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RESUMO

O estudo buscou padronizar a RT-qPCR multiplex para detectar Influenza A em tecidos fixados em formalina e
incluidos em parafina (FFIP) de casos suspeitos de SRAG. Foram avaliadas 174 amostras com protocolo de extragdo
adaptado e ensaio comercial para virus respiratdrios. A positividade foi de 4,6% para Influenza A, além de achados
de VSR, Influenza B e SARS-CoV-2. A técnica mostrou-se viavel e robusta para diagndstico diferencial em FFIP,
complementando a imunohistoquimica. Conclui-se que a RT-qPCR multiplex em amostras post mortem pode qualificar
a vigilancia etiologica de 6bitos e apoiar decisdes em saude publica.

Palavras-chave. Vigilancia em Satude Publica, Diagnostico Laboratorial, Influenza Humana.

ABSTRACT

This study standardized a multiplex RT-qPCR protocol for detecting Influenza A virus in formalin-fixed, paraffin-
embedded (FFPE) tissues from suspected Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) cases. A total of 174 samples
were analyzed with an adapted extraction method and a commercial respiratory virus assay. Influenza A was detected
in 4.6% of cases, along with RSV, Influenza B, and SARS-CoV-2. The method proved feasible and robust for differential
diagnosis in FFPE tissues, complementing immunohistochemistry. Multiplex RT-qPCR in post-mortem samples shows
strong potential to improve etiological surveillance of fatal cases and support evidence-based public health decisions.
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A sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) é uma sindrome do trato respiratério, que pode
ser causada por diversos agentes etioldgicos, é frequentemente relacionada a infec¢des pulmonares ou
extrapulmonares e o virus influenza A ¢ a causa mais frequentemente descrita em pacientes adultos'*,
com elevado impacto na morbimortalidade, especialmente durante periodos sazonais e pandemias. De
acordo com o informe epidemiolégico de Vigilancia das Sindromes Gripais, divulgado pela Secretaria
de Vigilancia em Saude e Ambiente do Ministério da Satide do Governo Federal Brasileiro, de Janeiro
a Outubro de 2023, foram registrados 87.270 casos de SRAG que resultaram em hospitalizagao e
8.786 casos com evolucao para 6bito. Entretanto, a identifica¢do de virus respiratérios ocorreu em
apenas 41% dos casos®. A identificagao laboratorial do agente etiolégico em casos de dbito é essencial
para a vigildncia epidemioldgica e para embasar decisdes em saude publica®. No entanto, os métodos
disponiveis para diagnostico post mortem, sobretudo em amostras fixadas em formalina e incluidas
em parafina (FFIP), apresentam desafios inerentes a sua natureza, particularmente para a detec¢ao
molecular e genotipica’®. Este estudo teve como objetivo padronizar a técnica de reagdo em cadeia
da polimerase em tempo real (RT-qPCR) para detec¢do do virus Influenza A em amostras FFIP
encaminhadas ao Centro de Patologia (CPA) do Instituto Adolfo Lutz (IAL), utilizando um ensaio
multiplex comercial.

Foram selecionados 323 casos humanos com suspeita clinica de infeccao por Influenza A, entre os
anos de 2017 e 2023. Os dados foram obtidos a partir da revisao de registros fisicos laboratoriais e do
sistema GAL (Gerenciador de Ambiente Laboratorial), contemplando variaveis demograficas, laudos
histopatoldgicos e resultados de imunohistoquimica (IHQ).

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa local (CAAE n°
71752623.6.0000.0059). O conselho de ética/comité de ética institucional dispensou a necessidade de
consentimento informado, visto que as amostras estavam relacionadas a atividades de vigilancia de rotina e
investigacao de dbitos.

Um total de 174 amostras FFIP foi selecionado aleatoriamente, para extracio de RNA e posterior
analise por RT-qPCR. O protocolo de extracao incluiu etapas de desparafiniza¢ao, lise e purifica¢do com
beads magnéticas (Quick-DNA/RNA Viral MagBead - Zymo Research). Para a reacao, foi utilizado o kit
Allplex™ SARS-CoV-2/FluA/FluB/RSV Assay (Seegene), que permite a detec¢do simultdnea de Influenza
A, Influenza B, virus sincicial respiratério (VSR), SARS-CoV-2 e para o gene humano da RNaseP (controle
endogeno). As reagdes foram consideradas positivas mediante a deteccao de curvas exponenciais especificas
para os genes-alvo e para o controle endégeno RNaseP.

Dentre os casos incluidos, 315 (97,52%) foram submetidos a técnica de IHQ, e testados para
diversos alvos, entre eles, 253 (79,33%) foram analisados para Influenza A, com positividade de
apenas 28,06%. Além de Influenza A, as analises de IHQ revelaram um espectro etioldgico variado:
3,10% corresponderam a agentes zoonoéticos e bacterianos, 1,24% a fungos e micobactérias (incluindo
Cryptococcus spp., Histoplasma, Pneumocystis jiroveci e Mycobacterium spp.) e 0,93% a outros virus
respiratorios. Adicionalmente, foram detectadas neoplasias ou infiltracbes em 2,79% dos casos e
alteragdes pulmonares nao infecciosas em 0,93%, enquanto 0,31% permanecem inconclusivos por
amostra insuficiente (Figura 1).
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Figura 1. Distribui¢do de casos positivos dos 315 analisados por imuno-histoquimicos (IHQ)

Dos 174 testes de RT-qPCR realizados, nas amostras inicialmente negativas para IHQ, 152
(87,36%) foram negativos; 8 (4,60%) positivos para Influenza A; 3 (1,72%) para Influenza B; 8 (4,60%)
para VSR; 1 (0,57%) para SARS-CoV-2; e 2 (1,15%) foram considerados inconclusivos. Os principais
achados anatomopatoldgicos em pulmao, nas amostras positivas foram 4 (19,05%) pneumonia, 3 (14,28%)
broncopneumonia, 3 (14,28%) dano alveolar agudo, 9 (41,86%) casos que apresentaram primariamente
distarbios hemodinamicos, 2 (9,52%) bronquite/bronquiolite e 1 (4,76%) que nao foi possivel analise,
devido ao avangado estado autolise, conforme descrito na Figura 2.
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Figura 2. Distribui¢do dos principais achados anatomopatolégicos em pulmao, nas amostras positivas por RT-qPCR
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Os resultados demonstram que a aplicagdo da RT-qPCR em amostras FFIP ¢é viavel, desde que
protocolos de extracdo sejam cuidadosamente adaptados a essa matriz. A padronizagdo de um ensaio
multiplex demonstrou utilidade nio apenas para a detec¢ao do virus Influenza A, mas também de outros
agentes virais respiratérios associados a SRAG, viabilizando o diagnéstico diferencial em contexto post
mortem. A incorpora¢ao de métodos moleculares ao diagndstico de dbitos amplia o escopo da vigilancia
laboratorial, permitindo a identificagdo de etiologias nao reveladas por técnicas imunohistoquimicas. Nesse
cendrio, a RT-qPCR multiplex em amostras FFIP se configura como uma ferramenta complementar eficaz
para a investigacgdo etiologica de SRAG, com potencial relevante para qualificar a determinagdo da causa de
6bito e subsidiar estratégias em satide publica.
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