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RESUMO

Os virus influenza sdo responsaveis por epidemias
anuais com gravidade da doenca varidvel. Causam
infeccao respiratdéria aguda com elevada transmissi-
bilidade devido sua alta variabilidade genética, ca-
pacidade de adaptacdo e rapida disseminacao. Os
virus influenza apresentam genoma fragmentado,
0 que ocasiona variagdes antigénicas frequentes, e
consequentemente pode induzir o aparecimento
de subtipos mais virulentos, como ocorreu em 2009,
quando foi registrada pandemia por um novo virus
Influenza A HIN1. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estima que a gripe acometa 5 a 15% da popu-
lacdo, ocasionando 3 a 5 milhdes de casos graves e
250.000 a 500.000 mortes anualmente. As epidemias
anuais de gripe e o risco de novas pandemias tornam
0 monitoramento epidemiolégico do virus influen-
za fundamental e, para isto, a OMS coordena a Rede
Mundial de Vigilancia da Influenza com a finalidade
de fornecer informacdes necessarias para a escolha
das variantes virais que farao parte da composicao
anual da vacina, visto que a vacinacao é uma das me-
didas mais efetivas para prevencdo da gripe e suas
complicacdes. Além disso, a rede constitui uma vigi-
lancia rapida para identificacdes de virus influenza
emergentes com potencial epidémico ou pandémi-
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co. Esta vigilancia é viabilizada pelos resultados dos
testes laboratoriais que sao ferramentas importantes
para a Saude Publica, sendo fundamentais para a con-
tencao e prevencao dos virus circulantes. O objetivo
deste estudo foi apresentar informacdes relacionadas
ao virus influenza e a doenca, como sao realizados o
diagnéstico e monitoramento pelas redes de vigilan-
cias mundiais pds-pandemia e, ainda, quais os novos
desafios que se apresentam.
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ABSTRACT

Influenza viruses are responsible for annual epide-
mics with patients presenting variable degrees of di-
sease severity. These virus can cause acute respiratory
infection with a high transmissibility due to its high
genetic variability, adaptability and rapid spread. In-
fluenza viruses have fragmented genome which cau-
ses frequent antigenic variation, which can result in
more virulent subtypes emergence, as occurred in
2009 when it was described a new pandemic influen-
za virus HIN1. WHO estimates that flu affects 5-15%
of the population and it causes 3 to 5 million of se-
vere cases and 250.000 to 500.000 deaths annually.
The annual influenza epidemics and the new pande-
mics risk highlights the importance of Influenza virus
epidemiological monitoring. Based in this concern
WHOcreated and coordinates the Global Influenza
Surveillance and Response System in order to provide
necessary information for viral variants selection that
will be part of vaccine annual composition, since that,
vaccination is one of the most effective measures for
influenza prevention and its complications. In addi-
tion, the network is a rapid surveillance of emerging
influenza virus identifications with potential to cause
epidemic or pandemic situations. The surveillance is
enable due to laboratory tests results which are im-
portant tools for public health, with essential role for
circulating viruses containment and prevention. The
aim of this study was to present information related
to influenza virus and flu disease, how the diagnosi-
sand monitoring are performed by global surveillan-
ce networks at post pandemic time and, also,the new
challenges facing.

Keywords: Influenza, H1N1, Sentinel Influenza, Vacci-
nation

INTRODUGCAO

A capacidade do virus influenza de sofrer varia-
¢oes antigénicas frequentes e imprevisiveis, o destaca
entre as doencas emergentes. Os virus influenza cau-
sam epidemias anuais recorrentes e menos frequen-
temente pandemias, que atingem quase todas as
faixas etdrias, devido sua alta variabilidade genética,
capacidade de adaptacdo e rapida disseminacao'>.

A natureza fragmentada do material genético do
virus influenza induz altas taxas de mutacdo durante
areplicacao viral, principalmente nas duas glicoprote-
inas de superficie do virus, a Hemaglutinina e a Neura-
minidase. Estas mutacdes ocorrem de forma indepen-
dente e provocam o aparecimento de novas variantes
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para as quais a populacdo ainda ndo apresenta imuni-
dade, considerando que uma infeccdo prévia por de-
terminada variante confere pouca ou nenhuma pro-
tecdo contra os virus de surgimento mais recente'3¢”7,

O virus influenza causa uma infeccdo viral aguda
que afeta o sistema respiratério com elevada trans-
missibilidade, distribuicdo global e tendéncia a se
disseminar facilmente em epidemias sazonais. De
acordo com a Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS),
estima-se que a influenza acomete 5 a 15% da popu-
lacdo, ocasionando 3 a 5 milhdes de casos graves e
250.000 a 500.000 mortes anualmente>&,

Ha relatos de epidemias por Influenza desde 512
a.C. a 212 a.C. Na Idade Média a gripe foi chamada de
Influenza pela suposta influéncia das estrelas e planetas
sobre a fisiologia humana. Varias epidemias por Influen-
za ocorreram em todo o mundo, com registros na Afri-
ca, Asia e Europa entre os séculos XVl a XIX e algumas
alcancaram outros continentes, como a “Gripe Russa”
que chegou a América Latina em 1890 e matou cerca
de 1 milhdo de pessoas. A maior das epidemias regis-
tradas foi a “Gripe Espanhola” (1918-1919), cujos dados
literdrios estimam entre 20 a 40 milhdes de mortes®.

Em 2009, foi registrada uma nova pandemia por
um subtipo do virus Influenza A H1N1, inicialmente
denominada “Gripe Suina’, resultante do rearranjo en-
tre genes virais de influenza avidria, suina e humana
que resultaram uma recombinagao nunca antes des-
crita'®. Em abril deste mesmo ano, no sul da Califérnia,
0 CDC confirmou duas mortes pelo novo HIN1, mes-
mo periodo em que ocorriam obitos pela mesma do-
enca respiratéria aguda na provincia de Vera Cruz, no
México. Durante a fase inicial da pandemia, a maioria
dos casos estava entre os viajantes, primeiro entre
aqueles que retornavam do México e, em seguida,
entre os que retornavam dos Estados Unidos. O virus
H1N1, disseminado por trabalhadores e turistas, rapi-
damente chegou a todo hemisfério norte e em sema-
nas se espalhou pelo mundo. Em julho (2009) ja ha-
via mais de 94.000 casos confirmados em 100 paises
diferentes e acredita-se que o numero real de casos
tenha sido subnotificado. A pandemia de influenza,
cujo inicio foi confirmado no México, foi oficializada
em junho de 2009 pela OMS, apds um intervalo de 40
anos**'15_ O inicio da fase pds-pandémica foi decla-
rado em agosto de 2010 pela OMS junto a estimativa
de que 18.449 pessoas morreram como resultado do
virus em 214 paises e territérios ou comunidades no
exterior'®",

O periodo po6s pandemia caracterizou-se pelo pa-
drao sazonal de transmissao que o HIN1 passou a
apresentar, no qual 20-40% da populacdo em algu-
mas areas adquiriram um nivel de imunidade prote-
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tora apos infeccdo pelo virus HINTpdmO09 e também
pela boa cobertura vacinal relatada por muitos paises,
especialmente em grupos de risco".

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi apresentar informa-
¢oes relacionadas ao virus influenza e a doenca, como
sdo realizados o diagnéstico e monitoramento pelas
redes de vigilancias mundiais pés pandemia e, ainda,
guais os novos desafios que se apresentam.

3.METODOLOGIA

A abordagem metodolégica empregou como ins-
trumento a pesquisa exploratéria de carater biblio-
gréfico, utilizando como base de dados MEDLINE,
PUBMED, LILACS e SciELO e Sistema de Informacao
da Biblioteca da OMS (WHOLIS). Os unitermos sele-
cionados para a pesquisa, associados ou nao, foram:
Influenza, HIN1, Sentinela de Gripe, vacinagao, diag-
nostico e epidemiologia. O processo de busca resul-
tou na inclusdo de 71 artigos, informes técnicos, te-
ses, monografias e demais investigacdes baseadas em
evidéncias cientificas e/ou de carater investigativo
epidemioldgico/operacional. Livros, artigos e outros
documentos impressos fizeram parte da metodologia
com propdsito de sustentar teoricamente esta revisao.

4. REVISAO DE LITERATURA
4.1 O ViRUS

O agente etioldgico da gripe é o Myxovirusinfluen-
zae, pertencente a familia Orthomyxoviridae, também
denominado virus influenza. Apresenta um RNA fita
simples segmentado, composto por 8 segmentos di-
ferentes responsaveis pela producao de polimerases
(PB2, PB1 e PA), proteinas estruturais (M1, M2 e NP) e
nao estruturais (NST1e NS2) dos quais, os segmentos 4
e 6 do genoma sao codificadores das respectivas pro-
teinas de superficie Hemaglutinina (HA), responsavel
pela ligacdo do virus aos receptores de acido sidlico
da célula hospedeira, e Neuraminidase (NA), respon-
savel pela saida das particulas virais do interior das cé-
lulas infectadas. Sdo descritas 18 hemaglutininas e 11
neuraminidases, cujas combina¢des determinam os
sorotipos'!'®, Dessas combinacdes, somente o H1N1,
H2N2 e H3N2 sao capazes de infectar células huma-
nas*>". O H5N1 aviario, H7 e o HIN2 podem, ocasio-
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nalmente, atravessar a barreira das espécies e infectar
humanos, porém tém baixa capacidade de dissemi-
nacao pessoa a pessoa, em parte, devido a diferencas
nos receptores celulares de ligacao®’.

A expressao genética variada do receptor espe-
cifico da hemaglutinina, o acido siélico, é a principal
barreira de infeccao interespécies. Os suinos apresen-
tam polimorfismos dessa molécula, que permitem
coinfeccdo também por virus humanos e aviarios.
Essa caracteristica torna estes animais importantes
hospedeiros na epidemiologia da transmissao, pois
ao abrigar linhagens diferentes de virus influenza A,
permite que rearranjos genéticos entre os fragmentos
independentes ocorram gerando um virus mais pato-
génico a espécie humana, como ocorreu em 2009.
O HIN1pdmO09 apresenta segmentos gendmicos
originarios de virus suino classico, das linhagens su-
inas norte americana e eurasiana e do H3N2 sazonal
humano. O virus norte americano é derivado de um
rearranjo triplo entre HIN1 suino cldssico, H3N2 hu-
mano e virus aviario que passou a circular na América
do Norte a partir de 1998 entre os porcos e que em
2005 causou infeccdo em um adolescente que teve
contato com animais infectados em Winsconsin, EUA.
Ja a emergéncia da linhagem eurasia (EA-SIV) data de
1979 quando um virus aviario (avian-like swine) passou
a circular entre os rebanhos suinos da Europa e forne-
ceu as sequencias da NA e M do HIN1pdmQ9'01520-22,

As infec¢coes simultaneas com diferentes linhagens
de influenza A e a recombinacdo genética, mecanis-
mo responsavel pelas variagdes antigénicas e evolu-
¢ado do virus, podem afetar o fitness viral relacionado
a patogenicidade e transmissdao? e impactar de forma
determinante a histéria epidemiolégica da populacdo
mundial?*. Sdo dois os tipos de variacdes antigénicas,
as menores ou antigenic drift e as variagdes maiores,
denominadas antigenic shift. As variacdes antigenic
drift sdo mais frequentes para os subtipos do virus A,
podendo ocorrer a cada dois ou trés anos e, para os
virus do tipo B, a cada 5 ou 6 anos. As antigenic drifts
ocorrem por mutacdes pontuais nos segmentos do
genoma viral, resultando em mudancgas nos aminoa-
cidos que compdem as glicoproteinas de superficie,
especialmente a hemaglutinina. Este processo da
origem a novas variantes virais capazes de escapar
da imunidade estimulada por infeccdo ou vacinacao
prévias. As variacdes antigénicas maiores estao as-
sociadas a completa substituicdo de um ou ambos
segmentos do genoma viral, responsaveis pela pro-
ducdo de glicoproteinas de superficie. Tais alteracées
ocorrem por reagrupamento entre virus humanos e
virus que infectam outras espécies animais e é faci-
litado pela segmentacao do RNA viral, caracteristica
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que possibilita a recombinacao entre o material ge-
nético de outros virus influenza durante infeccoes
mistas. Quando ocorrem as antigenic shift, a maioria
da populacdo nado tem imunidade para os novos vi-
rus e a doenca dissemina-se rapidamente. As grandes
pandemias foram consequéncias destas variagdes an-
tigénicas maiores e responsdveis por milhdes de mor-
tes como nos episodios das Gripes Espanhola (1918-
1919), Asiatica (1957), e de Hong Kong (1968)*11:%,

O virus influenza do tipo B, isolado pela primeira
vez em 1940, apresenta uma estabilidade antigénica
maior, quando comparado ao virus influenza A, sendo
menos frequentes as variagdes antigénicas. Ja o virus
influenza C, descoberto em 1949, mostra-se o mais
estavel e, portanto, menos frequentemente envolvido
em epidemias. Desta forma, os virus A e B apresentam
maior importancia clinica. Estima-se que, em média,
os virus influenza A causem 75% das infec¢des, mas
em algumas temporadas, ocorre predominio do virus
influenza B. Os tipos A e B sdo responsaveis pelas epi-
demias sazonais e doencas respiratérias com duracao
de quatro a seis semanas que, frequentemente, estédo
associadas com o aumento nas taxas de hospitaliza-
¢ao e morte por pneumonia, especialmente em pa-
cientes considerados grupos de risco. O virus C rara-
mente causa doenca grave*!252,

O virus influenza, ao penetrar o trato respiratério,
se liga a superficie de células do epitélio colunar pelo
sitio de ligacao da hemaglutinina com o acido siali-
co. Apos infeccdo da célula, inicia-se um processo de
intensa replicagao viral que culmina em liberacdo de
particulas por brotamento e infeccdo de células adja-
centes nos epitélios respiratérios superior, bronquial
e alveolar. Apds 1 a 3 dias, um grande numero de cé-
lulas entram em processo de necrose e liberagdo vi-
ral. Em casos extremos, é possivel observar um maior
dano epitelial, com ulceracdes, hemorragias e forma-
¢ao de membrana hialina*'.

O virus influenza é capaz de infectar, também, po-
limorfonucleares, linfécitos e monécitos e prejudicar
fungdes celulares como quimiotaxia, fagocitose e
proliferacdo, mas ndo pode completar seu ciclo repli-
cativo nessas células. A liberacdao de novos virus em
humanos é praticamente restrita ao epitélio respira-
torio, em funcédo da presenca de proteases especificas
que auxiliam na clivagem da Hemaglutinina. Durante
seu processo replicativo, os virus influenza misturam-
-se as secregOes respiratorias e sao disseminados por
pequenas particulas de aerossol geradas durante o
ato de espirrar, tossir, falar ou mesmo pelas maos, que
apds contato com superficies recém-contaminadas
por secrecdes respiratorias podem levar o agente
infeccioso direto a boca, olhos e nariz. As particulas
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virais sao detectaveis em 24 horas antes do inicio dos
sintomas e decrescem até ficarem indetectaveis apos
5 a 10 dias. Em criancas, no entanto, a liberacdo de
virus pode se prolongar em funcdo da imaturidade
do sistema imunoldgico. A resposta humoral se inicia
dentro de 2 semanas ap0s inicio da infec¢do, com pro-
ducdo de IgM, IgG e IgA neutralizantes para HA e NA.
O IgG chega a mucosa por difusao passiva, enquanto
IgA é produzido localmente e responsavel por prote-
¢ao pos-infeccdo. O IgG sistémico garante a protecao
pela vacina. A acdo das citocinas varia entre cepas de
espécies sazonais e pandémicas*®?.

4.2 ADOENCA E GRUPOS DE RISCO

A gravidade da doenca durante as epidemias e
pandemias de influenza é bastante variavel, causan-
do desde quadros de leve rinofaringite até pneu-
monia viral com complicacdes fatais. A presenca de
febre acompanhada de manifestacoes respiratorias,
tais como coriza, dor de garganta e tosse somados a
sintomas sistémicos como dores musculares, calafrios
ou fadiga auxiliam muito na distin¢do da influenza de
outras infeccdes respiratorias como o resfriado co-
mum, mas nao sao suficientemente especificos para
se fazer um diagnéstico seguro sem confirmacao la-
boratorial>'%%,

Os casos de influenza sdo classificados para fins de
notificacdo, manejo clinico e investigacado laborato-
rial, em Sindrome Gripal (SG), quando ha febre de ini-
cio subito acompanhada por tosse ou dor de gargan-
ta com pelo menos um dos sintomas: mialgia, cefaléia
e artralgia; e em Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SRAG), caracterizada por sinais de gravidade e sinto-
mas de febre, tosse e dispnéia, acompanhada ou nao
de aumento frequéncia respiratéria e hipotensao?,

As manifestacdes clinicas da infeccdo pelo
H1N1pdm09 sdo semelhantes aos da gripe sazonal
porém ha um maior comprometimento respiratério
e em geral causa sintomas como calafrios, febre alta
superior a 38°, dor de garganta, mialgia, forte cefaléia,
tosse, fraqueza, desconforto geral e, em alguns casos,
nausea, vomito, diarréia e ardor nos olhos?'42830,

Embora o quadro clinico dos casos de influenza
sazonal seja inespecifico, com evolucao clinica quase
sempre benigna e autolimitada, tém-se observado
casos com acometimento pulmonar grave, especial-
mente em grupos de risco como idosos, criancas, ges-
tantes, indigenas, imunossuprimidos e portadores de
comorbidades. Os 6bitos geralmente estéo relaciona-
dos a fatores como obesidade, asma, diabetes mellitus
e doencas cardiovasculares*?31,
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De acordo com a OMS, cerca de 1,2 bilhdes de pes-
soas apresentam risco elevado para complicacdes da
influenza, sendo 385 milhdes de idosos acima de 65
anos de idade, 140 milhdes de criancas, e 700 milhdes
de criangas e adultos com doenca crénica>*. Varios
estudos provaram que gestantes tém alta suscepti-
biliade a infeccdo por influenza e risco aumentado
de morbidade e morte durante epidemias sazonais
e pandemias devido a mudancas cardiopulmonares
adaptativas, aumento da frequéncia cardiaca, capaci-
dade pulmonar reduzida e imunossupressao fisiol6gi-
ca, quadro que contribui para aumento da hipoxemia
e gravidade da doenca. Profissionais de saude tam-
bém sdo considerados grupo de risco por exposicdo a
pessoas doentes e ambientes contaminados3'34,

4.3 VIGILANCIA LABORATORIAL E
EPIDEMIOLOGICA

Devido as epidemias anuais de gripe e ao risco de
novas pandemias, é de fundamental importancia o
monitoramento epidemiolégico do virus influenza3.
Ha uma ampla rede internacional de laboratérios sob
coordenagdo e administracdo da Organizacdo Mun-
dial de Saude (OMS), formando a Rede Mundial de
Vigilancia da Influenza3®*3>38,

A Rede de vigilancia epidemiolégica da gripe,
iniciada em 1947, inclui Laboratérios Nacionais de
Influenza mundialmente distribuidos, apoiados por
quatro Centros de Referéncia localizados em Londres,
Atlanta, Melbourne e Toquio®. Sua finalidade é forne-
cer anualmente informacdes necessarias para a esco-
Iha das variantes virais que farao parte da composicao
anual das vacinas contra influenza nos hemisférios
norte e sul. Além disso, constituem uma vigilancia
oportuna para possibilitar uma rapida identificacdo
de virus influenza emergente com potencial de causar
epidemias ou pandemias®°,

No Brasil, o Sistema de Vigilancia Sentinela de In-
fluenza foi implantado em 2000 e desde 2011, o Mi-
nistério da Saude vem desenvolvendo atividades para
fortalecer a vigilancia de influenza a fim de conhecer
e acompanhar o comportamento epidemiolégico dos
virus circulantes. O principal objetivo é a identificacdo
dos virus influenza e de outros virus respiratérios cir-
culantes*!, A vigilancia da influenza no pais é base-
ada nas informacdes geradas pela Rede de Vigilancia
em Influenza do Ministério da Saude, da qual fazem
parte a rede de laboratérios para vigilancia de influen-
za constituida por 27 Laboratérios Centrais de Saude
Publica (Lacens), 3 Laboratérios de Referéncia Regio-
nal (LRR), sendo eles o Instituto Adolfo Lutz (IAL) em
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Sdo Paulo, Instituto Evandro Chagas (IEC) no Pard e a
Fundacdao Oswaldo Cruz (Fiocruz) no Rio de Janeiro,
que também acumula as atividades de Laboratério de
Referéncia Nacional (LRN). Os LRR e LRN sao respon-
saveis pelas andlises complementares as realizadas
pelos Lacen de sua abrangéncia304041,

Além disso, para ampliacdao da vigilancia de in-
fluenza no Brasil foram definidos, em cada Unidade
Federada, sitios sentinelas de atuacdo da vigilancia
epidemiolégica da influenza para identificacdo e
notificacdo de SG e SRAG, e atualmente, o Sistema
de Vigilancia Sentinela de Influenza é composto por
247 Unidades Sentinelas, sendo 142 unidades de SG
e 105 unidades de SRAG. No Estado de Sao Paulo, a
vigilancia sentinela é formada por 22 unidades de SG
e 8 unidades de SRAG de paciente internado em uni-
dade de terapia intensiva (UTI) sediadas no municipio
de Sao Paulo. Além do monitoramento de casos pelas
unidades sentinelas, a vigilancia da influenza também
realiza notificacdo universal dos casos graves (SRAG),
através do sistema SINAN Influenza Web>29304041,

De acordo com Informes Técnicos e Boletins Epi-
demioldgicos publicados pela Secretaria de Vigilancia
em Saude, entre os anos de 2009 a 2011 foram noti-
ficados mais de 100 mil casos de SRAG no pais, dos
quais 51.636 foram causados por HIN1pdm09 e apro-
ximadamente 2,2% destes evoluiram a 6bito. O maior
numero de casos por HIN1pdm09 ocorreu em 2009,
sendo 70,2% dos casos de SRAG, enquanto que nos
anos de 2010 e 2011 observou-se uma expressiva re-
dugao no numero de casos, diminuindo para 20,3%
e 14,6% respectivamente. Em 2011 houve aumento
no registro de influenza sazonal, com pouco mais de
30% das notificacdes contra 11,3% de 2009 e 6,2% de
2010. Ja os casos de influenza B aumentaram, de 0,1%
em 2009 para 1,5% em 2010 e 2,2% em 20114,

Em 2012, foram notificados 20.539 casos de SRAG,
dos quais 4.016 foram causados pelo virus influenza,
destes 65% HTN1pdm09. Em 2013, foram confirmadas
aproximadamente 6 mil infeccdes por influenza den-
tre as 36.134 notificacdes de SRAG, com predominio
do H1IN1pdmO09 (62,9%), seguidos de 22,5% por in-
fluenza B, 11,3% pelo H3N2 e 3,3% nao subtipados*44,

Dados dos 2 ultimos anos obtidos até a semana 47
de 2015, a proporcao de casos SRAG causados pelo
H1N1 declinaram de 465 em 2014 para 121 em 2015,
e o virus A(H3N2) causou mais de 50% das notifica-
¢oes de SRAG por Influenza nestes periodos. Os da-
dos epidemioldgicos do programa sentinela da SG, de
2014 a 2015, também demonstram um aumento na
circulagdo de casos do virus influenza A H3N2 segui-
do pelo virus influenza B e diminuicdo de casos por A
H1N1pdmO09 de 226 (2014) para 136 (2015) #>4°,
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O estado de Sao Paulo foi o segundo do pais
em numero de notificagdes de SRAG causadas pelo
H1N1pdm09 de 2009 a 2011. Em 2012, de um total de
4.355 hospitalizacdes por SRAG, 370 foram confirma-
das para H1IN1pdm09 e 304 para virus sazonais A e B.
No ano seguinte observou-se novamente um aumen-
to no numero de casos, com 1973 casos confirmados
para HINTpdmQ9, 154 por influenza A sazonal e 588
para o virus influenza B#*4347.48,

Em 2014, foram contabilizados no estado de Séo
Paulo, 117 casos de SRAG por HIN1pdm09 com evo-
lucdo a 6bito de 39% destes, 374 SRAG por Influenza
A H3N2 com 11% de ébitos e 100 casos por influenza
B com 17% de 6bitos*. Até a semana epidemioldgica
(SE) 52 de 2015, foram confirmados 33 casos SRAG por
H1N1pdm09 com 10 dbitos, 190 SRAG por Influenza A
H3N2 com 28 dbitos e 43 casos por influenza B com
10 6bitos*.

4.4 IMUNIZAGAO

A vacinacdo é uma das medidas mais efetivas para
a prevencdo da influenza e suas complicagdes, po-
dendo reduzir até 70% das hospitalizagcdes e 80% dos
Obitos entre idosos®. Esta intervencdo preventiva, é
considerada uma importante estratégia de controle
por contribuir de maneira efetiva na reducdo das in-
ternagdes hospitalares, gastos com medicamentos e
mortes evitaveis>>°°',

No Brasil, a vacinacao contra a gripe, iniciada em
1999, era destinada apenas as pessoas com 65 anos
ou mais, sendo reduzida para 60 anos a partir de
2000. Entre os anos de 1999 e 2010, a vacinacao para
influenza sazonal estava disponivel apenas para ido-
sos e alguns grupos de risco. Gradualmente, outros
grupos prioritarios foram incluidos e na campanha de
vacinacao de 2014, o publico-alvo beneficiado repre-
sentou aproximadamente 49,6 milhdes de pessoas,
sendo contemplados trabalhadores de satde, povos
indigenas nativos, criancas de 6 meses a 5 anos de
idade, gestantes e puérperas até 45 dias apds o par-
to, pessoas com doencas crénicas nao-transmissiveis
e outras condicdes clinicas especiais (com prescricao
médica), e também de internos e funciondrios do sis-
tema prisional de acordo com Plano Nacional de Sau-
de no Sistema Penitenciario, 2.2 edicao/ Brasilia-DF
2005 e a NOTA TECNICA 121 SISPE/DAPES/SAS - PNI/
SVS/MS — DEPEN/MJ de 01 de agosto de 2011 e Por-
taria Interministerial n° 1, de 2 de janeiro de 2014>%0°7,

Durante epidemia da influenza sazonal, pande-
mias anteriores e a pandemia pela influenza A (H1N1)
pdm09, a gravidez expds mulheres saudaveis ao ris-
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co aumentado para morbidade e mortalidade, refor-
cando a necessidade da vacinacao®? A vacinacdo de
gestantes é considerada prioritaria pela OMS, pois be-
neficia maes e bebés, especialmente os menores de
seis meses de idade que ndao podem receber a vaci-
na’.Em gestantes, especialmente no terceiro trimestre
de gestacdo, hd um alto risco de complicagdes, man-
tendo-se elevado no primeiro més apds o parto>>->3,
Assim, considerando que as puérperas apresentam
risco semelhante ou maior que gestantes de ter com-
plicacbes em decorréncia da influenza, desde 2013
no Brasil, puérperas de até 45 dias apds parto, foram
incluidas no grupo alvo de vacinagao®*'.

Apds estudos epidemiolégicos, os adultos entre
20a 39 anos de idade foram contemplados com doses
de vacina contra a influenza ainda em 2010, e criangas
com idade inferior a 9 anos vacinadas pela primeira
vez, devem receber duas doses da vacina para serem
consideradas imunizadas, administradas a intervalos
de 3 semanas a 30 dias entre uma e outra*®. Ja os pro-
fissionais de salde estdo incluidos nos grupos priori-
tarios para vacinagao nao apenas para sua protecao
individual, mas também para evitar a transmissao dos
virus aos pacientes de alto risco®>4153-36,

As variantes do virus influenza coletadas em diver-
sas regides do mundo, que fardo parte da composicao
das vacinas, sdo classificadas e catalogadas por um cé-
digo oficial da OMS, seguindo os seguintes critérios:
tipo antigénico da nucleoproteina central; hospedei-
ro de origem (quando nao especificado o virus tem
origem humana); localizacdo geografica do primeiro
isolamento; numero laboratorial da cepa, atribuido
de acordo com a ordem cronolégica na qual a cepa
foi isolada em determinada localidade e por fim, ano
de isolamento. Além disso, para o virus influenza tipo
A, os subtipos de hemaglutinina (H) e neuraminidase
(N) sdo discriminados entre parénteses. Desta forma,
a cepa A/Sydney/5/97 (H3N2) é uma variante do tipo
A, de origem humana, isolada na cidade de Sydney
em 1997, com antigenos de superficie H3 e N233237.3,

A recomendacdo para a composicao da vacina tri-
valente contra gripe, desde de 1977, inclui trés varian-
tes do virus influenza, sendo duas do tipo A (HIN1 e
H3N2) e uma do tipo B, que sdo escolhidas anualmen-
te visando prevenir a doenca causada por cepas que
circulardo na temporada seguinte>*2, Na temporada
2015, o Nucleo de Doencas Respiratorias do Centro
de Virologia/IAL, integrante da Rede Nacional de Vi-
gilancia da Influenza e da Global Influenza Surveillance
Network (GISN), identificou a circulacao das varian-
tes virais: A/California/07/2009 - LIKE (H1N1)pdmQ9;
B/Puket/3073/2013 - LIKE (linhagem Yamagata); A/
Switzerland/9715293/2013 - LIKE (H3N2), que estao
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contempladas na composicao da vacina trivalente
utilizada no Hemisfério Sul, em 2015%.

As novas vacinas quadrivalentes licenciadas em
2015, com base em estudos de imunogenicidade e
seguranca, contemplaram além das trés linhagens
recomendadas para a composicao das vacinas, uma
segunda cepa B da linhagem Victoria (B/Brisba-
ne/60/2008). As vacinas quadrivalentes sdo inativa-
das e produzidas sem adjuvantes. Sua utilizacao pode
garantir um maior espectro de protecdo vacinal ja
que a co-circulagao das duas linhagens de influenza B
desde o0 ano 2000 tornou a protecao pela cepa vacinal
ineficiente em 50% das vezes, considerando que a li-
nhagem B contida na vacina nao coincidiu com a que
predominava em uma temporada. Porém, essas vaci-
nas so estiveram disponiveis em clinicas privadas de
imunizacao e a Sociedade Brasileira de Imunizagdes
- SBIM aconselha que, na indisponibilidade da vacina
quadrivalente, a vacina trivalente seja administrada,
especialmente em grupos de maior risco para as for-
mas graves de gripe.

As estratégias de vacinagdo no Brasil, a incluséo de
novas vacinas no Programa Nacional de Imuniza¢des e
o estabelecimento de grupos populacionais sao respal-
dadas em bases técnicas, cientificas, evidéncia epide-
mioldgica, entre outros, visando minimizar a ocorréncia
da doenca, complicacées com consequentes interna-
¢Oes e oObitos que sdo atribuiveis ao virus influenza®.
Desde 2013 foram mais de 35 milhdes de doses da va-
cina aplicadas aos grupos elegiveis, sendo que todos
atingiram a meta de 80% de cobertura vacinal. Em 2015
foram enviadas ao estado de Sao Paulo 11.854.100 den-
tre as 49.639.700 distribuidas no pais todo°.

Entretanto, cabe ressaltar que acdes de pre-
vencao cotidianas sdo também muito eficazes, tais
como: higienizagao das maos com 4dgua e sabao ou
a base de alcool, evitar contato préximo com pesso-
as doentes, cobrir o nariz e a boca com um lenco de
papel quando tossir ou espirrar, ndo trabalhar com
sintomas de sindrome gripal e evitar aglomerac¢des e
locais fechados**,

4.5 TESTES LABORATORIAIS PARA O
DIAGNOSTICO DA INFLUENZA

Além da sua importancia na definicdo do manejo
terapéutico dos pacientes, os testes laboratoriais se
tornaram ferramentas importantes para a Saude Pu-
blica, sendo fundamentais para a vigilancia, conten-
cao e prevencdo dos virus circulantes®. Os testes en-
volvem técnicas soroldgicas, moleculares e de cultivo
e isolamento viral.
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4.5.1 ESPECIMES CLINICOS

O material biolégico ideal para diagndstico deve
ser derivado do trato respiratério do paciente. Aspi-
rados nasofaringeos (ANF) sdo mais adequados por
possuirem maior teor celular que os swabs nasofarin-
geos (SNF) para isolamento viral. Os swabs e as lava-
gens de garganta sdo de uso limitado no diagnéstico
de influenza, pelo fato da maior parte das células pre-
sentes neste material serem do epitélio escamoso®®. O
sitio anatoémico da infeccdo no trato respiratoério, o uso
prévio de antivirais, e principalmente o inicio dos sin-
tomas devem ser considerados, sendo recomendada
coleta de até 5 dias para realizacdo de Imunofluores-
céncia ou testes rapidos para deteccdo de antigenos
e até 7 dias para reacdes baseadas na amplificacdo do
material genético viral, como a RT-PCR*.

4.5.2 METODOS SOROLOGICOS
Inibicao de Hemaglutinacao e Microneutralizacao

Testes de Inibicdo da Hemaglutinagao e Microneu-
tralizacdo sdo ferramentas auxiliares da epidemiologia
e estudos imunolégicos, bem como da avaliacdo da
atividade imunogénica da vacina®. O principio destes
ensaios baseia-se na propriedade do virus Influenza de
aglutinar hemacias pela ligagdo da hemaglutinina aos
residuos de acido sidlico na membrana eritrocitaria de
aves ou mamiferos e na neutralizacdo do virus evitando
seu efeito citopatico nas células estudadas. Os anticor-
pos especificos para o antigeno HA, quando presentes,
inibem essa capacidade de hemaglutinacdo ou impe-
dem os virus de infectar células saudaveis MDCK (Ma-
din-Darby canine kidney) neutralizando-o0s®. Inibicdao
da Hemaglutinacdo é altamente confiavel para tipa-
gem, subtipagem e reconhecimento de caracteristicas
antigénicas adicionais de isolados de virus Influenza.
Porém, apresenta como desvantagens a necessidade de
remover inibidores naturais no soro e a necessidade de
padronizar antigenos sempre que um teste é feito*',

O ensaio de Microneutralizacao utiliza placas de
microtitulagdo em combinagao com o ensaio imuno-
enzimatico para detectar as células infectadas e pode
produzir resultados em até dois dias. E muito sensivel
para detectar anticorpos especificos contra o virus In-
fluenza em soro de humanos e animais, incluindo a
deteccao de anticorpos humanos contra os subtipos
aviarios. Este teste pode ser utilizado logo que um
novo virus é identificado e frequentemente antes das
proteinas virais purificadas se tornarem disponiveis
para outros ensaios3”%2,
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Testes rapidos para deteccao de antigenos

Os testes rapidos de antigenos ou kits comerciais
de deteccédo de proteinas conhecidos como point of-
care foram muito importantes na epidemia de 2009,
pois o primeiro caso de influenza pandémico diag-
nosticado nos Estados Unidos foi detectado pelo tes-
te rapido. Apds a disseminacgado do virus, os testes ra-
pidos foram utilizados em varios locais, antes e depois
da disponibilizacdo de ensaios moleculares mais sen-
siveis para a detec¢ao do novo virus e sua alta especi-
ficidade e valor preditivo durante o pico da epidemia
permitiu encurtar a espera pelo tratamento e cuidado
ao paciente. No Brasil tém custo elevado e isso limi-
ta sua utilizacdo. A sensibilidade dos testes rapidos
disponiveis comercialmente varia muito, portanto re-
sultados negativos ndo afastam suspeita diagnostica,
nao direcionam terapias e nem suspendem medidas
de contengao?®°8%3,

Identificacao do virus por Imunofluorescéncia

A marcacao de anticorpos com fluoréforos e sua li-
gacao a células infectadas € um método rapido e sen-
sivel para diagnosticar infec¢des virais. Esta metodo-
logia permite deteccao de células epiteliais infectadas
fixadas em laminas e os antigenos virais presentes sao
detectados por anticorpos especificos conjugados a
corantes fluorescentes (imunofluorescéncia direta) ou
detectados por anti-anticorpos ligados a um corante
fluorescente (imunofluorescéncia indireta). Em ambos
0s casos as reacdes sdo visualizadas com auxilio de um
microscopio de fluorescéncia e células positivas sao
reconhecidas pela intensidade da cor e morfologia. A
imunofluorescéncia indireta permite utilizar um pool
de anti-soros para infec¢bes virais e um Unico anti-
-anticorpo conjugado a um corante fluorescente. Essa
vantagem garante a identificacdo dos virus influenza
A e B, parainfluenzas, virus respiratorio sincicial e ade-
novirus por um painel de anticorpos monoclonais, e
faz deste o método de escolha para os centros labora-
toriais de vigilancia sentinela dos virus respiratorios®.

A imunofluorescéncia direta é descrita como uma
técnica que apresenta um melhor resultado para o
diagnoéstico do HIN1pdm09, todavia o diagnéstico
de infeccdo ndo podera ser definido por um resulta-
do negativo na IFD, ou mesmo em testes rapidos. Em
casos como esse, a OMS recomenda que sejam feitos
outros ensaios em conjunto com a imunofluorescén-
cia, como o exame de transcricao reversa da reacao
em cadeia da polimerase (RT-PCR) para confirmacédo
ou exclusao diagnoéstica’5863,
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4.5.3 IDENTIFICAGAO MOLECULAR DO ViRUS

Deteccao e amplificacao do RNA viral: RT-PCR
convencional ou real time e ensaios multiplex

O desenvolvimento de técnicas de RT-PCR permi-
tiu o diagndstico rapido e seguro da infeccao pelo
virus influenza A através da deteccdo de sequéncias
do genoma viral. Nesse processo, o RNA purificado do
virus Influenza é transcrito reversamente em cDNA e
posteriormente amplificado com primers especificos.
A subtipagem molecular de um virus desconhecido
é dificil devido a alta freqiiéncia de regides variaveis
nas sequéncias génicas das hemaglutininas e neura-
minidases. A RT-PCR degenerada é uma ferramenta
poderosa para encontrar novos genes e alinhar as
sequéncias de genes relacionados, contribuindo tam-
bém para subtipagem dos novos virus3”4,

Com a emergéncia do H1N1pdm2009, o PCR real
time (qPCR) tornou-se o ensaio primario para seu
diagndstico e vigilancia, devido sua alta sensibilidade,
boa reprodutibilidade, ampla faixa de quantificacao
e potencial para triagem de um grande numero de
amostras. Por diferencas entre as sequéncias génicas
dos diferentes tipos e subtipos de virus Influenza ha
possibilidade de sintetizar iniciadores e sondas espe-
cificas para distingui-los. Genes que codificam protei-
nas internas do virus como a proteina de matriz M1 e
a proteina nao estrutural NS1 sdo altamente conser-
vadas no genoma e sao alvos Uteis para a deteccao
universal e diferenciacdo dos virus Influenza A e B. A
reacdo de PCR Multiplex detecta, simultaneamente,
mais de um alvo de DNA utilizando varios pares de
iniciadores e sondas com fluoréforos diferentes em
um unico tubo de reacdo. Combinado com RT-PCR o
gPCR tem sido bem utilizado na detecgao, tipagem e
subtipagem do virus da Influenza’%4,

Outras Técnicas Moleculares

A tecnologia do DNA microarray, contendo oligo-
nucleotideos, sondas ou DNAs marcados pode ser
utilizada para triar milhdes de sequéncias de DNA
diferentes simultaneamente. E uma maneira de iden-
tificar e subtipar o virus da influenza A durante a vi-
gilancia. O pirosequenciamento tem sido utilizado
para a genotipagem, sequenciamento de DNA com
estruturas secunddrias e, também, para a rapida de-
teccdo de marcadores moleculares de resisténcia aos
bloqueadores dos canais de ions M2 e inibidores de
NA no virus influenza, mas é limitado para seqliencia-
mentos gendmicos®” %,
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4.5.4 1ISOLAMENTO DE ViRUS

O isolamento viral é um procedimento sensivel
e util no diagnéstico da infeccdo viral desde que a
amostra clinica seja de qualidade e o periodo de
coleta esteja adequado. O virus pode ser cultivado
em cultura de células e em ovos embrionados. As li-
nhagens celulares mais utilizadas para a inoculacao
dos virus Influenza sdo as células caninas MDCK e
os procedimentos padrao de isolamento requerem
de 4-5 dias até a liberacao dos resultados. Alguns
ensaios rapidos de cultura celular que detectam
antigenos virais se tornaram disponiveis e resulta-
dos podem ser obtidos de 18-40 horas, onde a re-
plicacdo do virus influenza é detectada pela obser-
vacao do efeito citopdatico (EC) ou da expressao da
hemaglutinina viral (HA) na superficie das células
infectadas. Ambos sdo métodos trabalhosos e, além
disso, as células cultivaveis disponiveis suportam a
replicacdo de um numero limitado de virus respira-
torios, sendo necessario manter varias linhagens de
células para detectar uma maior variedade de patoé-
genos respiratorios®’.

Apesar de a inoculagdo em ovos ter sido ultrapas-
sada pela cultura celular, esta permanece sendo o me-
Ihor método para a geracao rapida de titulos muito
elevados de virus adequados a producao da maioria
das vacinas. O isolamento viral em ovos embrionados
ou em culturas de células com sua posterior identi-
ficacdo por técnicas imunoldgicas, genéticas ou por
microscopia eletrénica é o método padrdo ouro para
o diagnéstico viral®.

Varios fatores como sensibilidade, especificidade,
tempo de liberagao, reprodutibilidade, facilidade e
custos de execucdo precisam ser considerados para
decidir quais testes de diagndstico utilizar. Geralmen-
te, a RT-PCR é mais sensivel que a sorologia e cultura
(sensibilidade da cultura celular é amplamente de-
pendente do laboratério onde é realizado) e a sorolo-
gia possui custo menor quando comparada a RT-PCR,
mas devido a necessidade de soro em fase aguda e
convalescente o diagnostico final é tardio3766>,

4.6 ANTIVIRAIS

A imunizacédo é a melhor forma de prevencao con-
tra a infeccdo pelo virus da gripe, porém, a terapia
antiviral possui um papel muito importante, espe-
cialmente por prevenir complicagdes sérias. Existem
duas classes de drogas licenciadas para o tratamen-
to e profilaxia do virus Influenza: inibidores de canais
ibnicos M2 (amantadine e rimantadine) e inibidores
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de neuraminidases (oseltamivir e zanamivir)%. Outro
inibidor da neuraminidase em estudo nos EUA é o Pe-
ramevir, para uso endovenoso nos casos de falha do
tratamento oral.

Atualmente todas as cepas circulantes de influen-
za nos Estados Unidos sdo resistentes a pelo menos
duas das maiores classes de drogas anti-influenza e,
devido a essa rapida emergéncia de cepas resistentes,
em 2006 o CDC recomendou que os adamantanes
nao deveriam ser utilizados para o tratamento e profi-
laxia de Influenza. Os dois inibidores de neuramidases
disponiveis se tornaram as Unicas drogas recomenda-
das para o tratamento e profilaxia de Influenza A e B.
O tratamento precoce com estas drogas reduz a gra-
vidade e sintomas da gripe e suas complicagdes asso-
ciadas. Cuidados como controle da febre, alivio da dor
e hidratacdo, bem como identificar e tratar quaisquer
infeccdes secundarias ou outros problemas médicos
também sao fundamentais®®*’.

No Brasil, o Ministério da Saude preconiza que em
individuos adultos e criancas com mais de 40 quilos,
com manifestacdes clinicas compativeis com SRAG,
seja administrado imediatamente o medicamento
Oseltamivir, preferencialmente em até 48 horas do
inicio dos sintomas, em doses de 75 mg duas vezes
ao dia, por cinco dias, além de avaliacdo e monitora-
mento clinico constante e confirmacao laboratorial.
Para criancas acima de um ano de idade, com menos
de 40 kg, as doses variam entre 30 mg e 60 mg tam-
bém durante 05 dias. O protocolo de Manejo Clinico e
Tratamento da Influenza, elaborado em 2015, orienta
que gestantes e puérperas, vacinadas ou nao, devem
ser tratadas com o fosfato de oseltamivir mesmo se
nao apresentarem sinais de gravidade, pois o0 mesmo
nao oferece riscos durante a gestacdo. Sao elegiveis
para tratamento também, os individuos com SG que
apresentem condicdo ou fatores de risco para agrava-
mento da doenga®%5°,

O inicio rapido do tratamento aumenta sua efica-
cia, tanto na reducdo da sintomatologia quanto de
complicacdes, porém os beneficios do tratamento
sao considerdveis mesmo de 3 a 4 dias apos inicio da
doenca. A quimioprofilaxia ndo é recomendada, exce-
to em situacdo de individuo exposto ao virus e por-
tador de fator de risco para complicacbes. Em casos
de resisténcia ao oseltamivir é indicado o zanamivir,
porém sua utilizacdo somente é autorizada em casos
de impossibilidade clinica da manutenc¢do do uso do
fosfato de oseltamivir. Estes medicamentos estao dis-
poniveis no Sistema Unico de Saude - SUS e devem
ser prescritos em receituario simples. Os pacientes
com SG devem ser orientados a retornar ao servico
de saude em caso de agravamento do quadro clinico
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para serem reavaliados quanto aos critérios de SRAG
ou sinais de gravidade868%°,

A emergéncia da resisténcia a oseltamivir entre os
virus sazonais A (H1N1) no final de 2007 ao inicio de
2008 tem tornado essencial, para a vigilancia, a reali-
zacdo de teste de suscetibilidade a inibicdo da neura-
minidase entre os virus influenza circulantes no mun-
do todo®’°. Monitorar as mutacdes que conferem
esta resisténcia antiviral é muito importante para a
epidemiologia de satide publica mundial e o preparo
para uma nova epidemia3”%7!,

5.NOVOS DESAFIOS

Os virus influenza continuam sendo um grande
desafio para Saude Publica mundial, devido sua na-
tureza imprevisivel que demanda continua vigilancia
epidemiolégica para o desenvolvimento de estraté-
gias profilaticas e preventivas. Desta forma, inferimos
a necessidade de maiores esforcos de saude publica
no acompanhamento da circulacdo do virus em regi-
des com poucos recursos e o reforco do diagnéstico
laboratorial, que sao ferramentas essenciais e permi-
tirao identificar e controlar os virus emergentes com
elevada capacidade de disseminacao e alta letalidade.

Além disso, o monitoramento da resisténcia do
virus influenza aos antivirais disponiveis também é
de extrema importancia. Pesquisas para desenvolver
terapias que envolvam o uso de multiplos antivirais
pode ser uma estratégia adequada para reduzir o
aparecimento de resisténcias. Outras proteinas anti-
génicas do virus também sdo opg¢des alvo no desen-
volvimento de novos farmacos, e diversos ensaios cli-
nicos estao sendo realizados em grandes centros de
pesquisa.

A vacinacao permanece como uma das medidas
mais efetivas para prevengao da gripe e suas compli-
cacoes. Mas apesar de todos 0s avan¢os, muitas ques-
toées precisam ser respondidas e resolvidas, como a
necessidade da vacina estar a frente das linhagens
emergentes e, para isto, estudos de vacinas contra
antigenos conservados do virus influenza, que per-
mitam ao organismo uma resposta imune potencial
contra todos os sorotipos estdao em desenvolvimento.

Apesar de todos os esforcos, apenas a notificacao
precoce de casos pode reduzir o alcance de uma epi-
demia e o continuo monitoramento é necessario para
a deteccdo de quaisquer variantes antigénicas e en-
tendimento de sua sazonalidade.
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