em diferentes areas geograficas, tem revelado o0s
agentes virais como a principal causa de infeccdo respiratéria aguda, principalmente em
criancas, como observado nas cidades de Fortaleza®, Rio de Janeiro®, Sao Paulo™ e
Curitiba®. Entretanto, informacdes sobre a prevaléncia dos virus em criancas de outras
regides ainda sdo escassas®*?. De acordo com levantamentos da Secretaria Estadual de Satide
do Estado do Parana, tem-se uma média anual de 118.467 pacientes internados por doencas
do aparelho respiratorio, em diferentes faixas etarias, sendo a pneumonia com causa
desconhecida a doenca de maior incidéncia. A porcentagem anual de mortalidade
proporcional foi de 2,05%, segundo dados levantados em 20112,

Os agentes etioldgicos virais mais frequentes envolvidos com as infec¢Bes do trato

respiratorio (ITR) sdo os virus influenza tipo A (FLU A) e tipo B (FLU B), adenovirus (AdV),
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virus sincicial respiratério (RSV), virus parainfluenza (PIV) tipos 1, 2, 3, 4A e 4B,
coronavirus humano (hCoV) tipos 229E, NL63, HKU1 e OC43, rinovirus (hRV) tipos A, B e
C e metapneumovirus humano (hMPV). Estes virus sdo responsaveis por um espectro de
manifestacdes clinicas que incluem o comprometimento alto e baixo do trato respiratorio®.
Contudo, os agentes causadores de uma significativa parcela das infeccdes respiratorias ainda
séo desconhecidos.

Visando a deteccdo e prevencdo de uma pandemia pelo virus influenza, o Brasil desde
0 ano 2000 implantou diversas medidas para contencdo da disseminacao de cepas altamente
virulentas. Dentre estas medidas esté a vigilancia laboratorial das infec¢Ges respiratérias virais
e a imunizacdo da populacdo de maior risco de doenga. Neste programa de vigilancia foi
possivel definir laboratorialmente, por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl), a
etiologia da ITR em aproximadamente 30% dos casos. Contudo, foram pesquisados apenas 7
virus respiratérios (PIV 1, PIV 2, PIV 3, AdV, RSV, FLU A e FLU B)®.

Um sistema de vigilancia epidemioldgica efetivo para 0 monitoramento de surtos de
Sindrome respiratéria aguda deve ser capaz de identificar oportunamente a circulacdo de um
novo agente com potencial epidémico/pandémico. Deste modo, o diagndstico laboratorial é de
extrema importancia e a metodologia utilizada necessita ser rapida, sensivel e capaz de
detectar, a principio, todas as variantes dos subtipos virais.

O objetivo deste estudo foi comparar as metodologias e os resultados obtidos pelas
metodologias de imunofluorescéncia indireta com o kit Respiratory Virus Panel IFA (Biotrin,
Dublin, Ireland) e PCR multiplex com o kit RvV12 ACE Detection (Seegene, Seul, Coreia do
Sul) das amostras recebidas no Laboratorio Central do Estado do Parana (Lacen/PR) no ano
de 2011 para o Programa de Vigilancia Epidemioldgica do Virus Influenza (SIVEP- Gripe) do
Ministério da Saude (MS).

METODOLOGIA

Amostras

As coletas das amostras de Aspirado de Nasofaringe (ANF) foram realizadas nas
Unidades Basicas de Saude (UBS) do Cajurt e do CIC, considerados postos sentinelas para o
SIVEP-Gripe. Os pacientes atendidos nestas UBS que apresentavam sintomas de febre
acompanhado de pelo menos uma manifestacdo clinica respiratoria (tosse, dispnéia,

respiracdo ruidosa, dor de garganta) e uma sistémica (otalgia, mialgia, dor de cabeca) com
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inicio a ndo mais de 5 dias da data da coleta, eram convidados a participar do Programa,

sendo entdo coletada a amostra do trato respiratorio.

Coleta das amostras respiratérias

A aspiracdo foi realizada com Bomba Aspiradora Portatil, coletor pléstico de
secre¢Oes, acoplado em uma sonda uretral n°6. Durante a coleta, a sonda foi inserida através
da narina até atingir a regido da nasofaringe quando entdo o vacuo foi aplicado aspirando
aproximadamente 1 mL de secrecdo para o interior do coletor. Este procedimento foi
realizado em ambas as narinas, mantendo movimentagéo da sonda para que evitasse presséo
diretamente sobre a mucosa e sangramento. Apos a coleta, o Meio de Transporte Viral (MTV)
foi aspirado para dentro do coletor plastico de secregdes.

As amostras assim coletadas foram armazenadas a 42C e encaminhadas ao LACEN/PR

em um periodo ndo superior a 24 horas.

Processamento das amostras

As amostras logo que chegaram ao LACEN/PR foram imediatamente processadas. O
ANF em MTYV foi centrifugado durante 10 minutos a 1.500 RPM. Aproximadamente 2 mL do
sobrenadante foi separado para os testes de biologia molecular (kit RV12 Ace Detection) e
armazenado em freezer -70°C até a sua utilizacdo. O sedimento foi lavado com Tampéo
Fosfato pH 7,2 (PBS) e o muco retirado com pipeta Pasteur. As células foram suspensas em
0,1-0,2mL de PBS e depositadas sobre laminas de vidro com 8 pocos demarcados (sendo um
para cada virus a ser pesquisado), secado ao ar, fixadas em acetona a 4°C por 10 minutos e
analisadas por meio do ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI) com o ki Respiratory
Virus Panel IFA- Biotrin.

Imunofluorescéncia indireta com o kit Respiratory Virus Panel IFA (Biotrin, Dublin, Ireland)

Os pogos da lamina foram demarcados com esmalte de modo a evitar o
extravasamento dos anticorpos da reacdo de IFl. Em cada orificio foi adicionado 40uL do
anticorpo monoclonal correspondente ao virus a ser detectado (FLU A, FLU B, RSV, AdV,

PIV 1, PIV 2 ou PIV 3) e no pogo de controle negativo 40 pL do anticorpo normal mouse. A
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lamina foi incubada a 37°C/30 minutos em cadmara Umida e apds mergulhada no Tampéo
PBS/Tween 20/Azida de sddio por 10-15 segundos. Sem deixar a lamina secar, foi adicionado
em todos os pogos 10 pL do anticorpo do conjugado (anti Ig cobaio + fluoresceina), incubado
por 37°C/30 minutos em camara Umida e mergulhada novamente por 10-15 segundos no
Tampdo PBS/Tween 20/Azida de sodio. Sem deixar a Iamina secar foi colocado 1 gota de
glicerol tamponado (pH 8,2) em todos 0s po¢os e apds adicionado a laminula. A leitura da
fluorescéncia foi realizada no microscopio de Epifluorescéncia Leica DM 1000, a 100-200x, e
os detalhes visualizados no aumento de 400x.

O padréo de coloracdo tipico exibido para os virus infecciosos foi observado conforme
descrito abaixo ™

e AdV: Fluorescéncia verde brilhante no nlcleo, citoplasma ou em ambos. A coloracéo
nuclear é uniformemente brilhante com pouca definicdo. A coloracao citoplasmatica é
geralmente pontual.

e FLU A e FLU B: Fluorescéncia verde brilhante no nucleo, citoplasma ou em ambos. A
coloragdo nuclear é uniformemente brilhante com pouca definicdo. A coloracdo
citoplasmatica é geralmente pontual com grandes inclusdes.

e PIV 1, 2 e 3: Fluorescéncia verde brilhante somente no citoplasma. A coloragdo
citoplasmatica é geralmente pontual com inclusdes irregulares.

e RSV: Fluorescéncia verde brilhante no citoplasma. A coloracdo citoplasmatica €
geralmente pontual com pequenas inclusoes.

e Células negativas: As células coradas apresentam-se avermelhadas no citoplasma e
castanho quase preto no nucleo. A coloracdo dessas células é devido a presenca do
contraste Azul de Evanz.

A amostra foi considerada positiva para presenca de virus no caso de observacéo de
pelo menos 2 células ou mais com fluorescéncia verde brilhante em campo de observagéo de
400x.

Reacdo de RT-PCR com o kit RV12 Ace Detection (Seegene, Seul, Coréia do Sul)

Extracdo do material genético

A extracdo foi realizada no equipamento Nuclisens EasyMAG (BioMérieux, Boxtel,
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The Netherlands). Os acidos nucléicos totais foram extraidos de 200pL do ANF que foram
adicionados a 2 mL do Tampao de Lise e incubado por pelo menos 10 minutos antes de ser
levado ao equipamento. O protocolo de extracdo foi o Generic 3.0.1, com lise fora do
equipamento “off board” e 100uL do mix de silica. Os acidos nucléicos extraidos foram
eluidos em 60uL do Tampdo de Eluicdo do equipamento e armazenados a -70°C até a sua
utilizagdo nos testes moleculares. O controle da extracdo foi a detecgdo do gene da RNase P,
conforme descrito pelo protocolo do CDC (2009) para o diagnostico laboratorial do influenza
A/H1N1 pandémico 2009 por PCR em tempo real .

Transcricdo Reversa (RT)

O RNA extraido foi utilizado para a sintese do cDNA com o kit RevertAidTM First
Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life Sciences, EU), conforme recomendagdes do fabricante.
Como controle dessa reacdo, utilizou-se um RNA de virus j& conhecido. No mix contendo
0,5uL de oligonucleotideos randémicos e 1,5uL de agua livre de nucleases foi adicionado 4puL
do acido nucléico extraido. A mistura foi incubada por 3 minutos a 80°C e apoés resfriada em
banho de gelo. Adicionou-se 2uL de Buffer RT 5X, 1uL de dNTP 10mM, 0,5uL da enzima
Rnase inhibitor (inibidor de Rnase) (20U/ uL) e 0,5 puL da enzima Reverse Transcriptase
(transcriptase reversa) (200U/ puL) a mistura e incubou-se por 90 minutos a 37°C para
transcricdo reversa, seguida de inativagdo enzimatica a 94°C por 2 minutos. O cDNA assim

produzido foi armazenado em freezer -20°C até a sua utilizacao.
Reacdo da Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a reacdo de PCR foi utilizado o kit RV12 Ace Detection que detecta 11 tipos de
virus respiratorios de RNA e 1 tipo de virus respiratério de DNA em um sistema de 2 reagdes
hexaplex (RV A e RV B) por amostra. No RV A sdo detectados os virus: Adv, hCoV
229E/NL63, hMPV, PIV tipos 1, 2 e 3. No RV B séo detectados os virus: hCoV OC43/HKUL,
FLU A, FLU B, hRV A/B e RSV A e B. Um controle interno (DNA plasmidial) foi adicionado
ao mix de primers para validar o processo de amplificacdo, sendo possivel nestes casos
identificar amostras que contenham interferentes para a reacdo de PCR. Adicionalmente, no kit
foi incluido uma amostra positiva e uma negativa para todos os virus pesquisados. A reacao foi

conduzida conforme recomendacbes do fabricante. A reacdo de PCR foi realizada em um
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volume final de reagédo de 11,5uL, contendo: 2L de mix de primers (5X RV12 ACE PM), 1,5
uL 8-MOP solution, 5uL de 2X Multiplex Master Mix e 3uL do cDNA ou DNA. A
termociclagem foi conduzida por 94°C por 15 minutos para ativacdo enzimatica, seguida de 35
ciclos de amplificacdo de (94°C por 30 segundos, 60°C por 90 segundos e 72°C por 90
segundos) e uma extens&o final de 72°C por 10 minutos.

Deteccdo

O produto da reacdo de PCR foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(Sigma Chemical) em tampdo de corrida: TBE 1X (Tri-borato 0,09M e EDTA 0,002M) (Gibco
BRL) pH 8,0 + 0,1ul de brometo de etidio (10mg/ml), e visualizados sob luz ultravioleta.

Foi utilizado na corrida eletroforética, juntamente com as amostras, controle positivo e
negativo da reagdo, um marcador de massa molecular com o mesmo tamanho do produto de
PCR do controle interno e dos seis virus pesquisados em cada hexaplex, presente no kit. A
corrida desenvolveu-se a 100 VV/cm, por aproximadamente 45 minutos.

Consideraram-se as rea¢des de PCR onde os controles positivos e negativos da reacéo
mostraram resultados satisfatérios. As amostras que apresentaram produto de PCR do mesmo
tamanho que uma banda do marcador do kit foram consideradas positivas para o respectivo
virus. As amostras que apresentaram apenas a banda do controle interno foram consideradas

negativas.

Anélise dos dados

A anélise dos resultados obtidos com a execuc¢do das metodologias de IFI e PCR foram
realizados a partir dos registros de analises dos laboratorios de Biologia Molecular e Virus
Respiratorios do LACEN/PR no ano de 2011, bem como relatérios epidemioldgicos retirados
do Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) do Lacen/PR.

Os resultados foram comparados quanto a concordancia dos resultados obtidos em
ambas as metodologias, bem como calculados os valores de sensibilidade e especificidade

para cada técnica.
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RESULTADOS

Foram recebidas no LACEN/PR 295 amostras de ANF do SIVEP-Gripe no ano de
2011, sendo que 164 (164/295 - 55,6%) foram coletadas na UBS Cajuru e 131 (131/295 -
44,4%) foram coletadas na UBS CIC. As UBS atingiram a meta de coleta em 33 (33/52 —
63,46%) semanas epidemioldgicas, apesar da coleta ter sido iniciado apenas na semana n°17
(24 a 30/04/2011), conforme demonstrado na Figura 1.

Foram analisadas 286 (286/295 — 96,94%) amostras por IFI com o kit Respiratory
Virus Panel IFA (Biotrin, Dublin, Ireland) e 284 (284/295 - 96,27%) amostras por PCR com o
kit RV12 ACE Detection (Seegene, Seul, Coréia do Sul). As amostras descartadas estavam
vazadas ou eram insuficientes.

Pela metodologia de IFI, detectou-se 68 (68/286 — 23,77%) amostras positivas e 218
(218/286 — 76,22%) amostras negativas. Pela metodologia de PCR detectou-se 136 (136/284
— 47,88%) amostras positivas e 148 (148/284 — 52,11%) amostras negativas. A Figura 1
demonstra a comparacdo dos resultados obtidos pelas duas metodologias por semana

epidemioldgica do ano de 2011 nas amostras analisadas.

Resultados SIWEP Gripe - IFl x PCR

25

20 )

15 BIFIFOS

Z T e WF

1T 3 5 7 91113151719 21 23 2527 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51

20

13 BPCR POS
10 OFCR MEG
R MAMMMMNLHAHL. h .

1 3 5 7 911131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51

Semanas Epidemioldgicas 2011

Nimero de anostras

Himero de amostras

101



Figura 1: Resultados obtidos pelas metodologias de IFI (kit Respiratory Virus Panel IFA -
Biotrin) e PCR (kit RV12 ACE Detection - Seegene) nas amostras do SIVEP-Gripe recebidas
no ano de 2011 em Curitiba (PR).

A metodologia de IFI detectou virus respiratorios em 24% das amostras recebidas pelo

SIVEP-Gripe, sendo que o FLU A (9%) e FLU B (5%) foram os virus mais detectados por
esta técnica no ano 2011, conforme Figura 2. Ndo foram observados casos de co-deteccdo de

virus respiratorios por este método.

Resultados SIVEP Gripe - IFI
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Figura 2: Resultados SIVEP-Gripe obtidos pela metodologia de IFI (kit Respiratory Virus
Panel IFA - Biotrin) no ano de 2011 em Curitiba (PR).

A metodologia de PCR detectou virus respiratdrios em 48% das amostras recebidas
pelo SIVEP - Gripe, sendo que o hRV A/B (17%) foi o virus mais detectado por esta técnica
no ano 2011, seguidos do FLU A (10%) e FLU B (6%). Os virus hMPV, hCoV tipos
229E/NL63 e OC43/HKU1l e hRV A/B, apenas pesquisados por este método, foram
detectados em 26% das amostras recebidas, conforme Figura 3. Em 9 amostras foram
observadas co-deteccdo de 2 virus respiratorios, sendo 2 casos de FLU B/PIV 1, 2 casos de
FLU B/hRV, 1 caso de Adv/hRV, 1 caso RSV A/hRV, 1 caso RSV A/RSV B, 1 caso de
hCoV/hRV e 1 caso PIV 1/hRV e em 1 amostra foi observado co-deteccdo de 3 virus
respiratérios (FLU B/PIV 1/P1V 3). Nos casos de co-deteccdo de FLU B/PIV 1 e FLU B/PIV
1/PIV 3, a metodologia de IFI apenas detectou o FLU B.

102



Resultados SIVEP Gripe - PCR
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Figura 3: Resultados SIVEP-Gripe obtidos pela metodologia de PCR (kit RV12 ACE
Detection -Seegene) no ano de 2011 em Curitiba (PR).

A comparacdo dos resultados de ambas as metodologias somente foi realizada em 220
(220/295 — 74,57%) amostras, onde foram detectados os virus em comum das duas
metodologias (AdV, FLU A, FLU B, PIV 1, PIV 2, PIV 3 e RSV) e os resultados negativos.
Os resultados foram concordantes em 216 (216/220 — 98,18%) amostras e discordantes em 4
(4/220 - 1,81%) amostras, conforme Tabela 1. As amostras discordantes foram enviadas a
FIOCRUZ (RJ), a qual confirmou a identidade do virus detectado pela metodologia de PCR.
Os virus ndo detectados pela IFI foram 2 casos de FLU A, 1 caso de FLU B e 1 caso de RSV.

PCR

POSITIVO | NEGATIVO

POSITIVO 68 0
IF|

NEGATIVO 4 148
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Tabela 1: Comparacdo dos resultados entre o0s virus pesquisados em comum pelas
metodologias de IFI (kit Respiratory Virus Panel IFA - Biotrin) e PCR (kit RV12 ACE
Detection - Seegene) em amostras do SIVEP — Gripe no ano de 2011.

Considerando a metodologia de IFI como Gold Standard (Padrdo Ouro), a
metodologia de PCR com o kit RV12 Ace Detection teve 100% de sensibilidade e 97,4% de
especificidade. No entanto, considerando a metodologia de PCR como Gold Standard (Padréo
Ouro), a metodologia de IFI com o kit Respiratory Virus Panel IFA teve 94,4% de
sensibilidade e 100% de especificidade.

A metodologia de IFI levou 4 horas para concluir o resultado da pesquisa de 7 virus e
0 PCR levou 6 horas para determinar o resultado da pesquisa de 12 virus respiratorios. Os
laudos com os resultados da IFI foram liberados em uma mediana de 11 dias (variacdo 1 a 34
dias) e os do PCR em uma mediana de 10 dias (variacdo 1 a 25 dias), devido necessidades de
repeticdes por inconclusdes na interpretacdo dos resultados, ou falta de kit. A metodologia de
IFI com o kit Respiratory Virus Panel IFA (Biotrin) custou aproximadamente R$ 19,00 por
amostra, enquanto que a metodologia de PCR com o kit RV12 ACE Detection (Seegene)

custou aproximadamente R$ 92,00 por amostra.
DISCUSSAO

Considerando a importancia de conhecer a morbimortalidade do virus influenza, bem
como contribuir com informacdes para producgédo de vacinas e antever uma pandemia por este
virus, o MS iniciou no ano de 2000, a implantacdo de um Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica da Influenza (SIVEP-Gripe) no d&mbito nacional. Este sistema consiste da
vigilancia de sindrome gripal (SG) em unidades sentinelas e da vigilancia universal e passiva
de surto de SG. As unidades sentinelas deveriam informar semanalmente o total de
atendimentos e numero de atendimentos por SG, bem como coletar 5 amostras de ANF por
semana e enviar aos Lacens com objetivo de realizar a IFl para a pesquisa dos virus
respiratorios. Os Lacens processam as amostras e informam semanalmente os resultados
obtidos ao SIVEP-Gripe. ®©

As amostras do SIVEP-Gripe comecaram a ser coletadas e enviadas ao Lacen/PR no
final do més de abril de 2011, devido ndo ter ocorrido atendimentos de SG nas UBS do CIC e
Cajurd nos meses anteriores. A partir do més de abril de 2011 as temperaturas climaticas

médias na regido de Curitiba foram de 15°C, o que provavelmente contribuiu para a maior
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transmissdo de virus respiratorios. 1 Em relacdo a meta estabelecida pelo MS para coleta
das amostras, que seria de 80% das semanas epidemioldgicas do ano “®, o programa SIVEP-
Gripe em Curitiba ndo conseguiu alcancar, devido a falta de atendimentos de SG nas
primeiras 16 semanas do ano, contudo nas demais semanas a meta foi alcangada em 92% das
semanas epidemioldgicas, contribuindo para a determinacdo dos virus respiratorios
circulantes na regiéo.

Pela metodologia de PCR com o kit RV12 ACE Detection (Seegene) conseguiu-se
detectar virus respiratérios em aproximadamente 50% dos casos de SG. No entanto com a
metodologia de IFI com o kit Respiratory Virus Panel IFA (Biotrin), preconizada pelo MS, a
deteccdo de virus respiratdrios chegou a 24%. Essa diferenga provavelmente ocorreu devido a
metodologia de PCR pesquisar 12 virus respiratdrios e a metodologia de IFI pesquisar 7 virus
respiratorios. Dados semelhantes foram publicados por Freymuth et al. (2006)“% e Kuypers
et al. (2009)"9,

Pela metodologia de IFI, os virus mais incidentes foram o FLU A (9%) seguido do
FLU B (5%). No entanto, pela metodologia de PCR o virus mais incidente foi o hRV A/B
(17%), seguidos do FLU A (10%) e FLU B (6%). A maior incidéncia do hRV A/B contribuiu
para a maior positividade observada pela técnica de PCR, visto que o hMPV e o0 hCoV foram
detectados em apenas 6% das amostras. Varios estudos demonstram que o virus respiratorio
mais incidente em quadros de infeccdo respiratéria é o hRV A/B 22224 principalmente
em quadros de resfriado >, no entanto cabe-se ressaltar que este virus foi encontrado em
casos de SG (apresentando sintomas de febre acompanhado de pelo menos uma manifestacdo
clinica respiratéria e uma sistémica). Lee et al. (2012) “®® e Jin et al. (2009) " reportaram
que diferentes subtipos do hRV (A, B ou C) podem influenciar na gravidade do quadro
clinico, juntamente com a suscetibilidade do individuo acometido, no entanto a metodologia
do kit RV12 Ace Detection ndo subtipa este virus em A ou B e ndo detecta o subtipo C,
necessitando portanto ser realizado a subtipagem por outra metodologia molecular para
investigar qual o subtipo que causou os quadros de SG #°.

N&o foi observado casos de co-infeccdo de virus respiratdrios nas amostras analisadas
por IFI, no entanto o método de PCR detectou 10 casos de co-infec¢do. Em 60% dos casos de
co-infeccdo foi detectado o hRV A/B e isto explica a maior detec¢cdo dos casos de co-infecgédo
por esta metodologia, visto que IFI ndo pesquisa este virus. O hRV A/B foi descrito em

varios estudos como mais presente em casos de co-infeccdo®?®. Adicionalmente a
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metodologia de PCR é mais sensivel que a metodologia de IFI o que contribuiu para a
deteccdo dos demais casos ¢% 2% %031,

A comparacdo dos resultados obtidos por ambas as metodologias, na pesquisa dos
virus em comum (AdV, FLU A, FLU B, PIV 1, PIV 2, PIV 3 e RSV), ndo mostrou diferenca
significativa, ao contrario do observado por outros estudos de comparagdo entre metodologias
de IFl e PCR ®* 23239 hg entanto a coleta da amostra respiratoria realizada nestes estudos
foi de ANF e Swab de oro e nasofaringe. O resultado do presente estudo pode ser explicado
pelo método de coleta usado para o programa SIVEP-Gripe (Aspirado de nasofaringe) *©®- O
ANF ¢é realizado através de uma aspiracdo a vacuo das células da nasofaringe e assim é capaz
de coletar de maneira mais eficiente a amostra do trato respiratério, preservando a integridade
das células ciliadas e caliciformes (onde os virus estdo infectando), sendo assim o método de

coleta de escolha para analise por IF| &4 35 3637

, pois para realizacdo desta metodologia ha
necessidade de células para visualizagdo no microscépio de epifluorescéncia.

A metodologia de IFI com o kit Respiratory Virus Panel IFA foi mais rapida e
aproximadamente 5 vezes mais barata do que a técnica de PCR com o kit RvV12 ACE
Detection. No entanto ha o inconveniente da amostra precisar chegar ao laboratério dentro de
24 horas apoés a coleta para o seu imediato processamento de modo a preservar a morfologia
celular. Adicionalmente, a interpretacdo do resultado de imunofluorescéncia é complexa, visto
que necessita de um treinamento técnico especifico para realizacdo das leituras em
microscopio de epifluorescéncia, além do problema dos interferentes da amostra (muco,
hemacia) originando fluorescéncia inespecifica. Portanto, os resultados obtidos por esta
metodologia devem ser interpretados com cautela, uma vez que este teste tem grandes
chances de produzir um elevado nimero de resultados falso negativo ©°, fato este observado
no presente estudo, que mostrou uma sensibilidade de 95% para esta técnica.

A metodologia de PCR pelo kit RvV12 ACE Detection (Seegene) é realizada em varias
etapas (extragdo, transcrigcdo reversa, PCR e eletroforese), levando um tempo maior para sua
execucdo. Adicionalmente o kit ndo apresenta controle de extracéo, por este motivo esta etapa
da técnica precisa ser validada com a pesquisa do gene da RNase P do protocolo da pesquisa
de influenza do CDC “®, encarecendo ainda mais 0 método de PCR. No entanto, esta
metodologia apresentou a vantagem se ser mais sensivel que a IFI e pesquisar outros 5 virus
respiratorios (hRV A/B, hCoV tipos 229E/NL63 e OC43/HKU1 e hMPV), principalmente o
hRV, que foi o virus mais incidente no programa SIVEP-Gripe no ano de 2011. Este método,

ao contrario da metodologia de IFI, permite que a amostra possa ser congelada e depois
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enviada para o Lacen, contribuindo com a possibilidade de implanta¢éo do programa SIVEP-
Gripe nos demais municipios do estado do Parana, acatando o preconizado pela Portaria n°
2693/2011"®  que propde como deve ser realizado o monitoramento de virus respiratorios.
Além disso, este método pode ser realizado em amostras coletadas por Swab, que é um

método de coleta mais barato e menos desconfortavel que o ANF ©13%),

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o0s resultados obtidos na pesquisa dos virus
respiratorios por IFI e PCR foram concordantes em sua maioria, no entanto a metodologia de
PCR foi mais sensivel. Observou-se também que a metodologia de IFI foi mais rapida e
barata, porém o PCR foi a metodologia de mais facil interpretacdo, além de pesquisar mais 5
virus respiratorios, contribuindo para um melhor monitoramento dos virus respiratérios no
Programa do SIVEP — Gripe.

Os dados do presente estudo sugerem que a implantacdo da metodologia de PCR para
pesquisa de virus respiratorios no programa SIVEP-Gripe seja vantajosa. No entanto, propde-
se que sejam realizados outros estudos comparativos entre metodologias de pesquisa destes
virus com a inclusdo do método de PCR em tempo real, que apresenta a vantagem de ser mais
sensivel e mais rapido que o PCR convencional, além de ser realizado em menos etapas e

permitir a automacéo da analise, agilizando a liberacdo de laudos.
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