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“Nao ha nada de nobre em sermos superiores ao proximo. A
verdadeira nobreza consiste em sermos superiores ao que éramos
antes’.

Autor desconhecido



RESUMO

O virus influenza € o Unico com a habilidade desarm epidemias anuais
recorrentes em curto espaco de tempo, atingindustas faixas etarias, ocorrendo com maior
gravidade em criancas e idosos. Este estudo tew® cubjetivo conhecer os aspectos
demograficos e 0 padrdo de sazonalidade das irdece8piratorias agudas (IRAS) causadas
pelo virus influenza em criancas atendidas no Halspifantil Albert Sabin, na cidade de
Fortaleza — Ceara, no periodo de janeiro de 20fulha de 2004. Foram coletadas 1950
amostras de aspirado de nasofaringe de criancasiotmmas de infecgcéo respiratoria aguda.
Todas as amostras foram analisadas por reacdou®floorescéncia indireta. A reacéo de
em cadeia da polimerase com transcricao reversatifiiada em 47 amostras positivas por
imunofluorescéncia indireta dos anos de 2003 e pagd analise da variantes virais (H1 e H3
) e influenza B. Um total de 156 amostras foramitp@as para os virus influenza A ou B,
representando uma prevaléncia de 8%. Entre asc¢d#eccausadas por virus, aquelas
causadas pelos virus influenza A e B representagi?o. O virus influenza apresentou um
padrdo de ocorréncia anual regular, com surtos£epabs durante o primeiro semestre de
cada ano, correlacionados aos periodos chuvosogidds dos periodos epidémicos de
influenza antecederam ou ocorreram concomitantemers® campanhas nacionais de
vacinacdo. Os virus influenza A e B co-circularamtedos os anos de estudo, havendo uma
predominancia significativa do virus influenza A%) em relacéo ao virus influenza B (9%).
Em relacdo ao setor de atendimento das criancasndeagdes por virus influenza observou-
se a maioria delas foi atendida em ambulatérios7¢4B e emergéncia (39,7%). Dezoito
criancas infectadas pelo virus influenza foram ditlas nas enfermarias (11,5%). Com
relacdo a idade das criancas com influenza obsa®aque essas infeccdes predominaram em
criancas até dos dois anos de idade (55%). Infscg@evias aéreas inferiores predominaram
em criancas até dois anos de idade. Cerca de Gfg4%feccdes pelo virus influenza foram
diagnosticadas como infec¢des de vias aéreas stgwrinfeccbes de vias aéreas inferiores
predominaram em criancas até dois anos de idadg¥¥8Nos anos de 2003 e 2004 foram
identificadas as variantes virais A/H3 e B do vinfeienza, com predominancia da primeira
(78,7%).

Palavras-chaves: virus influenza, sazonalidade¢@dio respiratoria aguda infantil.



ABSTRACT

The influenza virus is unique with it is ability éause recurring annual epidemics in a
short time interval, affecting all ages, with larggavity in children and elderly people. The
aim of this study is to describe demographic festuand the pattern of the seasonality of
acute respiratory infections caused by influenzasvin children attended at Albert Sabin
Children Hospital, in Fortaleza — Ceara, over thaqal of January period 2001 at July 2004.
A total of 1950 samples of nasopharyngeal aspiratege collected from chidren with
symptoms of acute respiratory infection. All sangplevere analyzed by indirect
imunofluorescense assay (IFA). Forty seven InflaeAzor B positive samples by IFA, in
2003 and 2004, were submitted to polimerase clesntion with reverse transcription (RT-
PCR) for analysis of viral variant H1 and H3 anfluenza b. A total of 156 samples were
influenza A or influenza B positive, representingravalence rate of 8%. Among the viral
infections, those caused by influenza viruses ssred 24,1%. The influenza virus showed a
pattern of regular annual occurrence, observednduthe first semester of each year,
correlated to the rainy periods. The peak of thielapic periods of influenza preceded or
occurred concomitantly to the national campaigngaatcination. Influenza virus A and B co-
circulated in all years of the study, with a sigraht predominance of the virus influenza A
(91%) over influenza B (9%). Regarding to the madicare setting, the majority of the
children with influenza infection were attended ambulatories (48,7%) and emergency
(39.7%). Eighteen children with influenza were atked in wards (11,5%). Regarding to the
age of the children with influenza these infectipnsdominated in children until two years of
age. About 65,4% of the influenza infections weragdosed as upper respiratory tract
infections. Lower respiratory tract infection preaiaated in children until two years of age.
In 2003 and 2004 were identified the variants A&l B, with predominance of the first
(78,7%).

Keywords: Influenza virus, seasonality, acute aitdrespiratory infection.
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1. INTRODUCAO

1.1 Infeccdes respiratérias agudas

As infeccbes das vias aéreas, flngicas, bacteri@nasgrais, sdo as que mais
freqientemente comprometem o ser humano (FARHAAIL,2002) sendo responsavel por
mais de 25% de todo o atendimento médico domiciéarambulatorial no mundo
(COUCEIRO, 2002) e séo as principais responsawdaspnternacoes na infancia. Os virus
respiratorios tém ganhado destaque apds o dedéimasos por infec¢do bacteriana devido
aos avancos farmacoldgicos e, ainda, a melhoriatétascas de diagnéstico viral revelou
prevaléncias antes subestimadas (KIM et al, 2086igndo relacionadas com 90-95 % das
infeccdes respiratorias (COUCEIRO, 2002). Elescsdsadores de representativa morbidade
e mortalidade na infancia e na velhice.

Nas regides temperadas existe uma clara variagéoaacom picos durante os meses
de inverno. Esta variacdo € menor nos tropicose audrre baixa flutuacdo da temperatura
ambiental. No entanto, estas infec¢cbes estdo aslssciaos periodos de maior umidade e
chuvosos (SHEK & LEE, 2003).

Os rinovirus, coronavirus, adenovirus, enteroyivirsis sincicial respiratorio (VSR),
virus influenza e parainfluenza sédo os principaigsadores de infeccOes respiratérias na
atualidade (MACKIE, 2003). O virus influenza ganlimstaque a partir da grande pandemia
de 1918, sendo preocupac¢do constante da Organizagébal de Saude (OMS).

1.2 Virus Influenza
1.2.1 Historico

O virus influenza é o agente etiolégico da gripea infeccdo respiratoria aguda
(IRA) altamente contagiosa. O nome “influenza’férana italiana do latininfluencig que se
utilizou no século XV para designar epidemias afdhs a influéncia das estrelas, planetas e
poderes ocultos. Os ingleses usaram o termo a parséculo XVII, enquanto os franceses
atribuiram o termayrippe, do qual deriva 0 nome em portugués (MURPHY & WEBR,
1996).

A gravidade das pandemias e epidemias de influeca@aidas no passado fez do virus
influenza o mais estudado, antes da emergénciaime va imunodeficiéncia humana
(AIDS). A gripe tem dizimado populacées em todolanpta desde tempos antigos. Em 412
antes de Cristo (a.C.), Hipdcrates escreveu sabaeoeorréncia. Em Atenas, nos anos de 430
a 427 a.C., foi descrita por Tucidides, a ocorgm® uma praga que poderia ter sido de
influenza (HAYDEN & PALESE, 1997). Historiadores duaedicina acreditam que 12
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pandemias ja ocorreram nestes Ultimos 400 anos€lfjwelas teriam iniciado na China
(KUSZEWSKY & BRYDAK, 2000; POTTER, 1998).

A primeira epidemia realmente bem documentadarec@m 1889, iniciada na Russia
central, e se espalhou por toda a Europa atinggndmérica no inicio de 1890. Em meados
daquele ano, a doenca atingiu todos os cantos mla daracterizando uma pandemia. Cerca
de 300 mil a 1,5 milhdes de pessoas morreram emdadundo, vitimas de pneumonia em
sua grande maioria (POTTER, 1998). Em 1891, apastigacdes, Pfeiffer em seu intuito de
isolar o microrganismo responsavel pela gripe,aisoha bactéria e a denomiBacillus
influenzae determinando esta como agente etiologico da .gEgta bactéria ja havia sido
encontrada por O. Bujwid em uma biépsia no anoranteDe fato, o virus influenza sé foi
relacionado como causador da gripe em 1933 porowimith, Christopher Andrewes e
Patrick Laidlow do Instituto Nacional para Pesqgsib&dicas em Londres (KUSZEWSKY &
BRYDAK, 2000), apesar de ja haver sido isolado emapraga entre as galinhas em 1901
(GLEZEN & COUCH, 1989).

No século passado, ocorreram trés grandes parsleBrna decorréncia da primeira
guerra mundial, ocorreu a gripe “espanhola” em 18if8ctando metade da populacdo
mundial causando cerca de 40 milhdes de morteodmnd mundo (OXFORD et al, 2002).
Foi considerada uma pandemia de viruléncia senegestes (KITLER et al, 2002). Esta foi
seguida pela gripe “asiatica”, em 1957, e depgsee de “Hong Kong”, em 1968. Em 1977,
ocorreu a re-emergéncia viral causando a epideminaial “russa”.

O virus influenza apresenta uma alta prevaléncigut da China. Ha evidéncias da
origem chinesa do virus que causaram as pandemib85Y, 1968 e 1977. Os recentes surtos
em Hong Kong pela gripe aviaria mostram a impoitade vigilancia virologica nas regides
de grande potencial pandémico (NICHOLSON et al3200

1.2.2 Caracterizacao viral

O virus Influenza pertence a famittathomyxoviridaee compreende quatro géneros:
InfluenzavirusA, B, C eThogotovirug VAN REGENMORTEL, 2000) Os virus Influenza do
tipo A possuem varios subtipos que sdo distinguptoscaracteristicas antigénicas de suas
glicoproteinas de superficie: a hemaglutinina (AR neuraminidase (NA) (JONG et al,
2000). Existem 16 tipos de HA (H1 a H16) e 9 de W4 a N9) até entdo identificadas.
Todos os subtipos foram isolados de aves aquéiitde eles se replicam, principalmente, no
trato digestivo de forma assintomatica (BEBY-DEFAWGKal, 2003). Nos homens sdo em
geral encontrados somente alguns subtipos viraidrde Influenza A, possuindo estes uma
HA dos tipos H1, H2 ou H3 e uma das NA dos tiposadIN2 (SIMONSEN, 2001). Estes
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subtipos também foram isolados em porcos, cavalosat&® mesmo em baleias
(MANUGUERRA, 2001). O virion tem um didmetro médig 100 nm, apresenta um
nucleocapsideo de simetria helicoidal e um envelggprotéico que pode assumir uma
forma esférica, ovalada ou alongada (BEBY-DEFAUXIeR2003).

O genoma viral € formado de acido ribonucléico AiRonocatenario, de polaridade
negativa e segmentado (JONG et al, 2000). Os irflueenza dos tipos A e B possuem oito
segmentos, enquanto os do tipo C possuem seteegdwestos de RNA codificam de oito a
dez polipeptidios, em sua maior parte sdo de padedstruturais. Cada segmento de RNA
esta associado a um complexo de transcricdo eaefb constituida pelas proteinas PB1,
PB2 e PA (ou P3 para os virus do tipo C), ainda mucleoproteina (NP) que assegura a
coesdo na formacao da ribonucleoproteina (RNP) (CEIRO, 2002).

O envelope consiste em uma dupla camada fosfagidoriginaria da célula
hospedeira, estando associado pela camada intgnrmedna M1 que lhe confere rigidez. O
envelope apresenta a proteina transmembranar M2ogavirus tipo A, NB para o tipo B e
CM2 para o tipo C, todas apresentando um papelotebd de prétons. A proteina de
exportacdo nuclear (NEP) (antigamente denominada) MSta associada a proteina M1,
mediando a exportacdo das RNPs para o nucleo dia ¢c&l curso da infeccdo. A proteina
NS1, presente somente em células infectadas, milbévacdo de proteinas ativadas por
interferon e regula a expressdo de mensageirotamdue virais por diversos mecanismos
(HAYDEN & PALESE, 1997).

Por fim, as glicoproteinas transmembranares HAAe fdbfrmam espiculas que se
projetam para fora da particula viral em nimerd@e a 500 e sdo encontradas somente nos
virus dos tipos A e B (JONG et al, 2000). Estagiasias possuem 0s principais epitopos para
anticorpos neutralizantes. A HA € composta pordegteias polipeptidicas unidas de maneira
nao-covalente. A infecciosidade viral se manifegtas a clivagem do precursor HAO em
duas subunidades HA1 e HA2. A glicoproteina HA femcdo de reconhecer e se ligar ao
receptor de natureza sialica na superficie daaéifdbctada (HAL), permitindo assim a fuséo
do envelope do virus com a da célula (HA2). A NA ddrus dos tipos A e B possuem a
estrutura tetramérica. A NA promove a clivagem @@ddo HA-acido sialico a fim de
promover a liberacdo dos virus recém formados mipiesua disseminacdo. Nos virus do
tipo C existe apenas um tipo de espicula, a heriaigla esterase (HEF) que executa as duas
funcdes. A proteina HEO é clivada em HE1 e HE2 paraativada (BEBY-DEFAUX et al,
2003). O modelo do virus tipo A pode ser visto imufa 1.
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Influenza A virus
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FIGURA 1 — Representacdo esquematica do viruseinfa.

Fonte http://www.vetscite.org/publish/articles/08@0mg0002.jpg

1.2.2.1 Replicacgao viral

O processo de replicacdo, pode-se dividir em sastapas. A primeira etapa
corresponde a adsorcao do virus a superficie cehlldemaglutinina (HA1) entra em contato
com receptores celulares especificos constituidoglidoproteinas contendo acido sialico ou
acido N-acetil neuraminico (Ac Neu). Existe umadihca de afinidade das HA dos virus em
funcdo dos tipos de ligacao glicosidicas entre dN&a e a galactose. Assim, para 0s virus
aviarios ou equinos e os virus humanos existegotispmente, uma afinidade pelas ligacbes
do tipo Ac Neua2,3 Gal e Ac New2,6 Gal (ITO et al, 1998). Para o virus do tipoaC,
adsorcédo ocorre pela interacdo da HE e os acid@sN9-acetilneuraminicos (BEBY-
DEFAUX et al, 2003).

A etapa seguinte € a internalizacdo do virus hdacpor endocitose. Como o virus do
tipo A € o mais estudado e o mais bem conhecida, g#izado como modelo para descricdo
desta etapa (VAN der WERF, 2001; YEWDELL & GARCIASTRE, 2002; ZAMBON,
2001). A diminuicao do pH no interior do endoss@mamove a fusao do envelope viral com
a membrana do endossoma mediada pela proteinaGbh2.a ativacdo da proteina M2, uma

variedade de canal i6nico, permite a dissociacapragina M1 dos RNPs. Em seguida, 0s
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segmentos de RNA viral sdo encaminhados para eopera serem transcritos com a ajuda
do complexo PB1-PB2-PA. Para efetuar a transcrighojirus sequestra um pequeno
fragmento de RNA da célula que deve iniciar a tag&o. Os segmentos complementares
terdo dois destinos: alguns se comportardo como RIg#Asageiros e serdo traduzidos em
proteinas e outros serao transcritos em RNA congaiéames que constituirdo o genoma viral
dos virus neoformados. Nesta etapa da multiplicagé, a proteina NEP promove a
transferéncia dos RNPs neoformados do nucleo paitoplasma onde sdo mantidos pela
proteina M1. Na fase final da multiplicacdo viradlooe a unido entre os RNPs com o
envelope viral e a saida do virus por brotamengglcoproteinas virais de superficie se
inserem na membrana plasmética e os nucleocapssdeainham sob a membrana onde
ocorrerd o brotamento. A NA desfaz as ligacdes atndos sidlicos da HA e promove a
liberacdo do virion no meio extracelular (BEBY-DBFA et al, 2003; COUCEIRO, 2002).

1.2.2.2 Variagao antigénica

A gripe pode se apresentar de trés formas: espasadepidémicas e pandémicas
(RICHARD et al, 2000). Estas variacdes do surt@eeselacionadas com as formas da
variacdo genética do virus que podem ser pequelessids) ou grandes (deslocamentos)
(JONG et al, 2000; (a) LIN et al, 2004). Os desvé@® responsaveis por epidemias de
extensdo e intensidade varidvel a cada ano e decde®ntos sdo responsaveis pelas
pandemias. As pequenas variacdes antigénicasamesybrincipalmente, da acumulagcéo de
mutacfes pontuais nos genes da HA e NA (COX €(3; LAVER & GARMAN, 2001;
NICHOLSON et al, 2003), tais erros promovem altéescnos dominios antigénicos das
proteinas. Os anticorpos neutralizantes exercerss@oeseletiva até o momento em que
ocorre a emergéncia de uma nova variante virah Espa pode levar a ocorréncia de uma
epidemia que, geralmente, ocorrem em intervald® @& anos para o virus influenza do tipo
A e de 4 a 5 anos para o tipo B (NICHOLSON et 2003). Os deslocamentos ocorrem
apenas com o tipo viral A. Quanto dois subtipoaisiinfectam o mesmo hospedeiro pode
ocorrer a permuta dos segmentos de RNA e assim geraubtipo totalmente novo. Este
evento ocorre nas aves, nos porcos e no proprioemorfAYMARD et al, 1999;
BUONAGURIO et al, 1985; FITCH et at, 1997; HILLEMAN2002; MANUGUERRA,
2002). Assim, o novo virus surge com uma HA e/ouiNéomuns ao sistema imunolégico
das populacdes humanas. Estes sdo responsaveisepalamias mundiais ou pandemias e
surgem em periodos irregulares a razao de tréatraoqpior século (BEBY-DEFAUX et al,
2003).
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1.2.3 Classificacdo e nomenclatura

A nomenclatura das cepas do virus influenza é fEgundo regras internacionais
estabelecidas pela Organizacdo Mundial de SaudeSjO8la é feita a partir de diferentes
informacdes separadas por barra: o tipo do vitusgpedeiro de origem, quando este nao for
humano/local do isolamento/o numero da cepa/e o dnoisolamento seguido da
caracterizagcéo antigénica da HA e da NA no cagoftieenza do tipo A (BEBY-DEFAUX et
al, 2003; FORLEO-NETO et al, 2003).
Ex: A/Brasil/2/78 (H3N2)

1.2.4 Transmissao

O virus influenza causa uma rapida infeccdo e €dié transmissdo, ndo existem
barreiras geograficas que impecam a ocorrénciastéasas epidemias (CHAKRAVERTY et
al, 1986). A transmissao pessoa a pessoa € fegteeatda inalacdo de aerossois de secrecao
nasal (BEBY-DEFAUXet al.,2003; HAYDEN & PALESE, 1997). A taxa de dissengaa
torna-se maior em comunidades fechadas. Os virasvedeis por 24 horas apos a
aerossolizacdo em condicdes de baixa umidade veelatd ar (17-24%), mas perde a
infectividade dentro de uma hora em alta umidadevi@us podem manter a atividade apos
dois dias em superficie ndo-porosa. A dissemina@domites ainda ndo esté clara, mas,
além da transmisséo pelos proprios funcionariode @star envolvida nos surtos de influenza
nosocomiais, (JACOMO et al.,, 2001; HAYDEN & PALESE997). Tais caracteristicas

mostram a grande capacidade disseminatoria do inftuenza.

1.2.5 Epidemiologia
1.2.5.1 Idade

O virus influenza causam infeccbes graves em t@dadaixas etarias e estdo
freqientemente associadas a uma mortalidade ek@resstre os idosos (HAYDEN &
PALESE, 1997; NICHOLSON et al, 2003). As criangasdem a desenvolver complicagbes
sérias e tém um papel importante na introducaossediinacdo dos virus na comunidade
(GLEZEN, 2000). Casos entre criancas na idade asgelalmente tém um pico no inicio do
periodo epidémico, seguidos por infec¢des entencas de baixa idade e adultos. Existem
também evidéncias de que a soroconversdao continuacoarer mesmo no periodo

interepidémico, sugerindo persisténcia viral a@éodo ano (MUNOZ, 2003).
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1.2.5.2 Condic¢des socio-econémicas
A morbi-mortalidade torna-se elevada entre amcaa mal-nutridas e em locais de
pouco acesso a unidade de saude (NICHOLSON e0@8, MUNOZ, 2003). Em condi¢bes

precarias, o risco da infeccdo se agravar € elemadaté seis vezes (MUNOZ, 2003).

1.2.5.3 Sazonalidade

Nas regides temperadas do globo, as epidemiasp#e gcorrem ao longo do inverno
por seis a oito semanas com intensidade variaw&da ano, com data de inicio incerta
(BEBY-DEFAUX et al, 2003). Nas regides intertropg;ao virus pode ocorrer de forma
aleatéria ao longo do ano, muitas vezes ocorrendante o periodo de alta pluviometria ou
mesmo nao apresentando uma sazonalidade distot@endo ao longo de todo o ano. Nestas
regibes a morbidade e a mortalidade s&o provavéémeruito subestimadas (BEBY-
DEFAUX et al, 2003; NICHOLSON et al, 2003).

1.2.5.4 Reservatorios animais

Os principais reservatoérios do virus do tipo A ad8caves aquaticas migratorias, que
albergam todos os tipos de subtipos virais. Estemtealmente sdo transmitidos a aves
domésticas (LIU et al, 2003) e mamiferos (OLSEN)20NEBBY et al, 2001; WEBBY et
al, 2002), dentre estes o homem. Os virus se asplino intestino das aves de forma
assintomatica e séao eliminados nas fezes em grandesidades. Gracas a migracao, 0s virus
se propagam por grandes extensdes e sdo capazesn@eninar animais domesticos
(WEBSTER, 1998). Nos humanos, as criancas sdo demasias o principal reservatorio,

sendo responsaveis pela disseminacao do virustdwapoca de surto (GLEZEN, 2000).

1.2.6 Vigilancia epidemioldgica
1.2.6.1 Vigilancia Global

As infec¢Bes causadas pelo virus influenza jA& som#hbes de casos de ocorréncia
em todo o mundo, tendo ocorrido milhares de mortesjerosas complicacdes e bilhdes de
dolares gastos. A OMS coordena uma rede mundigigilé@ncia de influenza, cujo objetivo
é detectar e prevenir surtos de gripe, que ocopaemcirculacdo de cepas dos virus em uma
populacdo sem imunidade prévia (AULT, 2004; KITLERal., 2002; LAYNE et al., 2001,
WEBBY & WEBSTER, 2003). A idéia surgiu em 1947 gehamobiliza uma rede de 110
laboratorios nacionais em 80 paises, coordenados peguintes centros de referéncia que se

encontram vinculados a OMS: Instituto de Pesquiégdicas do Reino Unido, na Inglaterra,
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Centro de Prevencao e Controle de Doencas (CDG)Estados Unidos, O CSL Limited, na
Australia e o Instituto de Doencas Infecciosas])ajgio.

Em 2001, a OMS iniciou o desenvolvimento de umarig Global para Vigilancia e
Controle do Virus Influenza. Ela esta amparadagpattro objetivos principais: vigilancia do
virus influenza, estudos que aumentem o conhecomswitre a doenca, ampliar o uso da
vacina e acelerar os preparos contra-pandemia. Bim de 2002, o documento foi adotado
apos debate e exposicdo ao publico. O documento pemementas, o estimulo ao
desenvolvimento de métodos de rapida deteccaodds tws subtipos virais, desta forma sera
possivel integrar a vigilancia em humanos e emosuéinimais (WEBBY & WEBSTER,
2003).

Estudiosos do assunto aceitam que uma nova paadénmevitidvel e pode ser
iminente. O maior desafio para o controle do vinfisenza seria determinar a magnitude dos
reservatorios animais. E impossivel determinar toéspectro de subtipos virais que hoje sdo
encontrados circulando entre os animais, mas paggnpriorizados alguns subtipos para a
vacina pandémica. Preliminares mostram que osprgti2, H5, H6, H7 e H9 s&o mais
facilmente transmitidos para humanos. Os subtipogs influenza A, H1 e H3, continuam
circulando na populacéo e sofrendo modificacoesuadisino genoma que permitem a evasao
a imunidade prévia da populacdo e causando surt@maente. Embora as mutacdes possam
aumentar a viruléncia, o que se tem constatade @s|adlois subtipos virais mais dominantes,
H1N1 e H3N2, tém causado infec¢cdes cada vez maisiatias (WEBBY & WEBSTER,
2003). Em contrapartida outros subtipos, agoran@@elos, podem retornar e infectar uma
populacdo que ndo possui imunidade para isto, @moaso do H5N1, causador da influenza
aviaria, que desde 1997, ano de sua emergéncisseasgpou um alto indice de mortalidade
(CLAAS et al, 1998; YUEN et al, 1998). Outros spbs estdo também sendo pesquisados,
como 0s subtipos HIN2, H7N7 e o HON2, também datdest em humanos e animais, como
casos endémicos (CHEN et al, 2001; GREGORY eGal12WEBSTER et al, 1981).

1.2.6.2 Vigilancia no Brasil

No Brasil existem trés grandes institutos que ndegram a esta rede: o Instituto
Oswaldo Cruz, no estado do Rio de Janeiro, o instEvandro Chagas, no estado do Para e o
Instituto Adolfo Lutz, no estado de Sdo Paulo. @npiro é considerado laboratério de
referencia nacional, enquanto os outros dois deéetia regional. A rede foi ampliada com a
adesdo de LACENs de varios estados. Mesmo assgitangia da influenza no Brasil
apresenta ainda alguns obstaculos, como abrangd@india limitada das unidades sentinelas;
a infra-estrutura deficiente da rede de laborasgririncipalmente no que diz respeito a
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caracterizacdo completa dos virus identificadosglialacdo dos indicadores epidemiologicos;
0 aperfeicoamento dos mecanismos de gerenciamendadbs e a producado e disseminacao
de informacdo sobre a gripe que hoje ainda é mmagtita (SVS, 2004). Estes laboratérios
integram a Rede Nacional de Vigilancia da Influeqeate do Ministério da Saude, e visam a
identificacdo de cepas nas regides sul, sudestgpeseste e norte do Brasil (PAIVA et al,
2003). Existem diversos estudos ja feitos que raostraracteristicas diferentes de acordo
com o local de estudo, mas, em geral, sdo feitosfodma aleatoria e descontinua
(DONALISIO et al 2003; MARTINS et al, 2002; MOTTA al, 2000; MOURA et al, 2003;
PAIVA et al, 2001 PAIVA et al, 2003; SANTOS et 4B97; STRALIOTTO et al, 2002).

O Ceara foi integrado a rede nacional de vigilamgainfluenza no ano de 2004,
através da inclusdo de unidades sentinelas e duordtébio Central (LACEN) em Fortaleza.
Trés anos antes, em 2001, foram iniciados os trabglesquisa sobre viroses respiratorias no
Laboratorio de Virologia, do Departamento de Pafielee Medicina Legal da Universidade
Federal do Ceara em parceria com o Hospital Infatiiert Sabin da Secretaria de Saude do
Estado do Ceara, de onde procede a populacaouti® est

1.2.7 Manifestacgdes clinicas

A gripe é uma doenca que possui um curto periodoaidacdo podendo levar de um
a dois dias (KUSZEWSKI & BRYDAK, 2000), tendo umrfmelo agudo que pode durar até
sete dias. A sintomatologia classica é comum asd@utras infec¢des respiratorias: febre, dor
de garganta, cefaléia, mialgia, prostracdo, malregtral, tosse e coriza (ZAMBON et al,
2001). Problemas pulmonares, de coracgdo, cérelgagd, rins e musculos também podem
ocorrer. A doenca é fulminante geralmente quanaerea infeccdo primaria por uma cepa
de alta viruléncia seguido por infeccao bactersew@indaria (NICHOLSON et al, 2003).

Entre as criancas o0s sinais clinicos sdo semelhans encontrados em outras doencas
respiratorias e ndo-respiratorias (SANNI et al, D0@Iém das manifestacBes clinicas mais
comuns ocorre também irritabilidade, anorexia, ¥émdiarréia, dor abdominal, letargia,
dificuldade respiratoria, dispnéia e apnéia. A dgbode apresentar uma temperatura superior
a 40°C e casos de otite também estdo presentegi@ngas menores de trés anos. Em
criangcas menores de cinco anos € comum enconssg, tanite e febre, e em criangas com
poucos meses é mais freqlente apresentar apena$ebreamuito alta com auséncia de
qualquer outro sintoma. Em neonatos é maior a &coia de internacdo (MUNOZ, 2003).

Podem ocorrer complicacdes que incluem pneumorah il por infecgcdo secundaria
bacteriana, bronquiolite, laringotraqueobronquite @tite média. Complica¢des fora do trato

respiratorio incluem a miosite, miocardite e commpetimento do sistema nervoso central que
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envolve a encefalite, ataques febris e sindromBaje. A persisténcia de febre e tosse séo

indicativos de complicacdo do quadro (SANNI efal4).

1.2.8 Patogenia e resposta imune

Os disturbios respiratérios virais sdo 0s mais (feedes e que apresentam maior
dificuldade de prevencédo de todas as doencas io$as; variando em intensidade desde um
resfriado comum, desconfortavel, mas autolimitalopneumonias de alto potencial de
letalidade (GUTIERREZ et al, 2001; HAK et al 2003)Ademais, as infec¢des virais
danificam o epitélio bronquico e obstruem as viéseas, levando assim a uma infeccéo
secundaria por bactérias, comoSo pneumonigeStaphylococcus spe Haemophilus sp.
(CONNOLY et al,1993; SOCAN, 1999; SAMUELSON, 2000). O virus inflza é causador
de infeccdes respiratorias altas (rinite, sinusitée média, faringite e amigdalite) e baixas
(laringotraqueobronquite, bronquiolite, pneumonizisticial e pleurite), incluindo também o
comprometimento cardiaco (BELSHE et al, 1998; NAGHA&t al, 2000; NICHOL et al,
1994).

Embora o sitio de replicacdo inicial seja o emté&lliado tragueobronquial, todo o
trato respiratorio pode ser envolvido. O virus pseedetectado nas secre¢cdes 24 horas apos
o0 inicio da doenca. Os titulos virais sdo altossesecdes nasofaringeas por até 72 horas e
depois declina até o quinto dia. Em criancas deabidiade, os titulos virais sédo altos por um
longo periodo, sendo possivel detectar o virus n@gu semanas apo0s 0 inicio da
sintomatologia (NICHOLSON et al, 2003).

Histologicamente, a infeccdo pelo virus influenesuita numa resposta celular
inflamatéria da mucosa, que consiste principalmeste mondcitos, linfocitos e alguns
neutroéfilos. Verifica-se a presenca de edema desabsa. O tecido pulmonar pode revelar
doenca da membrana hialina, enfisema alveolar ®msedas paredes alveolares (MURRAY
et al, 2000). A mucosa tumefacta e o exsudato sespodem obstruir os canais nasais, seios
paranasais ou tubas de Eustaquio e acarretar fi@egdo bacteriana secundaria supurativa. A
amigdalite induzida pelo virus é freqiente em caan embora ndo esteja relacionada a
formacdo de abscessos e supuracdo como ocorre &ucdes estafilocécicas e
estreptocécicas.

Na infeccdo do trato respiratorio inferior, comolaingotragueobronquite e a
bronquiolite, ha uma abundante producdo de exsus&to como a tumefacdo das cordas
vocais. O comprometimento da funcdo mucociliar bedéece uma porta de entrada para
infecgBes bacterianas secundarias que podem levguaaro de pneumonia (SAMUELSON,
2000).
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A recuperacao esta relacionada a producdo dderiere as respostas imunologicas
celulares. As respostas das células T sdo impesgdra a recuperagdo e imunopatogenia.
Entretanto, a infec¢do pelo virus da influenza idepia funcdo dos macrofagos e das células
T, dificultando a resolucdo imune (MURRAY et al,08). A recuperacao freqientemente
precede a deteccao de anticorpos no soro ou nagses.

A protecdo contra a reinfeccdo esta primariamasseciada ao desenvolvimento de
anticorpos anti-HA, porém anticorpos contra a N&li@m tem caréter protetor. A resposta
humoral € especifica para cada cepa de virus beeza, porém a resposta imune celular é
menos especifica podendo responder a cepas ddsrdatmesmo tipo viral (NASH, 1999).
Os principais alvos antigénicos sao as proteinasPB2, M1 e HA (BEBY-DEFAUX et al,
2003). Os sintomas classicos e a evolucdo da dafwaeterminados pelas respostas do
interferon e das células T e pela extensdo da pedacido epitelial. O reparo do tecido
comprometido € iniciado dentro de 3 a 5 dias apaparecimento dos sintomas, mas pode
exigir um més. (MURRAY et al, 2000; ABBAS et al,d)).

Estudos sobre a alta patogenicidade do virus imfuelerivam de estudos com virus
influenza aviario. Tais investigacfes sao potenaalte relevantes para a doenca humana
porque alguns mecanismos de patogenicidade empax¢isn ocorrer em mamiferos, além
disso, as novas cepas de influenza tem tido origameservatorios aviarios. O tropismo por
tecidos e a capacidade de disseminacdo sisténocass@ais importantes determinantes na
patogenicidade em aves. A correlacdo moleculapdgziedades patogénicas reside no sitio
de clivagem da HA. No entanto, em mamiferos, outitres também sao determinantes de
patogenicidade com a proteina NS1, PB2 e NA.

Estudos gendémicos em material humano preservagartiemia de 1918 constataram
que a alta patogenicidade do virus néo tinha @gdel molecular da HA com a viruléncia em
cepas aviarias. Estudos promoveram ensaios de bawagdo no gene codificador da HA, o
que modificava a estrutura final da proteina e tatasam, em camundongos, que ocorria um
aumento substancial na viruléncia, porém estaagfier ndo é suficiente para explicar a sua
patogenicidade (NICHOLSON et al, 2003).

1.2.9 Profilaxia e tratamento

A imunizagdo anual com vacinas contra influenza ®@do a principal medida
profilatica da gripe e reducdo da morbidade e rMdade relacionada a doenca. Atualmente
sao distribuidas entre 180 a 200 milhdes de dasgaana no mundo (FORLEO-NETO et al,
2003). O continuo impacto que o virus ainda possuipopulacdo motiva o continuo
desenvolvimento de estratégias para a prevencdmnéole. A vacina inativada de



26
administracdo parenteral tem sido usada desdeass4dy ela é composta pelas cepas virais
mais recentes produzindo anticorpos protetorestérB® dos casos, e em idosos (acima de
65 anos) a protecdo chega a 80%. A vacina hojéiizada, pois em geral a faixa etaria
entre 18 a 64 anos acaba sem vacinacdo (BRIDGHER).2Estudos estdo sendo realizados
buscando aumentar a imunogenicidade da vacinavartigade de material. Também estéo
sendo utilizados recursos da biotecnologia e bialaglecular para a preparacao de vacinas
vivas ou atenuadas. Afora isto, também estdo emestss uso da vacina associada a
adjuvantes.

A atual vacina licenciada € a trivalente que cortgppslo hemaglutinina purificada ou
parcialmente purificada por extracdo em detergdosevirions inativados. Cada dose contém
pelo menos 15ug de HA de cada cepa em sua fornoutaestimula a imunidade devido a sua
forma de administracdo parenteral (KEMBLE & GREENRE, 2003). Em criancas, um
estudo demonstrou uma alta protetividade (BELSHEalgt1998). A vacina estimula a
producao de anticorpos inibidores de hemaglutinina.

O uso da vacina com adjuvante, de administracaenfsanl, aumentaria a sua
imunogenicidade, podendo assim diminuir a quanédielHA disponivel por dose. O uso de
hidroxido de aluminio (HEHME, 2002) e compostogiticiados ja mostraram conseguir uma
elevacdo na imunogenicidade da vacina (NICHOLSON012 PODDA, 2001;
RIMMELZWAAN, 1997; RIMMELZWAAN, 2001).

Embora a administracdo da vacina pela via intrdnasa tese, pudesse aumentar a
protecdo e promover uma imunidade de mucosa a &dmgéo a vacina convencional
mostrou-se ineficaz por esta via (WALDMAN, 1969)mEestes com modelo animal
utilizando a vacina combinada com adjuvante tern tiesultados promissores (BOYCE,
2000; GLUECK, 2001; PLANTE, 2001). Também ja existetestes com vacinas
recombinantes e vacinas de acidos nucléicos (HEINIDRZ2; NEIRYNCK, 1999; ULMER,
2002).

Como tratamento e uso profilatico, hoje existemsdakasses de drogas para a
influenza: os inibidores da M2, amantadina e riradima, e os inibidores da neuraminidase,
zanamivir e 0 oseltamivir. A acdo dos inibidoresMi2 s6 ocorre sobre os virus do tipo A
(HAY, 1989; SUGRUE & HAY, 1991). Apesar da sua éfim comprovada, os efeitos
colaterais como comprometimento hepatico e renaban sendo pouco indicados para
pessoas idosas (WILLS, 1989; WU et al, 1982). @sdares de NA possui atividade sobre
os virus dos tipos A e B (PALESE et al, 1974; VOXS$TEIN et al, 1993), mas também
possui restricoes para pessoas com insuficiénosl (#IcCCLELLAN & PERRY, 2001). O
uso profilatico € questionado devido a possibiledaih selecdo de cepas resistentes. Mas
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estudos mostraram a possibilidade das drogas cem@nofilatico durantes os periodos de
picos dos surtos da influenza (DOLIN et al, 1982ALB8RAITH et al, 1969; HAYDEN et al,
1999; MONTO et al, 1979; MONTO et al, 1999).

1.2.10 Diagnéstico clinico e laboratorial

A apresentac¢do de sintomas clinicos ndo pode st@rgliido daqueles provocados por
outros agentes etiologicos de doencas respirat@iaxipalmente aqueles de origem viral.
Para a determinacao efetiva do agente, os diagosstiinicos sdo geralmente correlacionado
aos periodos de surto (BEBY-DEFAUX et al, 2003) t€tes para influenza poderiam ajudar
no tratamento clinico na administracao de antisjnadrém testes rapidos e sensiveis para este
fim ainda s&o muito caros.

A utilizacdo das drogas antivirais pode ser endms®s estudos epidemioldgicos
prévios, correlacionando o periodo de surto conm@reatologia apresentada. Em geral o
tratamento € bem aplicado para dois tercos do®masi. Tosse e febre (37-38°C) sdo os
maiores indicativos da influenza, mas podem néaar gsesentes em pessoas mais idosas.
Entre 25 a 50% dos pacientes com doenca gripabeqiaem estes sintomas durantes os
periodos de surto (NICHOLSON et al, 2003).

A deteccdo do virus influenza é feita por quatestentes principais: a cultura de
células; deteccdo por sorologia; detec¢do do amtigéal (por fluorescéncia com uso de
anticorpos, imunoensaio enzimatico e optico ouiddtle enzimatica da NA) e deteccéo do
acido nucléico por reacdo em cadeia da polimeRGR].

Em um laboratério convencional de diagndstico parairus influenza as técnicas
usadas sdo baseadas no isolamento viral e detsogéldgica. No isolamento viral sdo
utilizadas as célulasptimary rhesus monkey(PMK) ou “Madin-Darby canine kidnéy
(MDCK). O teste é aceito como padrao-ouro. As edluddo examinadas para analise de
efeitos citopéticos e testadas por hemadsorcdo amrfirmacdo por imunofluorescéncia,
utilizando anticorpos monoclonais contra o virdgienza A e o virus influenza B. O ensaio
pode levar até 14 dias o que significa a inviahdiel como diagndstico que resulte em um
tratamento para o paciente. No entanto, o uso livacé necessario, pois é a unica forma de
isolamento e deteccéo pela vigilancia epidemiokdgie novos subtipos virais circulantes o
que afeta diretamente a formulagéo da vacina (GA&MNHOMSON, 2003).

As técnicas soroldgicas tém por base a deteccdiultess de anticorpos especificos
contra o virus na fase aguda da infeccdo e nadfasenvalescenca. Sao utilizados os ensaios

de inibicAo da hemaglutinagdo, imunoenzimaticoad@o do complemento e testes de
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neutralizacdo. E pouco recomendado como técnicdiadmostico de suporte clinico sendo
mais indicado como aliada de pesquisas epidemadédiCOX & SUBBARAO, 1999).

Os diagnosticos para a detecgéo antigénica saddecedos testes rapidos que podem
ser realizados em apenas um dia. No entanto, t&s t&%0 passiveis de uma alta variabilidade
de resultados que podem apresentar uma sensikildad0 a 100% e uma especificidade de
80 a 100% (CHAN et al, 2002; DAISY et al, 1979; D@ et al, 1998; LEONARDI et al,
1994; RAY & MINNICH, 1987). Os testes também depamdlo tipo, qualidade e transporte
do material estudado, além disso, da idade e estadooldgico do paciente. Aspirados
nasais sao os melhores espécimes para coletaljjanato esfregacos de gargantas os testes
apresentam uma performance muito baixa (COVALCIUGle 1999; HINDIYEH et al,
2000; KAISER et al, 1999; McQUILLIN et al, 1985; NOLA et al, 2000).

Para o desenvolvimento das técnicas molecularesletieccao viral, o principal
problema enfrentando foi a variabilidade genétioavtus influenza que é muito alta. No
entanto, o éxito foi obtido com a técnica de PCsbeiado com a transcricdo reversa (RT-
PCR) que mostrou uma sensibilidade muito superiodas técnicas convencionais
(STEININGER et al, 2002), sendo*1® 16 vezes mais sensivel quando comparado a técnicas
como cultura de célula e ELISA, respectivamente.n®eio do uso de iniciadores moleculares
€ possivel determinar os subtipos virais, alémodis®mbinando mdltiplos iniciadores
especificos (RT-PCR multiplex) é possivel realinara deteccdo molecular de multiplos
virus em uma unica reacéo (ELLIS et al, 1997; STOOK et al, 1998; FAN et al, 1998).

1.3. Importancia do Estudo

Diante da falta de informacdes locais, torna-ses&rio a realizagdo desse trabalho
no sentido de se obter dados sobre a ocorrénciaféasdes pelo virus influenza em criancas
atendidas em hospital da cidade de Fortaleza.

Uma série de questionamentos poderdo ser respendiolds este estudo: Seria a
prevaléncia das infec¢des pelo virus influenza Bamgas atendidas em hospital de Fortaleza
semelhante a observada em outros locais do Bradib enundo? Existe um padréo de
sazonalidade na regido? As campanhas naciona@sctdegao contra a influenza ocorrem em
um periodo adequado a realidade da cidade de ézafal H4 uma co-circulagcdo dos virus
influenza A e B em Fortaleza? Quais 0s aspectoscol dessas infeccdes? Quais as
caracteristicas antigénicas dos virus relacionaddsSpera-se observar aspectos
epidemiolégicos distintos aos encontrados em ougetidos e mesmo, ao estudo

anteriormente realizado nesta cidade, entretaptdhyuma afirmacao pode ser feita.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Conhecer o perfil epidemiolégico das infeccdes iratjrias agudas causadas pelo
virus influenza em criangas atendidas no Hospiffantil Albert Sabin (HIAS), na cidade de

Fortaleza — Ceard, no periodo de janeiro de 2¢0lh@ade 2004

2.2 Objetivos especificos
Verificar a prevaléncia do virus influenza em rétagas IRAs gerais e as IRAs

causadas pelos virus pesquisados durante o peléoelstudo;

Descrever a existéncia de um padrao de sazonaldtagé&us influenza em Fortaleza

durante o periodo de janeiro de 2001 a julho d&200

Verificar a época de ocorréncia dos periodos epm&de influenza em Fortaleza em
relacdo as campanhas nacionais de vacinagdo argrgpe para idosos do Ministério da
Saude do Brasil;

Determinar a prevaléncia dos tipos antigénicosBAde virus influenza e dos subtipos
virais A/H1 e A/H3 no periodo de janeiro de 20Juilao de 2004.

Descrever as caracteristicas epidemiologicas decgib pelo virus influenza na

populacao estudada;

Observar a ocorréncia dos subtipos virais (H1 edd3virus influenza A no periodo
de janeiro de 2003 a julho de 2004.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Descricao do estudo
3.1.1 Tipo de estudo

Este estudo foi do tipo observacional, analititansversal, realizado 43 meses de
janeiro de 2001 a julho de 2004.

3.1.2 Local do estudo

O estudo foi realizado na cidade de Fortaleza,litada no litoral do Ceara. Esta
compreendida em uma area de 331,14Kmz2. Predongtima tropical, com umidade relativa
média do ar de 77,0% e temperatura média anuabero te 27°C. A Grande Fortaleza é
composta pelos municipios de Aquiraz, Caucaia, @ano, Eusébio, Guailuba, Horizonte,
Itaitinga, Maracanau, Maranguape, Pacajus, Pacat @& Goncalo do Amarante. De acordo
com as Ultimas estimativas do Instituto Brasileite Geografia e Estatistica (IBGE) a
populacao de Fortaleza até Julho de 2004 encordmem 2.332.657 habitantes.

Os pacientes do estudo foram selecionados do Hb&piantil Albert Sabin (HIAS),
localizado na cidade de Fortaleza. O HIAS é o maispital publico em atendimento
pediatrico do estado, é um centro de especialiddeledencéo terciaria e realiza em torno de
8615 atendimentos ambulatoriais, 4475 emergeneiaid3 internacdbes mensalmente. As
amostras foram coletados em trés setores distiatolulatérios, emergéncia (consultorios de
pronto atendimento e observacéo), e enfermarids deareanimacdo, enfermaria de servico
de pronto atendimento, enfermarias dos blocos Abéd de 0-3 meses, D — cirurgia, E —

pneumologia e unidade de terapia de urgéncia).

3.1.3 Critérios de inclusao

A selecdo dos pacientes baseava-se nos seguitdess de incluséo:
Criancas atendidas nos setores de ambulatériogénea e enfermaria do HIAS.
Quadro clinico compativel com IRAs das vias aésegeriores e/ou inferiores
Presenca de secrecdo nasofaringea.

Tempo maximo de sete dias de inicio dos sintomas.

3.2 Coleta de dados
3.2.1 Coleta de material

A coleta da amostra clinica era feita em quatre geda manha, entre segunda e sexta-
feira, pelo coordenador do projeto ou estudantegralduacdo e pos-graduacao participantes
de trabalhos de pesquisas realizadas no Laborati@rid/irologia do Departamento de
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Patologia e Medicina Legal da Faculdade de MedidadJniversidade Federal do Ceara(
LV-DPML-UFC). O espécime clinico escolhido foi segfio de nasofaringe (SNF), coletada
por meio de aspiragdo. A coleta de SNF era feitaupta sonda uretral (nimero 4, 5 ou 6),
acoplada a uma seringa de 20mL (Figura 2), segartdonica de Gardner e McQuillin, 1980.
A sonda era introduzida em umas das narinas dtéara da nasofaringe (aproximadamente a
distancia média entre o ouvido e o nariz). O privaedto era realizado nas duas narinas
quando o volume suficiente para a analise (em tden@mL) ndo era obtido na aspira¢do da
primeira narina. Ap0s a coleta o equipamento detaoéra armazenado em sua propria
embalagem, identificado e acondicionado em caixasa®@or contendo gelo reciclavel. Desta
forma, as amostras eram transportadas até o LV-DBMC, onde eram mantidas
refrigeradas a 4°C por um periodo de no méximorashaté o seu processamento.

FIGURA 2 - Equipamento de aspiracao de secrecaasiafaringe.

3.2.2 Entrevista e preenchimento da ficha epidemiagjica

Apoés a avaliacédo clinica, a crianca era encammlpada o responsavel pela coleta do
material clinico. Antes da realizacdo da coletaplgtivos do estudo e a forma de coleta
eram claramente informados. Apds a obtengcdo doeatingento escrito do responsavel pela
crianca (Anexo A), a coleta se iniciava. Os respues pelas criangcas respondiam a uma
série de perguntas e forneciam os dados para esro da ficha epidemioldgica
padronizada (Anexo B). Informacbes sobre aspediogcas, exame fisico e definicdo do

diagnostico eram fornecidos pelo médico que prasatéendimento a crianca.

3.3 Questodes éticas
O estudo recebeu parecer favoravel do Comité da Eth Pesquisa do HIAS em 12
de junho de 2000, através oficio n° 08/00.
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3.4 Processamento do material clinico

O processamento das amostras foi realizado commpotenaximo de duas horas ap0s
a coleta. As secrecfes de nasofaringe eram co®edaubos de centrifuga de poliestireno
com tampa em rosca, capacidade de 15mL, contenda@8mmeio essencial minimo com sais
de Earle (MEM-E), adicionado de penicilina-estreptona, glutamina e bicarbonato de
sbédio. A secrecdo foi homogeneizada para que daséke desprendessem do muco,
utilizando-se para isso uma pipeta Pasteur coreetagna péra de aspiracao.

Uma aliquota de 1mL era colocada em criotubo e zenado a —20°C. O material
restante era centrifugado a 1500RPM (400xg), pomirutos, a temperatura ambiente. O
sobrenadante era armazenado em outro criotubolemrmonservado a —20°C para a analise
genética posterior. O sedimento era diluido em &mgalina-fosfato (PBS), em quantidade
relativa a quantidade de sedimento disponivelpded a proporcionar uma boa suspenséao de
células. Esta era aplicada em laminas proprias @eraucdo da reacdo imunofluorescéncia
indireta (RIFI). Normalmente eram preparadas té@sirlas, dependendo da quantidade de
sedimento da amostra. A primeira era destinadagetn, onde os dois orificios centrais eram
preenchidos, e outras duas eram destinadas ao eéggéeifico, onde oito orificios eram
preenchidos (Anexo C). O sedimento era seco enfiaeat@7°C e fixado em acetona a 4°C
por 10 minutos. Apds a evaporacdo da acetona, ¢ieese a RIFI ou as laminas eram
estocadas a —20°C até o momento da analise. Oneagiee processamento € visto no Anexo
D.

3.5 Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

O método de RIFI foi empregado como diagnésticadmplas IRAs virais. Para a
andlise foi utilizado drespiratory Panel | Viral Screening & Identificatidkit (Chemicon
Internacional Inc.), que é capaz de realizar ifieagdes qualitativas dos virus: virus sincicial
respiratorio (VSR), adenovirus, influenza A e Baeginfluenza 1, 2 e 3.

Apbs o preparo das laminas era realizado a RIFBoGs laminas houvessem sido
congeladas, elas passavam por um novo processxages. Na lamina de triagem, era feita
a deteccao por meio de anticorpos monoclonaisjadae IgG de camundongos, especificos
para os virus acima relatados. Foi aplicado em dfitio da lamina 13uL de anticorpos e
13uL de soro controle negativo no outro orificice Aminas foram incubadas em camara
Uumida a 37°C por 30 minutos. Em seguida eram lavadaPBS por imerséo por 4 minutos e
submetidas a secagem na estufa a 37°C por, aprdaimente, 1 hora. O segundo anticorpo
anti-lgG de camundongo, conjugado ao isotiocian@dluoresceina, era aplicado sobre os

orificios da lamina. Eram mantidas nas mesmas c¢0adide incubacdo da etapa anterior,
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mantendo ao abrigo da luz. Apos a secagem final l@i@$nas, aplicava-se o Oleo de
montagem e cobria-se com a laminula. Para a visigdlo era utilizado um microscépio de
imunofluorescéncia da marca Olympus, modelo BXaleésquema da imunofluorescéncia é
visto no anexo E. Considerava-se como resultaddiymgara a triagem a presenca de
inclusdes fluorescentes no citoplasma ou no nidsacélulas da nasofaringe.

A etapa de identificacdo qualitativa do virus effiecera procedida apés o resultado
da triagem ter sido positivo. Para isso utilizavsemanticorpos monoclonais especificos para
cada um dos sete virus citados anteriormente. édwhoia-se por orificio 13uL de cada
anticorpo especifico e mais um com soro controgateo. As etapas que procediam este
momento sdo as mesmas da triagem (Anexo E). Coasaa identificacdo positiva para os
virus influenza A e B a presenca de fluorescénnifoume no ndcleo e/ou no citoplasma
(Figura 3).

Citoplasma com inclusoes

FIGURA 3 - Células positivas para virus influenza RIFI.

3.6 Tipagem e subtipagem génica da hemaglutininarai

Para identificar a hemaglutinina dos tipos virdentificados por imunofluorescéncia
nos anos de 2003 e 2004, foi utilizada a técnicBR@R. A técnica de extracdo do RNA viral
foi executada segundo Boom et al. (1990) e a téaecPCR foi executada segundo Ellis et
al. (1997). Esse procedimento foi realizado no katiwio de Virus Respiratérios do

Departamento de Virologia do Instituto Oswaldo Cnz Rio de Janeiro.

3.6.1 Extracdo do RNA viral
As amostras clinicas armazenadas e congeladas EM-B) foram decongeladas a

temperatura ambiente. Em um tubo de 1,5mL de fuwdddico, foram adicionados 840uL de
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tampéao L6 (EDTA, Tris-HCI, Triton e GUSCN), 20uL sitica e 150uL de amostra clinica. A
suspensao era homogeneizada e incubada a tempemtbiente por 10 minutos. A
suspensado entdo era centrifugada a 10000rpm posedOndos e o sobrenadante era
desprezado em solucdo de NaOH 10M. O precipitadtat@do duas vezes em 1mL de
tampéao L2 (Tris-HCI, triton e GUSCN), duas vezes donlL de etanol a 70% e uma vez em
1mL de acetona PA a temperatura ambiente. O ptad@iera seco a 56°C por 10 minutos.
Por fim adicionava-se 30uL de agua milli-Q livre @NA e 1pL de inibidor de RNAses, e
novamente mantidos a 56°C por 10 minutos. ApOs dss@p0, a Ssuspensao era
homogeneizada e centrifugada a 12.000rpm por 5tosn® sobrenadante, contendo o acido

nucléico extraido, era coletado e, imediatamerstkzeesa-se a transcricao reversa (Anexo F).

3.6.2 Transcricao Reversa (RT)

A reacdo de transcricdo reversa (RT) é necesg@mia a obtencdo do DNA
complementar (cDNA) a partir do RNA viral. Uma aidga de 22,2uL do sobrenadante da
extragcdo era transferida para um tubo de 200uLlendot17,8uL da mistura da RT (Tampéao
PCR 10X, dNTPs 10mM (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), Mg@hM, M-MLV RT 200U/uL,
RNase out 40U/uL e iniciadores aleatérios ()INJsibco BRL). A solucdo final era
incubada a 37°C por 1 hora para que ocorresse @ RB5°C por 5 minutos desnaturando a

enzima e parando a reacao.

3.6.3 PCR

A reacdo de PCR era feita em duas fases de arapéfic Na primeira amplificacéo,
uma aliquota de 20uL do produto de RT era tramEfgpara um tubo de 200uL contendo
80uL da mistura de 12 PCR (Tampao PCR 10X, MgCl M0nmiciadores de 12 PCR
5pmol/uL, Tag polymerase 5U/pL e agua Milli-Q livde DNA). A mistura possui trés pares
de iniciadores especificos para a deteccdo dogpeshiirais do influenza A/H1L e H3 e o
virus influenza B. A reacdo de PCR a partir do cD&lAeita em termociclador com uma
etapa inicial de desnaturagéo de 94°C por 2 mingeguidos por 30 ciclos de: 94°C por 1
minuto para a desnaturac¢ao, 50°C por 1 minuto @arselamento e 72°C por 1 minuto para a
extenséo.

Um novo ciclo de reacao da polimerase em PCR hadwm(nested PCR) era realizado
utilizando iniciadores internos aos produtos dempiia PCR. Uma aliquota de 2uL do
produto da 12 PCR era transferida para outro ted?d0@uL contendo 48uL de mistura da 22
PCR (Tampédo PCR 10X, MgCl 50mM, iniciadores de @RFPSpmol/uL, Taq polymerase
5U/uL, dNTPs 10mM e agua Milli-Q livre de DNA). Aegunda reacédo era feita em uma
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etapa de desnaturacdo de 94°C por 2 minutos, segléd 94°C por 1 minuto para a
desnaturacao, 60°C por 1 minuto para o anelame@@’@ por minuto para a extensao. O

iniciadores da reacao de 12 e 22 PCR e 0s seustpsaestdo no Quadro 1.

QUADRO 1 - Descricao dos iniciadores utilizadogemcao de RT-PCR

Tamanho
12 Iniciadores Sequéncia dos nucleotideos do
PCR produto
(pb)
H3 Iniciador direto AH3A CAG ATT GAA GTG ACT AAT GC 883
Primer reverse AH3DII GTTTCT CTG GTACAT TCC GC
H1 Iniciador direto AH1A CAG ATG CAG ACACAATAT GT 1015
Iniciador reverso AH1FII AAA CCG GCA ATG GCT CCA AA
B Iniciador direto BHAA GTG ACT GGT GTG ATACCACT 900
Iniciador reverso BHADII TGT TTT CAG CCA TAT TGG GC
Tamanho
2 Iniciadores Sequéncia dos nucleotideos do
PCR produto
H3 Iniciador direto AH3B AGC AAAGCT TTC AGC AAC TG 591
Iniciador reverso AH3CII GCT TCC ATT TGG AGT GAT GC
H1 Iniciador direto AH1B ATA GGC TAC CAT GCA AAC AA 944
Iniciador reverso AH1EIl CTT AGT CCT GTAACCATCCT
B Iniciador direto BHAB CAT TTT GCA AAT CTC AAA GG 767
Iniciador reverso BHACII TGG AGG CAATCTGCTTCACC

3.6.4 Visualizacao dos Produtos Amplificados

A visualizacéo do produto da 22 PCR, foi realizpdoeletroforese em gel de agarose
a 1% (agarose wide range/routine 3:1) com tamp&wudela TBE (Tris-HCI, EDTA e &cido
bdrico) entre 90 a 100 volts por cerca de 1 hora.

No primeiro poco do gel de agarose, eram adicione&®UL de marcador de peso
molecular de 100 pares de bases (pb), “DNA ladd&ibco BRL), seguido de 5uL dos
produtos de cada reacdo adicionado de 1pL de eosant nos pocos subseqlientes. Apos a
corrida eletroforética, o gel era submerso em Soluge brometo de etidio 0,1% por 10
minutos e visualizado em luz ultravioleta (Wrighag 1995). Os géis eram fotografados para

seu arquivamento (Figura 4 e Anexo G).
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CONTROLS
H1 B

123456789 101112131415

H1 944
B 767
H3 591

FIGURA 4 - Gel fotografado exibindo a diferencarerts trés produtos de PCR para os virus infludnza e
H3 e o virus influenza B.
Fonte: Ellis et al., 1997

3.7 Andlise estatistica dos dados

A andlise estatistica foi realizada utilizandoese programas estatisticos Epi-Info
6.04d e SSPS para Windows versédo 10.0. Para seamfdscritiva dos dados foram usados
graficos e tabelas. A transformacéo utilizada n@éval dependente foi a raiz quadrada. A
correlacdo de Sperman foi utilizada para analigatagdo entre os casos de gripe e o indice
pluviométrico. O nivel de significancia estatisticade 5,0%.



4. RESULTADOS

4.1 Prevaléncia das IRAs e infec¢des pelo virus influgza

De janeiro de 2001 a julho de 2004 foram coletatS0 amostras de secrecao de
nasofaringe, sendo 569 (29,2%) em 2001, 485 (24¢9#62002, 539 (27,6%) em 2003 e 357
(18,3%) em 2004. Desse total, 647 (33,2%) foramtigas para pelo menos um dos sete
virus pesquisados (VSR, adenovirus, virus influexeaB e parainfluenza 1, 2 e 3). Ao todo
156 amostras (8%) foram positivas para o virusiémfza (A e/ou B). A infeccdo pelo virus
influenza entre os IRAs virais apresentou uma péexcé de 24,1%. Na Figura 5 € possivel
ver a distribuicdo do numero total de IRAs pelosiwvinfluenza e o total de IRAs virais nos

guatro anos de estudo.
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FIGURA 5 — Distribuicdo anual dos casos de infeagpiratoria viral e infeccéo pelo virus
influenza

Nos quatro anos de estudo a prevaléncia do viflisenza A variou entre 8,2 a
10,7%, tendo representado 7,3% do total de amasttatados em todo o trabalho. Ja o virus
influenza B apresentou uma freqiéncia entre 0,3% % e representando um total de 0,6%
ao final da pesquisa. Ambos os virus, influenza B eo-circularam em todos os anos de
estudo havendo uma predominancia significativa idasvinfluenza A (91%) em relacdo ao
virus influenza B (9%), quando se analisa somesteasos em que ndo houve co-infec¢cao
por esses dois virus, ou seja dois casos que aeoate no ano de 2003. Além desses casos,

mais quatro co-infecgdes foram observados, seddenitre o VSR e o influenza A e um caso
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de VSR com o influenza B. Na tabela 1 é apresergtgutavaléncia dos virus influenza A e B
nos diversos anos de estudo.

TABELA 1- Prevaléncia dos virus influenza a e bashie os quatro anos de estudo.

Ano Influenza A (%) Influenza B (%) Total
2001 47 92 4 8 51
2002 52 94,5 3 55 55
2003 12 75 4 25 16**
2004~ 33 97 1 3 34
Total 144 92,3 12 7,4 156

*As amostras nesse ano foram coletadas até o njakhde
**Nao foram incluidas os dois casos de co-infeq@élos virus influenza A e B;

4.2 Sazonalidade

As IRAs foram detectadas durante todos os mesesalotendo apresentado picos de
atividades durante o primeiro semestre. O virukiénza foi detectado entre os meses de
janeiro a julho, sendo observado, raramente, no deésetembro. Em 2001, o periodo
epidémico comecou em marco e terminou em junho, gom no Més de maio. Nesse ano
foram detectados dois casos esporadicos no méetdmltso. No ano de 2002, o virus
circulou em Fortaleza de janeiro a maio, com déi@egaxima em abril. Em 2003, o virus se
fez presente somente no més de abril. E em 2084rto teve inicio em janeiro e se estendeu

até marco, com pico em fevereiro. Ocorreram tréssasolados em julho (Figura 6).
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FIGURA 6 — Distribuicdo mensal dos casos de infeaedpiratoria aguda, casos de infeccao
por virus respiratorios e infec¢do pelo virus iefiza.

Na Figura 7, usando a correlagcdo de Sperman, mobservar a associacao linear

positiva significativa, p<0,001, estimada em 0,58%re a raiz quadrada positiva dos casos de
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IRAs pelo virus influenza a média do indice pluvérnto observado durante todo o periodo

do estudo.
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FIGURA 7 — Correlacéo entre os casos de infeccBoydels influenza e a pluviometria.

Com relacdo aos tipos virais circulantes, os vinfisenza A apresentaram pico de
infeccdo no ano de 2001 no més de maio, em 2002eocem marco, em 2003 no més de
abril e em 2004 em fevereiro. Ja o virus influeBzave pico de infeccdo em 2001 em maio,
em 2002 e 2003 ocorreu no més de abril e em 200dé&sode fevereiro. Em todos os anos o
virus co-circularam durante o periodo de surtoyEi®).
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FIGURA 8 — Distribuicdo mensal dos tipos virais Be&lo virus influenza durante os quatro
anos de estudo.
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4.3 Caracterizacdo da populacao de estudo

Do total de criangas, 1033 (53%) eram do sexo niasce 917 (47%) do sexo
feminino. Em relacédo a idade dos pacientes, 45%)2thham de zero a seis meses, 473
(24,3%) tinham de seis a doze meses, 510 (26,2U1grti de doze a vinte e quatro meses, 366
(18,8%) tinham de vinte e quatro a sessenta medds €7,5%) tinham acima de sessenta
meses.

Dos 1950 pacientes, 908 (46,6%) foram atendidosamalsulatorios, 748 (38,3%)
foram atendidos no servico de emergéncia e 294%d)5foram atendidos nas enfermarias.
Com relacéo ao tipo de infecc¢do, 920 (45,5%) aptasaEm infeccdo de vias aéreas superiores
(IVAS) e 1030 (54,5%) de vias aéreas inferioreA()V

Dados demograficos gerais sobre a populacdo ddogstamo idade, sexo, local de
atendimento e diagnéstico clinico estabelecidoa paancas infectadas ou néo por influenza

sao apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 — Caracterizacao geral da populagéo dodest

Parametros Virus influenza Total

Positivos (%) Negativos (%)

Local de atendimento

Ambulatorio 76 (48,70 832 (46,3) 908

Emergéncia 62 (39,7) 686 (38,2) 748

Enfermaria 18 (11,6) 276 (15,5) 294

Sexo

Masculino 73 (46,8) 960 (53,5) 1033
Feminino 83 (53,2) 834 (46,4) 917

Idade (Meses)

0-6 12 (7,7) 442 (24,6) 454

6-12 25 (16,0) 448 (25,0) 473

1224 49 (31,4) 461 (25,6) 510

24 - 60 43 (27,5) 323 (18,0) 366

> 60 27 (17,3) 120 (6,8) 147
Diagnéstico Clinico

Infeccdo das vias aéreas superiores 102 (65,4)818 (45,5) 920

Infeccdo das vias aéreas inferiores 54 (34,6) 976 (54,5) 1030

Total 156 1794 1950
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Entre as 156 criancas infectadas pelos virus inflaeA ou B, 83 eram do sexo
feminino (53,2%) e 73 do sexo masculino (46,8%)sdMou-se um discreto predominio, sem
significancia estatistica, de criancas do sexorfgraiem relacdo ao sexo masculino.

Com relacédo as diversas faixas etarias das criawmasinfluenza observou-se um
predominio sem significancia estatistica de criargg@am idade superior a 12 meses até 24
meses, que representaram 31,4% do total das csiaga essa infeccdo. A maioria das
criancas com infeccao pelo virus influenza tinkéadatis anos de idade (55,1%). Um total de
27 criancas com influenza tinham mais de cinco aeoslade, representando cerca de 18,3%
do total de criancas nessa faixa etaria incluidsseneestudo e 17,3% das criangcas com
influenza.

Em relagcdo ao local de atendimento, 76 (48,7%) scasoam atendidos em
ambulatorios, 62 (39,7%) foram atendidos no seter ethergéncia e 18 (11,6%) nas
enfermarias.

Um total de 102 criangas, ou seja, a maioria daseptes com infeccdo pelo virus
influenza apresentou infeccéo diagnosticada confSIN65,4%). Outras 54 criangas com
influenza apresentaram infeccéo diagnosticada dviib(34,6%).

A freqiéncia de influenza entre os sexos foi seamé em todas as faixas etarias
(Tabela 3).

TABELA 3 — Distribuicdo da populacdo de criangas com infeqgélo virus influenzi
segundo o sexo e a idade.

Idade (meses) Masculino (%) Feminino (%) Total (%)

0-12 18 (246) 19 (22,9 37 (23,7)
12 - 24 21 (28,8) 28  (33,7) 49 (31,4)
24 - 60 20 (27,4) 23 (27,7 43 (27,6)
> 60 14 (19,2) 13 (15,7) 27 (17,3)
Total 73 (46,8) 83 (53,2 156 (100,0)

Em relacédo a idade das criangas por setor de atentb, observou-se a maioria das
criancas atendidas nas enfermarias tinha até dois @e idade (88,9%). Nenhuma crianca
com mais de cinco anos de idade foi atendida nésrearias por infeccdo pelo virus
influenza Os atendimentos na emergéncia (50,1%)seambulatérios (51,3%) apresentaram
freqiéncias semelhantes para criancas com at@uwossde idade e aquelas com mais de dois

anos de idade. (Tabela 4).
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TABELA 4 — Distribuicdo da populacdo de criangas com infeqgélo virus influenzi
segundo o setor de coleta das amostras e a idade.

Setor de coleta da amostra

Idade (meses) Total (%)
Ambulatérios (%) Emergéncia (%) Enfermarias (%)
0-12 12 (15,8) 17 (27,5) 8 (44,4) 37 (23,6)
12 - 24 27 (35,5) 14 (22,6) 8 (445) 49 (31,4)
24 - 60 23 (30,2) 18 (29,0) 2 (11,1) 43  (27,6)
> 60 14 (18,5) 13 (20,9) 0 (0,0) 27 (17,3)
Total 76 (48,7) 62 (39,7) 18 (11,6) 156 (100,0)

As IVAI foram mais frequentes (68,5%) entre aamgas de até dois anos de idade. As
IVAS foram mais frequentes (74,5%) que as IVAI enargas acima de um ano de idade
(Tabela 5).

TABELA 5 — Distribuicdo da populacdo de criancasncimfeccdo pelo virus influenza
segundo o diagnéstico clinico e a idade.

Idade (meses) IVAS (%) IVAI (%) Total (%)
0-12 15 (14,7) 22 (40,7) 37 (23,6)
12 - 24 34 (333 15 (27,7) 49 (31,4)
24 - 60 30 (29,4 13 (24,1) 43 (27,6)
> 60 23 (22,6) 4 (7,5) 27 (17,4)
Total 102 (65,4) 54  (34,6) 156 (100,0)

O diagnéstico mais frequente (57,8%) no ambulatdelativo as infec¢cdes causadas
pelo virus influenza, foi a IVAS, enquanto na emdagja e enfermarias (44,4 e 24,1%
respectivamente) foi a IVAL Nas enfermarias a ti@tcia de IVAI é quase cinco vezes a de
IVAS, enquanto na emergéncia ambos 0s tipos dend&tigos apresentam uma razao de
frequéncias de 1,2 aproximadamente (Tabela 6).

TABELA 6 — Distribuicdo da populacdo de criancasncimfeccdo pelo virus influenza
segundo o diagnéstico clinico e o setor de colasaathostras.

Setor de Coleta da amostra IVAS (%) IVAI (%) Tfe)

Ambulatérios 59 (57,8) 17  (31,5) 76 (48,7)
Emergéncia 38 (37,3) 24 (44,4) 62 (39,7)
Enfermarias 5 (4,9) 13 (24,1) 18 (11,6)

Total 102 (654) 54  (34,6) 156 (100,0)




43

4.4 Vacinacgao

As campanhas nacionais de vacinacdo para a preveogdra influenza iniciaram
sempre no més de abril. A campanha de vacinac20@lke ocorreu no periodo de 22 de abril
a 11 de maio. Em 2002, a campanha ocorreu entiéassl?2 e 28 de abril. No ano de 2003
ocorreu entre 12 e 30 de abril e em 2004 ocorréne @3 dias 17 e 30 de abril. Em 2001, o
pico de infec¢do dos virus influenza ocorreu no d&snaio, més seguinte & campanha de
vacinacdo, no ano de 2002, o pico de infeccdo das\influenza ocorreu no més que
antecedeu a campanha, em 2003 o0 pico ocorreu dusiacampanha e tornou a ocorrer em
2004 o pico de epidémico do virus anteceder a ég@eacinacdo (Figura 9).
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FIGURA 9 — Distribuicdo mensal de casos de infegglo virus influenza e dos periodos das
campanhas de vacinacao contra a gripe nos quaisodanestudo.

4.5 Resultados das técnicas
4.5.1 RIFI

Todas as 1950 amostras coletadas foram analisataRf-l. Foram 156 amostras
positivas para o virus influenza das quais 142 {9fb¥am positivas para o virus influenza A
e 12 (7,7%) para o virus influenza B. As co-infass@lemonstradas através dessa técnica

foram: quatro entre o virus influenza A e o VSR;easo entre o virus influenza B e 0 VSR e
dois casos entre os virus influenza A e B.

4.5.2 RT-PCR

Foi efetuada a analise de hemaglutinina somergeamastras dos anos 2003 e 2004
que foram positivas por RIFI, excetuando as trésas amostras positivas coletadas. Das 47
amostras testadas pela RIFI e RT-PCR, 39 (83,0%&saptaram concordancia e 8 (17,0%)
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foram negativas por RT-PCR. Nos anos de 2003 e,2004(68,8%) e 28 (90,3%) das
amostras foram positivas para RT-PCR respectivaan@rabela 7). Nas figuras 10 e 11 sao
apresentados os resultados da andlise das amistef)3 e 2004 pela RT-PCR. A lista de
amostras analisadas pela RT-PCR é apresentadaémoliée B.

TABELA 7 — Concordancia entre os resultados obtjpela RIFI e RT-PCR.

RT-PCR
Ano Positivo (%) Negativo (%) Total
N 2003 11 (68,8) 5 (31,2) 16
RIFI (positivo)
2004 28 (90,3) 3 (9,6) 31
Total 39 (83,0) 8 (17,0) 47

Das amostras, 37 (78,7%) foram positivas paraus\vinfluenza A H3, 2 (4,3%) para

o virus influenza B (Tabela 8 e Figura 10).

TABELA 8 — Distribuicdo da ocorréncia dos tipos e subtipoagivido virus influenza durat
0s anos de 2003 e 2004.

Ano Influenza A H3 (%) Influenza B (%) Negativos (%) Total
2003 10 (62,5) 1 (6,3) 5 (31,2) 16
2004* 27 (87,1) 1 (3,2) 3 (9,7) 31
Total 37 (78,7) 2 (4,3) 8 (17,0) 47

* A coleta de amostras foi realizada até julho 2004
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FIGURA 10 — Resultados da técnica de PCR em ansgstisitivas por RIFI dos anos 2003
(A) e 2004 (B).



5. DISCUSSAO

5.1 Prevaléncia do virus influenza

As taxas de prevaléncia de infeccdes pelo virusienfa em humanos segundo
diversos estudos varia entre 1% a 26,4% (SUTMOLIEERI., 1995; NICHOLSON et al.,
2003; RAMAMURTY et al., 2005; SIMONSEN, 2001; OLIVEA et al.,, 2004). Nesse
estudo o virus influenza apresentou uma prevaléyeial de 8% entre todos os casos de
IRAs, e foi 0 segundo agente etiologico mais fredgiele IRAs virais com uma prevaléncia
de 24,1%, ap6s o VSR que teve uma prevaléncia 6 Esta taxa esta abaixo do que
alguns estudos relatam sobre a prevaléncia mumpdial entre criangas, estima-se que seja de
12,5% a 20% (NICHOLSON et al., 2003; SANNI et @004). A alta susceptibilidade das
criangas ao virus influenza influencia as maioaess de prevaléncia das infec¢des por esse
agente nesse grupo da populagdo quando comparagdascencontradas entre adultos
(MUNOZ, 2002), mesmo assim, estas taxas podem rvhdatante, inclusive analisando
estudos que incluem apenas criangas.

Em varios paises do mundo, foram realizados lewaamitos epidemioldgicos sobre
influenza infantil, utilizando o mesmo materialnito e 0 mesmo método de triagem de
infeccdes por virus influenza utilizados nesse destuPode-se constatar que ocorre uma
grande variacao nas taxas de prevaléncia dessagdels. Nos Estados Unidos, durante o ano
de 2004, de 11916 pacientes que apresentaram IRB& @oram positivos para virus
influenza (CDC, 2004). Na Espanha, no periodo d@518 1996, 377 amostras foram
coletadas, 15,7% foram positivas para influenzalfRREet al., 1996). Na Franca, de 2001 a
2002, foram coletados 472 amostras, o virus infladoi detectado em 24,2% das criancas
(SANNI et al, 2004). Em Singapura. onde foram tamlas 12354 amostras entre 0os anos de
1990 e 1994, a prevaléncia do virus foi de 11% (@GKIEt al., 1998). Em Caracas, nos anos
de 1995 a 1996, foram coletadas 126 amostras decéecnasofaringea, das quais 8,7%
foram positivas para o virus influenza (ZAMBRANOatt, 1999). No Quénia, entre 1981 e
1982, foram coletadas 882 amostras de aspiradaganiageos, sendo 2% foram positivas
para o virus influenza (HAZLETT et al., 1988). Nagéntina, de 18561 aspirados de
nasofaringe coletados no periodo de 1998 a 208&adies por imunofluorescéncia indireta, o
virus influenza foi detectado em 2,6% das amo$WHSGAS et al., 2004). Em Taiwan, entre
0s anos de 1995 a 1997, foram coletadas 910 amosteaprevaléncia do virus influenza foi
de 12,2% ((b) LIN, 2004). No Japdo, no periodol@868 a 2001, foram coletadas 3336
amostras, destas 38,7% foram positivas para o virflsenza (KASE, et al., 2004).
Observando-se que nestes estudos a variacdo oocemtezl 0,5% e 38,7%, a taxa de

prevaléncia encontrada em nosso estudo encongaisacordo com o que € relatado por
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outros paises do mundo. A ampla variacdo de pmesial§ode ser explicada por alguns
fatores que podem influenciar as taxas apresentadpspulacdo estudada, o tamanho da
amostragem; o tempo e o periodo em que foi reainagstudo; a metodologia empregada e
até mesmo, questdes inerentes a regido estudada fatwres climaticos.

Estas mesmas variacdes foram encontradas no Brdasil,e inter-regionalmente. A
taxa de prevaléncia de infecgbes por influenzaedessido apresentou-se em acordo com o
que se tem obtido a partir de estudos brasileiMoBrasil as taxas de prevaléncia de infeccéo
pelo virus influenza variaram de 1% a 26,4%. Osltados preliminares da vigilancia de
influenza realizada pelo Ministério da Saude, oreaere o periodo de 2000 a 2003, foram
coletadas 2887 amostras de secrecao da nasofaceiga de 14,7% das amostras foram
positivas para o virus influenza (SVS, 2004). Edidd amostras respiratérias coletadas de
pacientes com IRA em Belém, no ano de 2000, 6%ademsostras foram positivas para o
virus influenza (RODRIGUES et al., 2004). Em umé&stigacao realizada no Rio Grande do
Sul, de 1990 a 1992, foram colhidas 862 amostrasedeecédo de nasofaringe onde 1,7% foi
positiva para o virus influenza (STRALIOTTO et &002). No Rio de Janeiro, entre 0os anos
de 1987 e 1989, foram colhidas 827 amostras deemasi apresentando IRA, destas
amostras, 1% foi positiva para o virus influenzd TBIOLLER et al., 1995). Em um estudo
realizado em 2002, relativo as regides sudestateoceeste, foram coletadas 510 amostras de
secrecdo de nasofaringe de pacientes adultosrgasiaonde 17,13% foram positivas para o
virus influenza (PAIVA et al., 2003).

Segundo estudos realizados no Nordeste, as taxaed@éncia encontradas variam
séo bastante. Em um estudo realizado na Bahianmae 1998, foram analisadas 482 casos
de infecgdo respiratdria infantil, onde 6,8% dasosaassociados a virus foram causados pelo
virus influenza (MOURA 2001). Em Macei0, entre o®sade 2000 e 2002, um total de 488
amostras de secrecao de nasofarinenab” combinados oral/ nasal foram submetidos a
RIFI. O virus influenza causou 26,4% dos casos VBIRA et al., 2004). O resultado
apresentado é a mais alta taxa de prevaléncia fileerima encontrada em um estudo
brasileiro. Esse estudo € um relato preliminarigééwcia de influenza na cidade de Maceid,
assim sendo foram selecionados somente os cagm®sti de influenza em criancas e adultos
atendidos em um hospital e em um centro de sauseadsdade que funcionam como
unidades sentinelas. No inicio da década de 90nfgnablicados os resultados do primeiro
estudo sobre pesquisa de IRAs em criancas da citdaBertaleza realizada nos anos de 1984
a 1986 (ARRUDA et al., 1991). Nesse estudo a selelgd pacientes era feita em visitas
domiciliares e o0 atendimento dos pacientes e aacdis amostras clinicas foram realizados

em ambulatorios. A prevaléncia das infecgBes parsvinfluenza nele encontrada foi de



48
1,7%, uma taxa bem inferior aquela encontrada rss;m@studo. Devemos ressaltar que o
tempo de realizagdo e o numero de amostras cotetexdadois estudos diferiram bastae.
tipo de estudo e toda a complexidade que € gem@xectucdo de um estudo realizado com
visitas domiciliares, pode ter sido o fator de@spara o resultado encontrado na primeira
pesquisa feita sobre viroses respiratorias em IEatdARRUDA et al., 1991).

O virus influenza foi o segundo virus mais previ@atesse estudo logo apés o VSR.
Dois estudos realizados no Brasil apresentam essmanordem de prevaléncia de virus. Um
deles foi realizado com criancas atendidas em maigas e emergéncia de um hospital
pediatrico de Salvador durante o ano de 1998 (MOURB01). As taxas de prevaléncia
encontradas para VSR e influenza foram de 17,498%,6respectivamente. Resultados da
vigilancia de influenza no Brasil, que investigatilogia de viroses respiratorias em adultos
e criancas, apresentam o VSR e o virus influenm@oodrus mais prevalentes em casos de
infeccdes respiratdrias, com taxas de prevaléreiacid7% e 14,7%, respectivamente (SVS.,
2004).

O fato de termos encontrado o virus influenza ceegundo virus mais prevalente
nesse estudo também chama a atencdao, pois, seganmestudos realizados tanto no Brasil
COmoO em outros paises, outros virus tém apresemtedior prevaléncia que o influenza.
Resultados de dois trabalhos sobre IRAs viraiszadds em Fortaleza e Salvador mostraram
o rinovirus e o parainfluenza/ rinovirus e entaus/icomo agentes mais prevalentes,
respectivamente (ARRUDA et al.,1991; SOUZA et 802). Ambos foram realizados com
populacdes de estudos diferentes. Aquele realizdoFortaleza incluiu apenas criancas
atendidas em visitas domiciliares e ambulatériosde Salvador foi realizado com criangas a
tendidas em uma creche. Os enterovirus e o vifugemza foram os virus mais prevalentes
em pacientes ambulatoriais segundo dados de urdoestalizado em Taiwan (TSAI et al.,
2001). No Rio de Janeiro e Porto Alegre o VSR edenavirus foram os agentes mais
prevalentes de IRAs infantis conforme resultadosddes estudos que utilizaram uma
populacdo de criancas atendidas em vérios setosgstdlares (NASCIMENTO et al., 1991;
STRALIOTTO et al., 2002). O virus influenza apareoeno agente mais prevalente de IRAs
em um estudo realizado em Maceid, onde a populestimlada era composta de criancas e
adultos atendidos em um hospital e um centro deesdaquela cidade (Oliveira et al.,2004).
Devemos ressaltar que nesse estudo, os aspedsisatade influenza foram um dos critérios
para selecdo dos pacientes. A influenza classiocanme mais facil de ser diagnosticada em
adultos que em criancas, que podem apresentarcoraismente doenca febril que em outras
viroses (MUNOZ, 2003). Portanto, por incluir adslteesse estudo ficou mais facil selecionar

casos de influenza.
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5.2 Vigilancia epidemiologica

A OMS coordena uma rede mundial de vigilancia déuémza, cujo objetivo é
detectar e prevenir surtos de gripe, que ocorrdm @eulacdo de cepas mais recentes dos
virus em uma populacdo susceptivel (AULT, 2004; LR et al., 2002; LAYNE et al.,
2001; WEBBY & WEBSTER, 2003). A idéia surgiu em 9 hoje mobiliza uma rede de
110 laboratérios nacionais em 80 paises, coordenpdlbs centros de referéncia que séo
vinculados a OMS: Instituto de Pesquisas MédicaReino Unido, na Inglaterra, Centro de
Prevencéo e Controle de Doencas (CDC), nos Estagides, O CSL Limited, na Australia e
o Instituto de Doencas Infecciosas, no Japéo. NsiBexistem trés grandes institutos que se
integram a esta rede: o Instituto Oswaldo Cruzest@ado do Rio de Janeiro, o Instituto
Evandro Chagas, no estado do Para e o InstitutdfdAdatz, no estado de S&o Paulo. O
primeiro € considerado laboratorio de referencieiamal, enquanto os outros dois sao de
referéncia regional. A rede foi ampliada com a adete LACENS de varios estados. Mesmo
assim, vigilancia da influenza no Brasil apresertaa alguns obstaculos, como abrangéncia
ainda limitada das unidades sentinelas; a infratesa deficiente da rede de laboratorios,
principalmente no que diz respeito a caracterizag@opleta dos virus identificados; a
validagdo dos indicadores epidemioldgicos; o apgréenento dos mecanismos de
gerenciamento de dados e a producédo e dissemidacidormacao sobre a gripe que hoje
ainda é muito restrita (SVS, 2004).

5.3 Tipos e subtipos

No que se refere a circulacdo dos diferentes tgsinfluenza observou-se em
Fortaleza a circulacdo dos tipos A e B nos quatms adleste estudo, com predominancia
elevada para o tipo A. Outros achados semelhamtaesordeste foram relatados na Bahia
(MOURA et al., 2003) e em Alagoas (OLIVEIRA et &Q04), dentro deste periodo. Em um
estudo realizado a nivel nacional, entre os ana20@8 e 2003, foi relatada a presenca dos
dois tipos virais, com predominio do virus influen (81,7%) sobre o virus influenza B
(SVS, 2004).

Tipos e subtipos predominantes de virus influenasiou conforme a regido
geografica nesses quatro anos de estudo (estagdeugnza 2001-2002; 2002-2003; 2003-
2004 e 2004-2005).

No periodo 2001- 2002 o tipo A (H3N3) predominouAfeca, Américas, Europa e
Oceania e os tipos A/HIN1 e A/H1N2 foram relataggigoradicamente (CDC, 2002). Nesse
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mesmo periodo o virus influenza B predominou ersgsatomo a Austria, Chile, Eslovénia,
Eslovaquia, Grécia, Italia, india, Paraguai, RussBuica (CDC, 2002).

No Hemisfério Norte durante a estacdo de influe2@@2-2003 observou-se a co-
circulacédo do virus influenza A/H1 e A/H3N2 e augiinfluenza B. A co-circulacdo dos virus
influenza a e B foi relatada na Asia, Europa e Acaédo Norte. Na Europa e Asia, a maioria
dos virus influenza A subtipados era A/H3N2, masubtipo A/H1 foi o subtipo A
predominante no Canada e no México (CDC, 2003). B&iados Unidos o subtipo A/H1 e
virus influenza B foram relatados em frequénciametleantes. O virus influenza B
predominou em paises como a Bélgica, Espanha, &r&uwgtugal, Roménia (CDC, 2003).
Nesse periodo o virus influenza B predominou naeAtiga, Brasil, Chile, Guiana Francesa,
México e Peru (CDC,2003).

E importante relatar que durante o més de feversr®003 foram relatados dois
casos de infeccdo humana pelo virus influenzaiavWidH5N1 em membros de uma mesma
familia de Hong Kong. Um foi associado a uma ci@agge se recuperou totalmente apds
hospitalizacdo e o segundo caso ocorreu no paiadesanca que evoluiu para Obito
(CDC,2003). Também no més de fevereiro de 2008 sde influenza aviaria causados pelo
virus influenza A/H7N7, um subtipo altamente patog@ foram relatados em galinhas na
Holanda. Casos de infeccdo humana por esse subtgm confirmados em 83 em pessoas
gue cuidavam desses animais ou nos seus familldresaspecto clinico importante desses
casos foi a apresentacdo de conjuntivite em 95%cadsss (CDC, 2003). Um caso fatal foi
confirmado em uma veterinaria holandesa que hasiado uma das fazendas com casos de
influenza aviéria pelo A/ H7N7. Em novembro de 2@@iZelatado um caso de influenza em
um adulto de Nova York, associado ao subtipo deenka aviaria A/H7N2. Esse paciente
apresentou sintomas de infeccdo de vias aéreas altbaixas, sendo hospitalizado e
apresentou recuperacdo completa (CDC, 2004). Aémid&2003, durante o més de dezembro
foi confirmado um caso de infeccdo humana pelosvinfiluenza A aviario/HON2 em uma
crianca de cinco anos de idade, residente em Hamygy.KApos hospitalizagdo a crianca
apresentou recuperacdo completa. A fonte desse leasano ndo foi esclarecida (CDC,
2003).

Durante a estacao 2003-2004 os subtipos de infudidl, A/H3N2 e influenza B
co-circularam em todo o mundo, com o predominiwidas influenza A (H3N2). Surtos de
influenza aviaria (em galinhas) causados pelo gpabfi/H5N1 foram relatados em paises
asiaticos. De janeiro a marco de 2004 foram cowiitos 34 caos de infeccao grave humana
por esse subtipo no Vietnam e na Tailandia. Ceec&8% desses casos evoluiram para o
Obito. Esses casos foram associados com surtosdmsupelo subtipo A/H5N1 altamente
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patogénico (CDC, 2004). Em marco de 2004 forantaéts dois casos de influenza humana
causados pelo subtipo de influenza A aviario/H7NB pessoas que trabalhavam em
criadouros de galinhas no Canada. Os dois pacievasiram bem sem necessidade de
hospitalizacdo e com completa recuperacdo apesae dribtipo ser considerado altamente
patogénico.

Na estacao de influenza de 2004-2005 houve a colagéo dos subtipos de influenza
A/H1, A/H3N2 e influenza B foram relatados em tadlmundo, com o predominio do virus
influenza A/H3N2. Surtos de influenza aviaria (emlithas) pelo subtipo de influenza
A/H5N1 foram relatados no Camboja, Tailandia e vaet. Esses surtos foram associados a
casos humanos graves e fatais (CDC, 2005). Dergadei 2004 a novembro de 2005 foram
relatados 130 casos de influenza humana pelo subtig5N1 nos seguintes paises Camboja,
China, Indonésia, Tailandia e Vietham. A evoluc&rapo Obito ocorreu em 67 casos
(WHO,2005).

Uma das justificativas para predominancia do tipemrelacdo ao B é que o tipo A
tem maior capacidade de acumular mais rapidameuntacges pontuais, o que favorece o
surgimento de pessoas susceptiveis a essas cepaaprpsentam variacdes antigénicas
ocasionando assim surtos e infec¢cdes mais gravesnremenor espaco de tempo (SVS, 2004;
BEBY-DEFAUX et al., 2003; RICHARD et al., 2000; SHE LEE, 2003).

No nosso estudo, algumas das amostras coletadaanonesde 2003 e 2004, foram
submetidas a caracterizacdo da hemaglutinina poalPCR. Em 47 amostras testadas, 39
foram positivas, sendo 37 do tipo A/H3 e 2 do tipo Apesar da caracterizacdo da
neuraminidase néo ter sido feita, a literatura udmtar-se do subtipo viral influenza
A/H3N2. Caso o virus presente em Fortaleza sejmesde deste subtipo, entdo ambos os
virus encontrados nesta pesquisa estdo comumeaoigas a necessidade de hospitalizacéo
entre criancas menores de quatro anos de idade TTGS8Net al., 1997). O subtipo de
influenza A/H3N2 predominou em varios paises sutaanos como a Argentina, Brasil,
Chile, Colémbia, Paraguai, Peru e Uruguai duranperfodo de outubro de 2003 a maio de
2004 (CDC, 2004). No periodo entre outubro de 2@04naio de 2005 esse subtipo
predominou nos seguintes paises latino-americafiagentina, Brasil, Chile, Republica
Dominicana, Peru, Santa Luzia e Venezuela (CDC5200

Este subtipo viral emergiu na pandemia de 1968pmérada de influenza asiatica
(JONG, et al., 2000). Nos Estados Unidos, os cdsasorte por pneumonia em decorréncia
de infeccdo pelo virus influenza estdo relacionadosste subtipo viral (HAYDEN &
PALESE, 1997).
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5.4 Co-infeccéo viral

Casos de infeccBes respiratdrias com mais de umteagdentificado tém sido
relatados na literatura. Nesse estudo foram obdesveeis casos de co-infeccdo. Dois desses
casos foram entre os dois tipos de virus influemza restante entre influenza A ou B
associado ao VSR. A co-infeccdo por influenza e ¥SBlatada em alguns estudos (NUNES,
2004; IWANE et al; 2004; SOUZA et al, 2003) Os dwasos de co-infeccao A e B ndo foram
confirmados quando se realizou a PCR. Em um deiesohfirmada apenas a presenca de
influenza A, enquanto no outro a PCR foi totalmemggativa. A revisao da literatura quanto
ao tema ndo mostrou nenhum caso de co-infeccadlserte Um dos fatores que poderia
contribuir para esse achado € o tipo de técnicaegyagda para selecdo de casos positivos, no
caso a RIFI, cujos resultados algumas vezes sadositcomo subjetivos. Vale a pena
ressaltar que uma segunda RIFI poderia confirmardmuesse achado, mas a mesma nao foi

feita pelo fato de ndo haver lamina reserva disgbiessas amostras.

5.5 Sazonalidade

Varios fatos chamam a atencdo quanto a sazonalidaslenfeccdes por influenza
nesse estudo. O primeiro deles é a maior ocorrélesisas infecgcdes no primeiro semestre de
cada ano, assim como foi observado para outrasciids virais e aquelas de etiologia ndo
identificada. A ocorréncia de casos esporadicasftieenza, sendo dois no més de setembro
de 2001 e trés em julho de 2004, foi um fenbmerm @s periodos epidémicos apresentaram
duracdo que variou entre um e quatro meses. A ep@cgurgimento dos primeiros casos
também variou nos diferentes anos. Nos de 200D4 @§tes foram observados ja em janeiro,
enquanto que em 2001 e 2003 aconteceram em maitpd, aespectivamente. O término de
cada surto foi também registrado em meses difereando mais precoce no ano de 2004,
quando os Uultimos casos aconteceram em marco. © swis tardio e mais curto foi
registrado em 2003, onde 0s casos aconteceramsagenabril.

Um segundo achado interessante desse estudo gastmciacdo entre os periodos
epidémicos de influenza e a ocorréncia de chuvaque ficou bem demonstrado pela
correlacéo linear positiva significativa apreseatad figura 7. Em locais de clima tropical,
que é o caso de Fortaleza, essa associacdo desdmgeriodos epidémicos de influenza
tem sido bem abordada (SHEK & LEE, 2003). Diferafdeque acontece nas regides de clima
temperado, onde ha uma variacdo ampla de tempenatudecorrer do ano, nos paises de
clima tropical os fatores mais variaveis sdo a aehéddo ar e a ocorréncia de chuvas. Em

Fortaleza, a umidade relativa do ar é considerbidacarante todo o ano, sendo em média de
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70% e atingindo taxas de 85% a 90% na estacaowmshA relacdo dos surtos de influenza
com fatores climéticos ocorre pelo fato de que eamantos como estes, as pessoas tendem a
passar maior tempo em ambientes confinados, o gaiitd a disseminacdo (BEBY-
DEFAUX et al., 2003; LING et al., 2004; NICHOLSON &., 2003; SHEK & LEE, 2003).
Uma série de estudos confirma a associacdo dasgietinfluenza a ocorréncia de chuvas.
No Senegal, entre 1996 e 1998, o virus teve picamtade isolamento nos meses de julho a
setembro, periodo de maior pluviometria, umidadengperatura (DOSSEH et al., 2000). Na
india, de 1978 a 1990, 10 entre 16 surtos ocorreante o periodo de chuva, nos meses de
junho a setembro (RAO & BANERJEE, 1993). Outrosi@éss realizados em regides tropicais
tém apresentado padrfes diferentes de apresemtaggmeriodos epidémicos de influenza. A
ocorréncia de mais de um pico de influenza , taefo tipo A quanto B, foi relata em um
estudo realizado entre 1990 e 1994 em Singapundpsesses picos associados a ocorréncia
de chuvas (CHEW et al., 1998). A apresentacdo admar com numero pequeno de casos foi
observada em Hong Kong, entre 1985 e 1988 (SUN4.,e1992). A presenca de casos de
influenza em diversos meses do ano, sem uma s&lahalclara foi observada em Taiwan,
de 1997 a 1999 (TSAl et al., 2001).

A associacao de IRAs por influenza e a ocorrégeiahuvas ja havia sido descrita em
um estudo de IRAs virais em criangcas de uma comadeidarente de Fortaleza (ARRUDA et
al,1991). Apesar de serem estudos realizados naanegdade, alguns aspectos podem
analisados. Um deles é a apresentacdo de doisgeciodeccdo no mesmo ano, relatada por
Arruda et al, 1991. O primeiro surto foi registrattms meses de janeiro a maio de 1985, e o
segundo entre novembro e dezembro desse mesmoOapoimeiro surto ocorreu num
periodo onde as chuvas ocorrem normalmente eml€zatad ocorréncia de chuvas no més
de dezembro, em Fortaleza € um fendmeno que padgeaer em alguns anos, quando ha
uma antecipacao da estacdo chuvosa. Em nenhunma®sl@ estudo do nosso trabalho pode-
se registrar um indice pluviométrico de cerca den2@t em dezembro, como aconteceu no
ano de 1985. Segundo, apesar de terem sido c&adt®s como surtos de influenza, o
namero de casos dos dois estudos difere bastantakto o menor niumero de casos
registrados por surto nesse estudo foi de 16 er, 20@rimeiro surto de influenza de 1985
foi de cinco casos e 0 segundo de seis, no tatanfaetectados 22 casos de influenza nos 29
meses de estudo. A regularidade da coleta de amodtr presente estudo assim como o
namero de amostras analisadas permitiu caractariaas claramente os surtos de influenza
em Fortaleza.

O periodo de ocorréncia de determinadas viroseBrasil varia amplamente e isso
pode ser devido a extensdo territorial do pais, diversidade geogréfica e climética. A
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revisdo de estudos brasileiros sobre IRAs viraistraoque as infec¢des por influenza, assim
como pelo VSR, podem ter variagdes inter e intggereais. Em Salvador, no ano de 1998, o
virus influenza foi detectado entre os meses dargeb e novembro (MOURA, 2001). Em
Maceio, no ano de 2001, o virus influenza A foiedeido durante todos os meses do ano,
sendo sua maior atividade detectada nos mesesltde getembro, outubro e dezembro
(OLIVEIRA et al, 2004). Se compararmos 0s resulbadesse estudo aos nNosSsos veremos
uma diferenca temporal de ocorréncia considerédmetrd da regido nordeste. Aproveitamos
para lembrar que tanto em Salvador como em Maosigeriodos de influenza, nos anos
estudados néo foram associados ao periodo de chuvas

Varios estudos tém evidenciado diferencas intreenegs, especialmente na regido
sudeste do Brasil. Em Vit6ria, o virus influenzapgresentou uma maior incidéncia entre 0s
meses de maio a agosto e o virus influenza B ftectido nos meses de julho, agosto,
setembro, outubro e dezembro de 1999. Nessa medatecno ano 2001 esses virus foram
detectados apenas nos meses de outubro e novebtbEB®ON, 2003). No Rio de Janeiro,
durante quatro anos de estudo, nédo foi demonstrtadbum padréo de sazonalidade claro,
podendo ocorrer mais de uma vez por ano (NASCIMENT@I, 1991). Em Sao Paulo os
surtos de influenza ocorrem de uma forma maisimeiada aquela vista em cidades da regiao
sul que a observada em outros estados do sudégieéA(Bt al, 2000).

Em Porto Alegre, no ano de 1992, a maior frequédeiaasos ocorreu durante 0s
meses do segundo semestre nos meses de julhardsetassociados ao periodo mais frio
do ano (STRALIOTTO et al, 2002). Em Sao Paulo, thaie Porto Alegre, em estudo
realizado durante o periodo de 1996 a 1999, o virihigenza A circulou entre marco a
setembro, com pico de junho a julho. O virus infke&e B co-circulou nestes estados, porém
em periodo posterior a julho e se estendeu até o daénovembro (PAIVA et al, 2000).
Dados da ocorréncia de influenza na regido nodees@assos, apesar da localizacdo de um
dos centros de referéncia regional de influenzeidede de Belém. Contudo ha relato de que
na cidade de Belém os casos de infec¢édo pelo nftusnza foram detectados durante todo o

ano sem demonstrar um aumento de sua atividade@NJ@G003).

5.6 Caracteristicas da populacéo

A possibilidade de efetuar uma pesquisa destentijpea populacdo infantil apresenta
uma grande importancia devido ao fato das criaseemm consideradas mais susceptiveis a
gripe do que adultos (GLEZEN, 2000; SHEK & LEE, 3P0e serem consideradas
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reservatorios naturais do virus influenza, possuinch papel central na disseminacdo do
virus (MUNOZ, 2003; OLIVIER, 2002). Por se trata dm estudo onde a coleta de dados e
amostras foi realizada durante 43 meses, nossallmlpermitiu uma analise clara da
epidemiologia do virus influenza na populacao itifatendida no HIAS.

Nossos resultados permitiram caracterizar melholingeccdes por influenza em
criancas atendidas em diversos setores de um messpdal. Uma caracteristica marcante da
populacdo atendida no HIAS é que sao criancasndidida consideradas de baixa renda e que
procuram esse hospital pelo mesmo prestar atentbnpéiblico gratuito de boa qualidade.
Segundo os dados coletados, as familias das csidegastudo tinham baixo poder aquisitivo,
com média salarial de 1,6 salario minimo, sendoajée&/5% da populacdo ganhava até dois
salarios minimos. Em outros paises ja foi demodstgue problemas sécio-econbmicos
acabam exacerbando as consequéncias de infecepaat@ias (NICHOLSON et al., 2003).
Normalmente o comprometimento nutricional e a bgxalidade de salude estdo associados a
situacdo de pobreza. As evidéncias apontam quejamedestes fatores, a chance de
disseminagdo do virus € maior (KUSZEWSKI & BRYDARQOO; MANN et al., 1992;
McCARTHY et al.,, 1992; SIMPSON et al.,, 1995). Nofmante, individuos nestas
condicOes, recorrem ao atendimento hospitalar comblgmas respiratérios apresentando
quadros clinicos mais graves e, em alguns casagloseecessario a internacdo. Os
comprometimentos respiratérios graves sdo bem fregj§ientes nesta parcela da populacao
(JESSOP, 1996; van ROSSUM et al., 2000).

A maioria das criancas infectadas pelo virus imfhzerecebeu a atencdo médica nos
ambulatérios e no setor de emergéncia, que em monpepresentaram 88.4% do local de
atendimento, mostrando significancia estatisticed.(001) quando comparada ao total de
criancas atendidas nas enfermarias. Caracterist@aslhantes foram apresentadas em dois
estudos brasileiros realizados nas cidades do ®itadeiro e Porto Alegre (NASCIMENTO
et al, 1991; STRALIOTTO et al, 2002). Enquanto aqus dois estudos citados houve um
predominio significativo do atendimento ambulatoean relacdo ao de emergéncia, 0s
resultados do nosso estudo mostram uma pequenangréohcia do atendimento dessas
criancas nos ambulatérios (48.7%) em relacdo aadmento prestado nas salas da
emergéncia (39.7%), sem significancia estatisitguns estudos reforcam a importancia dos
ambulatorios como locais para vigilancia de infeleeNum amplo estudo com 6.986 criancas
com sintomas de infeccdes respiratorias em Taiwaante periodo de 1997 a 1999 mostrou-
se que 8% dessa populacdo apresentavam infeccaoflpenza e que 87% dessas criancas
receberam atendimento ambulatorial (TSAI et al, 1208 pesquisa de infec¢des respiratorias

virais em criangas atendidas em ambulatdrios darkira mostrou que 18.8% dessas criangas



56
apresentavam infecgdes por influenza (HEIKKINENIeR004). Isso certamente se relaciona
ao tipo de apresentacao clinica da doenca, quear@iandas vezes € considerada leve, com
sintomatologia que nao justifica atendimento de rgéreia ou ndo tém indicagdo para
internamento.

Cerca de 11,5% das criancas com infeccao por viflugnza receberam atendimento
em enfermarias, representando 6% de toda a popuieadida nesse setor. Esse numero
considerado pequeno quando comparado ao de ateridier® ambulatdrios e emergéncia é
0 mais alto ja relatado em estudos brasileiros.edtudo realizado no Rio de Janeiro mostrou
que o virus influenza foi identificado em apenasaunas 551 criancas que foram
hospitalizadas por IRA (NASCIMENTO et al, 1991).hado semelhante foi observado entre
criancas de Porto Alegre, segundo dados de um cestade duas entre 386 criancas
hospitalizadas apresentaram infeccéo por esse(dMRALIOTTO et al, 2002).

O virus sincicial respiratorio (VSR) destaca-se e@gente de IRA infantis que geram
necessidade de hospitalizacdo. Nesse estudo, ® infiuenza foi o segundo virus, apos o
VSR, associado a casos de IRA de um modo geral is especificamente naquelas
observadas em pacientes hospitalizados. Reconbegeesna populacdo idosa a influenza
causa excesso de hospitalizacbes e aumento das daxaortalidade durante os periodos
epidémicos (LUl & KENDAL, 1987) o que ndo é referidomumente na populacdo infantil
(GLENZEN, 1980; MULLOOLY & BARKER, 1982). Uma séride estudos realizados
recentemente tem demonstrado o impacto da influeagacriancas. Criancas menores que
cinco anos inclusive aquelas sem fator de rischi@cido apresentam taxas de hospitalizacéo
e complicagbes semelhantes as encontradas emsachdiores de 65 anos (NEUZIL et al.,
2000; IZURIETA et al., 2000). Entre criancas mer&s € americanas hospitalizadas por
infeccdo respiratoria o virus influenza foi o agestiologico em 3,2% e 3,0% dos casos,
respectivamente (NOYOLA et al., 2004; IWANE et @004). Segundo um estudo realizado
no Chile, durante o periodo epidémico de influemaaano de 2004, o virus influenza foi o
agente de 18% das IRAs em criancas hospitalizade&A-BRICENO et al., 2005). A
maioria das criancas hospitalizadas do nosso esralde criangas previamente saudaveis,
isso foi observado também entre criancas hosptdiz com infeccbes por influenza. O
impacto da influenza em criancas sem qualquer @dodagbase ou que possa ser incluida no
grupo de risco para infeccdes respiratorias é bbsersado em dois outros estudos que
mostram que assim como no nosso estudo a maicsiardacas com influenza que foram
hospitalizadas eram previamente sads (SUGAYA e280D0; PETOLA et al.,2003). Somente
dois pacientes hospitalizados eram consideradaosmas de risco para essa infecgéo, pois se
tratavam de pacientes com cardiopatia congénitareghiolite obliterante.
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Como ja foi discutida, a idade pode influenciaemalucéo clinica da influenza. Nesse
estudo 55.1% dos casos de influenza acontecerancrizmcas até 24 meses e mais
especificamente entre criangas entre 12 e 24 m8sesompararmos, os resultados do nosso
estudo com os de outro realizado com a mesma prmlaeremos que o virus influenza
infectou preferencialmente criangcas com mais iddwleque aquelas infectadas pelo VSR
(NUNES et al., 2004). Pacientes que tinham acimaindco anos representaram 17,3% dos
casos. Segundo dados de estudos sobre influermzdiliméalizado em Taiwan e na Finlandia,
a maioria das criancas infectadas por influenasase na faixa etaria com idade igual ou
superior a trés anos (TSAI et al.,2001; PELTOLAlet 2003). Alguns estudos demonstram
que as hospitalizagbes por influenza nas criangasnsais freqiientes em criangcas mais
jovens, principalmente naquelas abaixo dos cincs de idade (WANG et al.,2003; TSAI et
al.,2001; PELTOLA et al., 2003). No nosso estudmgenvou-se que a maioria das criancas
hospitalizadas com influenza situava-se na faié@iatentre 0 a 24 meses (88,9%). Os
pacientes com influenza que tinham acima de cimos aepresentaram 17,3% dos casos e
nenhum deles foi hospitalizado.

As manifestacbes clinicas das infec¢cdes por vinfisenza variam de sindromes
respiratorias leves a infec¢des respiratérias graseno pneumonia e suas complicacées por
infeccdo bacteriana secundaria, como otite, sim@sgineumonia. A maioria das infec¢des por
influenza nesse estudo foi diagnosticada como I\@8854%). Esse foi o diagndstico clinico
que predominou tanto em criancas atendidas no amdibiel como na emergéncia. Pacientes
que apresentaram o diagnostico de IVAS e que estavarnadas apresentaram infeccao por
influenza durante hospitalizagdo por outra causssBl caso situaram-se um paciente que ia
ser submetido a intervengdo cirargica para tratéonele cardiopatia congénita e outro
internado por bronquiolite obliterante. Entre os@tientes internados com infeccao pelo
virus influenza (90.7%) apresentaram IVAI. O diagia® de IVAI correspondeu a 22,3% e
38,7% daqueles feitos no ambulatério e na emergérespectivamente. As IVAI ocorreram
mais frequentemente em criangas até dois anos atke idnquanto as IVAS foram mais
freqlentes em criancas maiores de um ano de idade.

Com relacdo a ocorréncia de influenza segundo o daxpopulacdo estudada nédo
houve diferenca estatistica significante, como teito relatado em outros estudos
(OLIVEIRA et al, 2004;PLOIN et al, 2003; PELTOLA et al, 2003). No entanto estudo
realizado com criancas coreanas mostrou uma as8ociaaior entre influenza e o sexo

masculino, com uma proporc¢ao de 2.3 meninos pararina (KIM et al., 2000).
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5.7 Vacinacéao

A vacinacao contra a gripe tem sido preocupacéastante da OMS. Esta assume a
responsabilidade de estabelecer uma rede intenacigue mantém a vigilancia
epidemioldgica e recomenda a formulacdo da vaéinarincipio a recomendagdo da vacina
ocorria apenas uma vez ao ano, porém, alguns piigdemisfério Sul, como a Austrdlia e a
Nova Zelandia ndo seguiam estas recomendacdebelesendo sua préopria formulacdo. A
partir de entdo a formulacdo passou a ocorrer esnndomentos, um para o hemisfério norte
e outra para o hemisfério sul. A OMS determinolemisfério austral, local onde, o inverno
comeca em junho (FORLEO-NETO et al., 2003; LAYNEaket 2001). No primeiro semestre
de 1999, o Ministério da Saude do Brasil iniciouaginacdo contra influenza, tendo como
populacdo-alvo os maiores de 65 anos. A partir @@ 2ampliou-se a populacédo alvo da
vacinacao, incluindo-se os maiores de 60 anos (MTHRIO DA SAUDE, 2001). . Essa
vacinagao é realizada em campanhas anuais emaddda#torio nacional. O periodo adotado
pelo Ministério da Saude do Brasil para realizad@® campanhas de vacinacdo é baseado na
recomendacéo feita pela OMS para os paises doféeimisul.

Em muitos paises a imunizacdo € utilizada commnd de prevenir a morbi-
mortalidade, principalmente entre os grupos de-r@dtm. A efetividade da vacina ja é
claramente conhecida (CARRAT et al.,, 1998). Algestudos demonstraram o impacto
positivo da vacinacdo contra a gripe na prevenegdmtérnacdes e mortes por pneumonias e
outras doencas, tanto em idosos saudaveis commputagao de risco, particularmente nos
periodos de maior circulagao do virus (CDC, 200@GCHOLSON et al., 1997).

Um dos resultados mais significativos do nossimdes foi a caracterizagcao dos
periodos de ocorréncia de influenza em Fortaledd ano de 2001, as campanhas de
vacinacdo antecederam em apenas um més o pictudmia, nos anos seguintes os picos de
infecgdo ocorreram no més de imunizacao ou a ateem®. Torna-se questionavel o periodo
adotado para tais campanhas em nossa cidade. @ficiéacia desse método tendo em vista
0 periodo de sua realizacdo? Quais as futurastéggaa para que tais campanhas sejam
efetivas em nossa cidade? Seria coerente repemg@rindo de campanhas tendo em vista a
diversidade temporal de ocorréncia dos surtos r@siBr Poderia ser adotada mais de uma
campanha de vacinacao por ano, respeitando-se llamdiversidades? O fato do Ministério
da Saude utilizar como modelo para aplicacdo natimmpadrdao de sazonalidade dos estados
do sul e sudeste (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2003) eirexisténcia (ou falta de
divulgacdo) dessas informacdes no restante do pessjta em um modelo ineficiente.
Solugbes para esse problema podem surgir de sstdenaigilancia abrangentes, como o



59
realizado desde 2000 pelo Ministério da Saude tugesenvolvimento de pesquisas como a
nossa.

A utilizacdo da vacina nos idosos previne a ocereédas formas graves da infecgéo,
mas nédo previne de fato o surto no resto da pofwoladulta e infantil (GUTIERREZ et al.,
2001). No Brasil, as campanhas estédo voltadas gerparna o idoso e é distribuida de forma
gratuita. Os custos com a vacina ainda sao mugteadbs para o pais. Estdo sendo efetuadas
pesquisas para ampliacdo da producdo de vacimaieruitdo dos seus custos (KEMBLE &
GREENBERG, 2003; AULT, 2004).

As criancas sao os vetores da doenca e contieMpostas a infecgdo. Alguns estudos
ja demonstraram que h& uma real necessidade dézagaa, inclusive com recomendacgdes
em alguns paises, como Estados Unidos e Japaogyparse faca a imunizagcéo de criangas
com mais de seis meses de idade. Isto levaria adimiauicdo dos casos de gripe, bem
como, de suas complicacbes, mais frequentes nasta étaria, incluindo casos fatais e
também evitando a disseminacao viral na comunif@@deZEN, 2000; MUNOZ, 2002).

Para as criangas com menos de seis meses de idddendao se tem nenhuma vacina
licenciada disponivel. No entanto, a imunizacadonda no terceiro trimestre da gravidez pode
promover uma alta concentracdo de anticorpos pretetque apos 0 hascimento protege a
criancas contra infeccbes graves. Além disso,pegro final da gravidez pode se tornar grave
devido as alterag@es fisioldgicas que a gravidesaao sistema imunoldgico e respiratorio
(NEUZIL et al., 1998). A imunizacdo protege tantonde quanto o feto (GALL, 2001) e

também nao gera qualquer risco ao aleitamento na{®tUNOZ, 2003).

5.8 Técnicas de diagndstico

Os aspirados de nasofaringe foram escolhidos pmemsaima amostra clinica
adequada para a realizacdo das técnicas utilizaelsse estudo. A técnica de coleta da
amostra é rapida e pouco traumatica para o padi@rtieUWALIA et al., 1987), além disso,
€ obtida uma grande quantidade de células infes{@UBENBERGER & LAYNE, 2001).

O método de diagnodstico de triagem para pesquisardg respiratorios, entre eles os virus
influenza A e B foi a RIFI. Através desse métodd afostras foram consideradas positivas
para esses virus. Esta técnica € considerada rapiglém disso, apresenta sensibilidade e
especificidade semelhantes a cultura de célulasbém apresentando uma sensibilidade
superior quando comparada ao ELISA (HALONEN et #096; PIEDRA et al., 1997;
SIQUEIRA et al., 1986; TRISTAM & WELLIVER, 1995). €Zca de 4 a 13% as laminas
podem exibir fluorescéncia inespecifica (SHEN et 96), este problema varia de acordo

com a experiéncia do microscopista e com a quadidag reagentes utilizados. A maioria dos
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estudos citados nesse trabalho utiliza essa mexmed para diagnostico das infeccbes por
influenza (VIEGAS et al., 2004; CHEW, et al., 199834EN et al., 1996; HAZLETT et al.,
1988; SUNAKORN et al., 1990). O sistema de vigilantacional de influenza, em suas 31
unidades sentinelas emprega esse meétodo e 0 mésengpkegado no nosso estudo.

Para a analise de hemaglutinina dos virus isolddosdotada a técnica de deteccao
genbmica RT-PCR multiplex. Este procedimento é amphte utilizado nos centros
especializados em vigilancia epidemioldgica do ssirsendo recomendado pela OMS por
apresentar uma alta sensibilidade e especificiddtsgando a apresentar uma sensibilidade
mil vezes maior que a cultura de células e um roitiéivezes maior que o ELISA (ELLIS et
al., 1997; HUNGNES, 2002; TAUBENBERGER & LAYNE, 200GAVIN et al., 2003).

Um total de 47 amostras que positivas para inflagrar RIFI foi também submetido
a PCR, para avaliar o indice de concordancia détaees entre os métodos. Oito amostras
positivas por RIFI ndo resultaram positivas na P&€Buye representa um percentual de 17%.
Alguns estudos relatam uma variacéo entre 23,7%0% &ntre estas técnicas, utilizando SNF
(EUGENE-RUELLAN et al., 1998; VAN MILAAN et al., 13). Um estudo com amostras
de SNF da cidade de Vitoria, que empregou essastéoaicas em 16 amostras, mostrou que
18.2% das amostras positivas por RIFI ndo tiveram ositividade confirmada por PCR
(LUGON, 2003).

Ressaltamos que a utilizacdo da PCR-multiplex nesselo serviu para constatar a alta
freqUéncia do virus do tipo A/H3 em co-circulac@maoo virus influenza B nos anos de 2003
e 2004.

5.9 Consideracdes finais

O contingente de pacientes analisados, referemtenganda ao servico médico do
HIAS, nos quatro anos de estudo € representativo.rélacdo ao numero de pacientes
incluidos, ao nimero de pacientes infectados pitweinza, ao periodo de estudo pode-se
considerar esse trabalho como o mais abrangesmeitando o tipo de populagéo de estudo,
no Brasil. A vigilancia da gripe realizada no pblmistério de Saude do Brasil possibilitara
que dados mais representativos sejam conhecidasugm prazo, uma vez que desde 2000
esse trabalho vem sendo realizado e as expectaiasle que o sistema inclua outros
estados.

O Brasil tem demonstrado esforcos frente a comdeidaternacional de conter os

surtos pelo virus influenza. Porém, em virtude dasacteristicas peculiares da gripe, as
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medidas de prevencado e controle sustentam a néaéssiem nivel local, da caracterizacéo
sistematica das cepas virais dos virus influenzauleintes em Fortaleza, da reavaliacdo do
programa de imunizagdo, bem como a realiza¢éo tdeass clinico-epidemioldgicos. Estes
ultimos visando aferir a morbi-mortalidade inereatevirus, uma vez que néo se sabe como

se comportardo os futuros surtos da influenza éag&e a sua extensao e gravidade clinica.



. CONCLUSOES

A prevaléncia de infec¢des pelo virus influenzapoaulacdo estudada foi de 8%.
Essas infeccbes foram a segunda mais prevalente e#t infeccdes virais
identificadas 24,1%;

» O virus influenza apresenta, em Fortaleza, um padeiocorréncia anual regular,
observado durante o primeiro semestre de cada @neglacionado ao periodo

chuvoso:;

* Os periodos epidémicos de influenza em Fortalezacateram ou ocorreram

concomitantemente as campanhas nacionais de vaoinag

* Os virus influenza A (somente a variante A/H3) edBcircularam em todos os anos
de estudo, havendo uma predominancia significatovairus influenza A em relagéo

ao virus influenza B;

» Criancas com infec¢des por virus influenza foraendidas predominantemente nos

ambulatérios e na emergéncia;

» Cerca de 11.5% das criangas com infeccéo por viflugenza foram hospitalizadas, a

maioria delas apresentando infeccdes de vias aéfedsres;

* Ainfluenza foi detectada em todas as faixas etanas predominou em criangas atée

os dois anos de idade.
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APENDICE A -Solucdes e reagentes

SOLUCAO DE PBS 10X CONCENTRADO ESTERIL

NacCl 80g
KH2PO4 29
Na2HPO4 219

KCI 29

Agua destilada gsp 1000mL

PREPARO DE TRIS-HCI A 0,1M PH 6,4

Tris Hidrocloreto 15,759

Agua destilada gsp 1000mL

PREPARO DE ETILENODIAMINOTETRACETICO (EDTA) 0,2M

EDTA 58,49
Agua destilada gsp 1000mL

Diluir a 37°C e ajustar o pH para 8.0

ETANOL 70%

Etanol PA 72,9 mL
Agua destilada gsp 100mL
SILICA ACIDA

Em uma proveta de 500 mL, adicionar 60 g de s#i&0 mL de H20 deionizada e deixar
repousar por 24h a temperatura ambiente.

Remover 430 mL do sobrenadante e ressuspendeted @&l 500 mL de H20 deionizada.
Deixar 5h a temperatura ambiente.

Remover 440 mL do sobrenadante e adicionarpg08e HCI concentrado para atingir pH 2.
Aliquotar, autoclavar e estocar protegido da luz.
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TAMPAO DE LISE L2

O tampéo deve ser preparado ao abrigo da luz edmcmmado em temperatura
ambiente em frascos rosqueados.

Isotiocianato de guanidina  60g
Tris-HCl a 0,1M pH 6,4 50mL

TAMPAO DE LISE L6

O tampéo deve ser preparado ao abrigo da luz el@tmmados em temperatura
ambiente em frascos rosqueados.

Isotiocianato de guanidina  60g
Tris-HCl a 0,1M pH 6,4 50mL
Triton 1,3mL
Solucédo de EDTA 0,2M 11mL

SOLUCAO PARA RESGATE DE RNA

Para cada amostra:

Inibidor de RNAse 1uL
Agua milliQ livre de DNA  30uL
SOLUCAO DE NAOH 10M

Solucéo deve ser preparada sob refrigeracao, gedgua corrente.

NaOH 400g
Agua destilada gsp 1000mL

“RESPIRATORY PANEL | VIRAL SCREENING & IDENTIFICATON KIT” (Chemicon
International Inc.)
MEIO ESSENCIAL MINIMO (MEM)

MEM (Gibco) com sais de Earle, sem L-glutamina, sérarbonato de sodio 15,75¢g
L-glutamina a 2% (Gibco), pH 7,3 10mL
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Solucéo de pinicila-estreptomicina (Gibco) 10000Uhe penicilina G sédica alOmL
10000pg/mL de sulfato de estreptomicina em 0,85%atira
Bicarbonato de sédio P.A. a 10% (Dinamica) 7mL
Agua Milli-Q gsp 1000mL

Dissolver os reagentes em agua Milli-Q estéril.ségun o pH para 7,2-7,4. Esterilizar por

filtracéo.



APENDICE B — Resultados da RT PCR (2003-2004)

RIFI positiva — -
Positivo Negativo

134/03 — Influenza A H3

136/03.— Influenza A H3

139/03.— Influenza A H3

149/03.- Influenza A Negativo
150/03.— Influenza A H3

157/03.— Influenza A H3

161/03.— Influenza A H3

167/03.— Influenza A H3

170/03.—- Influenza Ae B Negativo
172/03.- Influenza B Negativo
178/03.— Influenza B B

186/03.— Influenza B Negativo
190/03.— Influenza A H3

193/03.- Influenza B Negativo
197/03.— Influenza Ae B H3

200/03.— Influenza A H3

04/04.— Influenza A H3

23/04.— Influenza A H3

24/04.— Influenza A H3

25/04.— Influenza A H3

29/04.— Influenza A H3

31/04.— Influenza A H3

33/04.— Influenza A H3

36/04.— Influenza A H3

37/04.— Influenza A H3

39/04.— Influenza A H3

40/04.— Influenza A H3

44/04.— Influenza A H3

46/04.— Influenza A H3

49/04.— Influenza A H3

53/04.— Influenza A H3

60/04.— Influenza A H3

63/04.— Influenza A H3

64/04.— Influenza A H3

67/04.— Influenza A H3

68/04.— Influenza A Negativo
78/04.— Influenza A H3

88/04.— Influenza A H3

101/04.— Influenza A H3

103/04.— Influenza B B

109/04.— Influenza A H3

111/04.— Influenza A H3

112/04.— Influenza A Negativo
113/04.— Influenza A H3

116/04.— Influenza A Negativo
118/04.— Influenza A H3

148/04.— Influenza A H3
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ANEXO A — Termo de consentimento livre esclarecido

PERFIL EPIDEMIOLOGICO DAS INFECCOES RESPIRATORIAS
AGUDAS CAUSADAS PELO VIRUS INFLUENZA EM CRIANCAS
ATENDIDAS NO HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN,
FORTALEZA-CE (2001-2004)

O objetivo desta pesquisa € conhecer melhor astedsdicas da gripe em criancas
que sdo atendidas nos ambulatorios, enfermariaseotico de emergéncia do Hospital
Infantil Albert Sabin, na cidade de Fortaleza.

Seré coletada a secrecdo nasal, através de aspoaqp uma sonda que é colocada na
narina da crianca.

O responsavel pela crianga ou 0 médico que acdmparcaso poderdo ter acesso ao
resultado obtido. Esse exame € gratuito.

Em caso de duvida ou solicitacdo de resultadoaeatn contato com Marlos Gomes
Martins, telefone n°® 288-8303 ou Prof2. Dr2. FedaaBdna Araujo Moura, telefone n® 9996-
1332 ou 288-8303.

Eu, , declaro que apos
convenientemente esclarecido pelo pesquisador entendido o que me foi explicado,
concordo em deixar o menor de idade
participar do presente protocolo de pesquisa, sendoseu responsavel legal.

Fortaleza, de de 200

Assinatura do Responsavel pela Crianca

Assinatura do Responsavel pela Coleta
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ANEXO B - Ficha epidemiolégica

Projeto: PERFIL EPIDEMIOLOGICO DAS INFECCOES RESPIRATORIAS AGUDAS
CAUSADAS PELO VIRUS INFLUENZA EM CRIANCAS ATENDIDAS NO
HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN, FORTALEZA-CE (2001-2004)

DADOS PESSOAIS

Nome do Paciente:

Bairro: Telefone: Pessoa p/ Contato:
Idade: Sexo: Feroir{ ) Masculino ()
PROCEDENCIA

Ambulatério () Emergéncia ( ) Observagédo ( ) Utl ()
Prontuario: Leito: Bloco:

ASPECTOS SOCIO-ECONOMICOS

Renda Familiar:

Pai e Mae Empregados ( ) Pai e Mésempregados ( ) Pai ou Mae Egagles ( )
Escolaridade do Pai: Mae:
Quantas Pessoas Moram em Casa: ° de Gbmodos:

Frequenta Creche/Escola: Sim () N&o (Quantas Horas por Dia:

HISTORICO DO PACIENTE

Parto Normal ( ) Cesarea ( ) Forceps () ATermo ( ) Prematuro ( )
N&o Mamou ( ) Mamou < 6 Meses ( ) Mamou >6 meses ( ) Ainda Mafa)
Vacinacao: EmDia ( ) Atragafl )

12Vez que Cansa: Sim ( ) N&o) ( Idade que Cansou a 12 Vez:

Internacdo Anterior por Problema Respiratorio: Sim () N&o ( ) N° de Vezes
Gripa Freqglientemente: Sim () oNa)

N° de Vezes nos Ultimos Dois Meses: (-2x1 ( )3-5x () >bx

HISTORICO FAMILIAR

Histéria de Cansacgo na Familia: Méae ( pi P ) Irmdos ( ) Primos ( ) Tigs ) Avoés ( )
Outro Familiar com Infeccéo: Sim ( ) Néao ( ) Quem
Fumantes em Casa: Sim () N&o) ( Quem

EXAME FiSICO E ASPECTOS CLINICOS

Peso: Temperatura: FR:
Queixa Principal:

Tempo de Inicio dos Sintomas:

Coriza () Obstrucdo Nasal ( ) Egmrr( ) Tosse Cheia ( ) Tosse Seca) ( Dispnéia ( )
Febre () Conjuntivite ( ) Otite () Dorde Garganta ( ) Dor de Cabeca)( Gemente ( )
Rouquiddo ( ) Anorexia ( ) VOmitos | Diarréia ( ) Cianose ( ) @Qaolsdes ( )

Doencgas Associadas: Sim () N&o) Qual
Ausculta Pulmonar: Roncos ( )  Sibilos Y Estertores ( ) Tiragem Intercostdl ) Tiragem
Supraesternal () Batimentos de Asa do Nériz) Exantema ( )




EXAMES REALIZADOS

Raio-X de Térax: Sim () Né&o ( )
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Data Resultado — Achados Radiolégicos
Normal ( ) Condensacdo ( ) Infitoantersticial ( ) Hiperinsulflacdo ( )
Outros
Normal ( ) Condensacdo ( ) Infitoantersticial ( ) Hiperinsulflacdo ( )
Outros
Normal ( ) Condensacdo ( ) Infitoantersticial ( ) Hiperinsulflacdo ( )
Outros
Hemograma
Data Ht Hb Leuc.| Segnj. Linfog.Linf. Atipicos | Basoéf.| Eosin| Mond¢. Plag.
Gasometria
Data pH PCQ PO Sat. Q
Hemocultura: Sim () Ndo ( ) Negativa ( ) Positiva ( )
Bactéria Isolada:
Antibiograma: Resistente
Sensivel

TRATAMENTO INSTITUIDO PELO MEDICO

Antitérmico ()
Oxi-Hood ( )

Aerosol () [Batamol ( )
Ventilacdo Mecénica ( ) Adrenalina ( )

Corticéide ()

Sain ) Cateterdeq )
Antibidtico ( )

Especificagao Inicio

Términ

D

N° Total de Di

Antibiético 1

Antibiético 2

Antibiético 3

Antibiético 4

Outros:

Data Admissao: Data Alta:

Diagnéstico Provavel:

Dias Internacao:

Diagnéstico Final:

Obito: Sim () Nao ( )



ANEXO C — Esquemas de laminas de imunofluorescéncia

Triagem Especifico

O O Influenza B . . Controle

Controle O O negativo
Negativo Q O Influenza A . . Parainfluenza 3

Mistura O O Adenovirus . . Parainfluenza 2
de . O
anticorpos O O VSR . . Parainfluenza 1

Laminas de imunofluorescéncia




ANEXO D — Processamento das amostras

Tubo de

Seringa centrifuga

Secregao 3mlL de
de nasofaringe » MEM-E

Homogeneizagao

Centrifuga Criotubo

Centrifugacao
1500RPM/10 min

Tut;qfde Criotubo
cenfrifuga
9 Sobrenadante
estocado a -20°C
Sedimento RT-PCR
homogeneizado
em PBS
Confeccdo
de laminas
Lamina de lAPoria Lamina de
imunofluorescéncia Srnines imunofluorescéncia
| e—
: o% os % o%
Laminas para [
teste especifico
%2 32| mp mp (3 [ | mp
0°0 00 0°0 0°0
Lamina de 0000 Fixacdo em 0000
triagem 0% 0% acetona 0% 0%
Secagem 10min/4°C Evaporacdo de

37°C Acetona

1mL estocado a -20°C
RT-PCR

Estocagem
-20°C

[\
[ =)

\_ J

Congelador
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ANEXO E — Reacao de imunofluorescéncia indireta

Lamina de
imunofluorescéncia
Lamina de
triagem OOO Ooo
(1° ciclo) 0000
Lamina para
teste especifico OOO OOO
(2° ciclo) O 0 00
©C 0O 0O_0
O O
Adicao de POQCO
13 uL AcM
@ OO O OO
@ o & e
Camara umida
37°C/30min ‘
Porta
laminas

Lavagem com
PBS-Tween
4 min/imersao

Secagem
37°/1h

Exame ao
microscopio

@] .O @] .O
O 000 13 uL AcM anti-IgG
conjugado
@ 0 @ a fluoresceina
O O
[ I @

4

Céamara imida
37°C/30min

Lavagem com

PBS-Tween
(Ao abrigo da Iuz)

¢

Secagem
37°/1h
©_0 0_O|
@ @ _|
© © O O Montagem com
-@06 @OG‘ oleo e laminula
L B N

.
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ANEXO F — Extracdo de RNA

Tubo de Homogeneizador
1,5mL

840uL de Tampéo L6
20uL de Silica =
150uL de Amostra clinica e
Rdpida
homogeneizagao
Incubacao
(10min/temperatura ambiente)

4

Lavagem (2X) Lavagem (2X) Centrifuga
TmL de etanol (70%) 1mL de L2

A,
‘ Centrifugacao

10000RPM/20 segundos

Termobloco

U‘ b 000

O@ OOO Secage_m do
(@) precipitado

O OO (56°C/10 min)

Lavagem (1X) OQ OO

1mL de acetona PA (4°C)

Homogeneizador Centrifuga ‘

30ulL de agua milli-@
mais inibidor de RNAses

() Incubagdo a 56°C/10 min
Homogeneizagao Centrifugacao
rapida 12000RPM/5 minutos

Coleta do

sobrenadante
com RNA viral




ANEXO G - RT-PCR

Termobloco Tubo de
900,000 . M
= 0 ;
000 " 000 4m | |17 simistuno o er
Q00 00O '
(95°C/5 min) Incubacéo
37°C/1h
Tubo de Termociclador
200uL

20uL de cDNAI ’
80uL mistura de 1°PCR

Termociclador
1° Etapa 94°C/2min

1° Etapa 94°C/2min

30 ciclos o 30 ciclos
94°C/1mi
54C/1mi @ ||| @ o
60°C/1 m!n 72°C/1min
72°C/Tmin
‘ Produto de
19 PCR
. +
mistura de
29 PCR

Produto de 2°PCR

Eletroforese em gel de agarose (1,2%)

Revelagao com brometo de etidio
e
Vizualizagdo em
luz ultravioleta
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