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Resumo

A extensdo mundial de doencas infeciosas que provocam morbilidade e
mortalidade entre a populagdo, deve-se em boa parte aos virus, inclusivamente ao virus
Influenza A. A sua capacidade de diversidade genética leva ao surgimento de

epidemias (drift antigénico) e de pandemias (shift antigénico).

A histéria da humanidade vem sendo afetada com as principais pandemias
provocadas pelo virus Influenza A, nomeadamente: a “Gripe Espanhola” (HIN1) em
1918; a “Gripe Asiatica” (H2N2) em 1957; “Gripe de Hong Kong” (H3N2) em 1968;
a “Gripe Russa” (HIN1) em 1977; a “Gripe das Aves” (HSN1) em 1997 e por ultimo
a “Gripe Suina” (HIN1) em 2009.

Surgindo no México, o virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1) resultou de
um triplo reassortment, entre os segmentos de genes provenientes do virus /nfluenza
A: das aves Norte-americanas; dos humanos ¢ dos suinos. A sua disseminac¢ao ocorreu
em largo espetro, chegando a Portugal e consequentemente a Regido Auténoma da

Madeira.

A presente dissertacdo, descreve o que ocorreu na Arquipélago da Madeira no
ano de 2009 com a disseminag¢@o do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1) entre
a populagdo residente e visitante. Foram analisadas de abril a dezembro desse ano,
1687 amostras de individuos com suspeita de infecao pelo virus A(HIN1)pdm09, pela
técnica de RT-qPCR. No total, o virus provocou infe¢do a 691 (41,0%) individuos

nativos e visitantes, levando a morte 10 (1,4%) residentes da regido.

Palavras-Chaves: Influenza A, Pandemia, A(HIN1)pdm09, RT-qPCR.



Abstract

The worldwide spread of infectious diseases that cause morbidity and mortality
among the population is largely due to viruses, including Influenza A virus. Its genetic

diversity capacity leads to epidemics (antigenic drift) and pandemics (antigenic shift).

The history of humanity has been affected by main pandemics caused by the
virus Influenza A, namely: the “Spanish Flu” (HIN1) in 1918; the “Asian Flu” (H2N2)
in 1957; “Hong Kong Flu” (H3N2) in 1968; the "Russian Flu" (HIN1) in 1977; the
"Avian Flu" (H5N1) in 1997 and finally the "Swine Flu" (HIN1) in 2009.

Emerging in Mexico, the 2009 pandemic virus Influenza A (HIN1) resulted
from a triple reassortment, between gene segments belonging to different strains of
Influenza A virus: from North American birds, humans and pigs. It has spread
worldwide, reaching Portugal and consequently the Autonomous Region of Madeira

(ARM).

This dissertation describes what happened in ARM during 2009 with the spread
of the 2009 influenza pandemic virus (HINI) between the resident and visiting
population. From April to December of that year, 1687 samples from individuals
suspected of A(HINI1)pdmO09 virus infection were analyzed by the RT-qPCR
technique. In total, the virus caused infection to 691 (41.0%) native and visiting

individuals, leading to ten deaths (1.4%) among ARM residents.

Keywords: Influenza A, Pandemic, A(HIN1)pdm09, RT-qPCR.
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Lista de Abreviaturas

A — Adenina

Ac — Anticorpo

Ag — Antigénio

A(HIN1)pdm09 — Virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1)

BHQI1- Black Hole quencher 1

BM - Biologia Molecular

BSA — Albumina sérica bovina (do inglés bovine serum albumin)

BSS — Solugao salina tamponada (do inglés Buffered Salt Solution)

C — Citosina

CF — Fixa¢ao do Complemento

CDC — Centro de Controlo e Prevengdo de Doengas (do inglés Centers for Disease
Control and Prevention)

CRMI — Proteina de exportagdo nuclear

cRNA - Acido ribonucleico complementar

DFA — Imunofluorescéncia Direta de Anticorpos (do inglés direct fluorescent
antibody)

DGS — Diregao-Geral de Saude

DNA — Acido desoxirribonucleico (do inglés Deoxyribonucleic Acid)

cDNA - Acido desoxirribonucleico complementar

ELISA — Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (do inglés Enzyme-linked
Immunosorbent Assays)

EUA — Estados Unidos da América

FAM — Corante fluorescente de amidite de fluoresceina

G — Guanina

HA ou H — Hemaglutinina

HEPES — Solugao tampao (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfonico)

HI — Inibi¢ao da Hemaglutinina (do inglés Hemagglutinin Inhibition)

HNM — Hospital Dr. Nélio Mendonga

IMPa — Importina alfa (subunidade de proteinas de transporte)

IMPf — Importina beta (subunidade de proteinas de transporte)
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Inf— Influenza

INSA — Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge

kpb — Mil pares de base

LPC — Laboratorio de Patologia Clinica

MI — Proteinas da matriz

M2 — Proteina transmembranares com funcdo de canal i6nico

mL — mililitro

mRNA — Acido ribonucleico mensageiro

mRNAv — Acido ribonucleico mensageiro do virus

NA ou N — Neuraminidase

NLSs — Sinais de localizag¢ao nuclear (do inglés Nuclear Localization Signal)
nm — Nanometros

NP; NPs — Nucleoproteina; Nucleoproteinas

NPC — Complexos de poros nucleares (do inglés Nuclear Pore Complex)

NS1 — Proteina ndo estrutural

NS2 ou NEP — Proteina ndo estrutural de exportagdo nuclear (do inglés Nuclear Export
Protein)

NTC — Controlo Negativo

NTP; NTPs — Nucleétido; Nucleotidos

N° - Numero

OMS - Organizacao Mundial de Satde (do inglés World Health Organization)
PA — Proteina alcalina do complexo da polimerase

pb — Par de bases

PB1 — Proteina basica 1 do complexo da polimerase

PB2 — Proteina basica 2 do complexo da polimerase

PC — Controlo Positivo

qPCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo-Real (do inglés Real-Time
Polymerase Chain Reaction)

RAM — Regido Auténoma da Madeira

RIDTs — Testes de Diagnostico Rapido de Influenza (do inglés Rapid Influenza
Diagnostic Test)

RNA — Acido ribonucleico (do inglés Ribonucleic Acid)

RNAv — Acido ribonucleico do virus

RNP; RNPs — Complexo Ribonucleoproteico; Complexos Ribonucleoproteico
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cRNP — Complexo Ribonucleoproteico Complementar

rpm — rota¢do por minuto

RT-gPCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real antecedida pela
Transcrigdo Reversa (do inglés Real-Time Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction)

SDS - dodecil-sulfato de sodio (do inglés Sodium Dodecyl Sulfate)
Seg. — Segundos

SPSS — programa estatistico para as ciéncias sociais (do inglés Statistical Package for
the Social Sciences)

SW — suino (do inglés swine)

T - Tiamina

TACSP — Técnicos de Andlises Clinicas e Satide Publica

U — Uracilo

UE — Uniao Europeia

Uni. — Unidade
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uL — Microlitro
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v/v —volume / volume
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Glossario

Cap-snatching — mecanismo pelo qual a extremidade cap do RNA da célula ¢ clivada
em alguns nucleotidos a jusante da extremidade 5’ -cap pela atividade de uma

endonuclease.

Cépside — capsula de natureza proteica que cerca e protege o genoma do virus,
constituida por multiplas subunidades de proteinas designando-se de capsdmeros,

tomando a forma icosaédrica ou tubular.

Cauda poli(A) — sequéncia repetitiva de adeninas localizadas na extremidade 3'do

mRNA.
Enzooético - Endémico em animais. Uma doenca enzoodtica estd constantemente
presente numa populag¢do animal, mas geralmente so6 afeta um pequeno numero de

animais, em qualquer momento.

Invoélucro - membrana lipoprotéica que se forma a partir da membrana plasmatica ou

de outras membranas, das células hospedeiras que envolve alguns virus.

Pleomorficos — capacidade de o virus de apresentar diferentes formas. Por exemplo:

forma esférica ou filamentosa.

Poliadenilagdo — termo que designa a formagdo de cauda poli(A) na extremidade 3' de

um acido nucléico.

Primer — pequeno fragmento de cadeia simples de acido nucleico, normalmente com

17 nucleotideos, complementares a uma sequéncia de DNA ou RNA.

Proofreading — designagdo para o mecanismo de correcdo de erros processados na

sintese de acidos nucleicos (ou proteinas) e que envolve a inspecdo de todas as
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unidades individuais apos as suas incorporagdes na cadeia nascente (sindnimo de
corregao de erros).
Rafis lipidicos - estruturas lipidicas ndo idnicas, ricas em esfingolipidos, que se

encontram dentro da membrana plasmatica.

RNase P — ribonuclease nuclear P ¢ uma endonuclease essencial, conservada ao longo

da evolucao.

Reassortment — mistura de material genético de uma espécie com novas combinagdes

de individuos diferentes.
Splicing — mecanismo pelo qual o percurso do RNA mensageiro (pré-mRNA) ¢é
transcrito num RNA mensageiro dito “maduro” (mRNA). Através da remog¢ao dos

intrdes (parte do gene ndo codificante) e ligacdo dos exdes (parte codificante do gene).

Splicing alternativo — mecanismo pelo qual os intrdes sdo removidos em locais

diferentes no pré-mRNA, resultando em produtos funcionais distintos.
Template — cadeia de acido nucleico que serve como modelo, durante a replicagao ou
transcricdo, utilizada na sintese da cadeia complementar de DNA ou RNA

(respetivamente).

Virido — uma unica particula viral. Particula viral infeciosa.
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1. Introducao

As doengas infeciosas continuam a ser a principal causa de morbilidade e
mortalidade em todo o mundo, causadas por agentes infeciosos. Estes agentes podem
replicar-se, tanto no ambiente como em associagdo com um hospedeiro; podem
provocar algum tipo de resposta, imunologica, inflamatoéria ou degenerativa, no
hospedeiro (Paul D. Hoeprich, M. Colin Jordan, & Allan R. Ronald, 1994), sendo que
as infe¢des virais contribuem significativamente para o volume global das doengas
infeciosas. A maioria destas infe¢des tém expressdo clinica ligeira a moderada,
podendo causar complicagdes graves em individuos suscetiveis, como no caso dos

individuos subnutridos, imuno-comprometidos, os mais novos € os mais velhos

(Aldigs, 2014).

Os virus que infetam o Homem, sdo descritos como uma pequena particula,
cujo tamanho pode variar entre os 20-200 nm, constituida por um genoma de 4cido
nucleico, acido desoxirribonucleico (DNA) ou 4cido ribonucleico (RNA), protegido
por uma céapside. Pode ou ndo ter um involucro. S6 sdo capazes de se replicar dentro
da célula hospedeira. O genoma viral codifica apenas as proteinas necessarias a sua
replicagdo, podendo ser proteinas estruturais que fazem parte da estrutura do virido,
por exemplo proteina da matriz M1, ou ndo estruturais, como por exemplo as

polimerases (Aldigs, 2014).

1.1. O Virus Influenza

O virus Influenza ou o virus da gripe, assim designado habitualmente, ndo
passa de uma contrariedade para a maioria da populagdo. Trata-se de uma doenca
infeciosa aguda que acomete o trato respiratorio, com inicio stubito de febre, mal-estar,
dores de cabega e mialgias, tendo um periodo de recuperacdo em seres humanos
sauddveis, normalmente de uma semana. No entanto, em situagdes particulares pode
assumir graus de elevada morbilidade e mortalidade (Humphries, 2005; Liu, 1994). A

gripe ¢ historicamente uma doenca que causa epidemias anuais e num intervalo de
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tempo irregular, as pandemias (Salomon & Webster, 2009). Anualmente estima-se que
o virus Influenza cause entre 3 - 5 milhdes de infegdes clinicas severas e 250 — 500 mil
casos fatais no mundo (Sandt, Kreijtz, & Rimmelzwaan, 2012). Estes nimeros sio
alcancados pelo fato de ser um virus facilmente transmissivel, através de goticulas de
aerossOis que ao inaladas infetam as células epiteliais do trato respiratdrio do

hospedeiro (Hilleman, 2002).

Os virus Influenza sao classificados como membro de uma familia denominada
Orthomyxoviridae. Atualmente esta familia ¢ composta por sete géneros:
Influenzavirus A; Influenzavirus B, Influenzavirus C; Influenzavirus D; Thogovirus;
Isavirus e o Quaranjavirus (Presti et al., 2009; Szewczyk, Bienkowska-Szewczyk, &
Krol, 2014). A espécie Quaranfil do género Quaranjavirus, foi isolado em 1953 perto
do Cairo, Egito, através de cultura de virus a partir de amostras de sangue de duas
criangas doentes com febres moderadas (Presti et al., 2009). O género Isavirus contém
um virus altamente virulento, capaz de causar anemia infeciosa no salmdo em
aquaculturas em todo o mundo (Szewczyk et al., 2014). Os virus pertencentes ao
género Thogovirus encontram-se associados aos carrapatos, existindo dois virus deste
género, o Thogoto e o Dhori, que atualmente sdo conhecidos por causar doencas
infeciosa nos humanos (Olga 1. Kosoy et al., 2015). O virus Influenza D ¢ o mais
recente membro desta familia, identificado pela primeira vez em 2011, presente nos
suinos com doenca respiratoria. Posteriormente foi isolado em gado nos Estados
Unidos e Franca (Ducatez, Pelletier, & Meyer, 2015). O virus Influenza C, foi isolado
em 1947 e desde entdo encontra-se distribuido amplamente por todo o mundo. Estao
associados a uma simples constipacdo principalmente nas criangas (Matsuzaki et al.,
2006). O virus Influenza B s3o capazes de infetar humanos, causando epidemias
sazonais, durante o inverno. Atualmente existem duas estirpes do virus Influenza B
que se encontra em circulacdo nomeadamente, a B /Yamagata e a B /Victoria. O virus
Influenza A infeta humanos e outros animais, causando ndo s6 epidemias sazonais
como pandemias nos seres humanos («Types of Influenza Viruses | Seasonal Influenza

(Flu) | CDC», 2017).

Os trés géneros, Influenza A, B e C sao identificados por diferengas antigénicas
entre as suas nucleoproteinas (NPs) e as proteinas da matriz (M1) (Hause et al., 2014),

enquanto que os principais determinantes antigénicos dos virus Influenza A e B sdo as
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suas glicoproteinas transmembranares do involucro viral, a hemaglutinina (HA ou H)
e a neuraminidase (NA ou N). Com base nessas carateristicas antigénicas foram
identificados no virus Influenza A, 17 subtipos de HA denominados H1, H2, H3 e
assim sucessivamente até ao H17 e 10 subtipos de NA, designados por N1, N2, N3 até
ao N10 (Gurtler, 2006; Martin-Benito & Ortin, 2013).

A nomenclatura completa dos isolados do virus Influenza, como os exemplos;
A/Sydney/5/97(H3N2), A/Ganso/Guangdong/1/96(H5N1) e
A/Fujian/411/2002(H3N2) tem em conta as seguintes caracteristicas: o tipo do virus;
a espécie hospedeira (esta ¢ omitida se for de origem humana); o local geografico do
primeiro isolado; numero de série (o nimero laboratorial da estirpe, atribuido de
acordo com a ordem cronolodgica de isolamento, em determinada localidade); ano de
isolamento; as variantes H e N colocadas entre paréntesis (Figura 1) (Gurtler, 2006;

Mackenzie, Kelso, & Hampson, 2014).

Type of
nuclear
material

agglut?l Neuraminidase

'?‘/FUJlTan/41T1/20(T)2 (H3IT\|2

Virus Geographic  Strain Year of Virus
type origin number isolation subtype

Figura 1. Nomenclatura do virus Influenza A. A, tipo de virus com base na
nucleoproteina e proteina da matriz. Fujian, local onde o virus foi isolado pela primeira

vez. 411, nimero da estirpe. 2002, ano que o virus foi isolado. (H3N2), subtipo do virus

com base na hemaglutinina (H3) e Neuraminidase (NV2) («Influenza - Wikipedia»).

2. O Virus Influenza A
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2.1. Morfologia e genoma da particula viral do virus Influenza A

Morfologicamente os virus /nfluenza A sao pleomorficos, embora geralmente
se apresentam sob uma forma esférica com um diametro entre os 100 a 200 nm
(Szewczyk et al., 2014). O involucro do virus ¢ composto por uma bicamada lipidica
contendo trés proteinas transmembranares, a HA, a NA e a M2 (canal i6nico), e
localizada na face interior do involucro, a M1 (Nayak, Balogun, Yamada, Zhou, &

Barman, 2009).

O genoma do virus Influenza A, apresenta um tamanho de 13,5 kpb e ¢
constituido por 8 segmentos de RNA de cadeia simples de polaridade negativa (-
ssRNA), cujo tamanho varia entre 890 a 2341 pb (pares de bases) (Krejcova, Michalek,
Hynek, Adam, & Kizek, 2015). Este RNA juntamente com a NP e o complexo de
polimerases (PA, PB1 e PB2) formam um complexo designado por complexo
ribonucleoproteico (RNP) e ¢ sob esta forma que se encontram na cépside do virus
(Figura 2) (Gurtler, 2006; Martin-Benito & Ortin, 2013). Durante a transcri¢do e
replicacdo cada segmento de RNA atua como uma unidade funcional independente,
codificando proteinas que desempenham fungdes importantes nestes processos € para
a consequente viabilidade do virido O 1°, 2° e 3° segmento de RNA transcrevem
respetivamente as seguintes proteinas PA, PB1 e PB2. O 4° segmento codifica a HA,
o 5° transcreve a NP, o 6° € responsavel pela codificacdo da NA. A proteina M1 ¢
transcrita pelo 7° segmento, assim como a M2, embora esta Ultima sofra splicing a
partir da transcri¢do de M 1. O ultimo segmento, 8, codifica uma proteina nao estrutural

(NS1), que ao sofrer splicing origina a proteina NS2 (Krejcova et al., 2015).
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Figura 2. Composicio da particula viral do virus Influenza A. Trés proteinas
transmembranares: Hemaglutinina (HA), composta pelas duas subunidades HA1 e HA2;
Neuraminidase (NA); canais i6nicos (M2). Internamente a proteina da matriz M1 e o
genoma de RNA (oito segmentos de cadeia simples de polaridade negativa) que
comporta as proteinas da nucleocépside, designadas por nucleoproteinas (NP) e as

polimerases virais (PA, PB1 e PB2) (Karlsson Hedestam et al., 2008).

2.1.1. Hemaglutinina (HA)

A HA ¢ uma glicoproteina transmembranar, como ja foi referido anteriormente,
mais abundante no invélucro viral (~80%). Apresenta um tamanho de 13,5 nm
(Krejcova et al., 2015). A sua forma de espicula trimérica que se assemelha a um
cogumelo, divide-se em duas subunidades: a HA1 e a HA2. A subunidade HA1 suporta
os dominios de liga¢do aos recetores celulares do acido sidlico, enquanto que a
subunidade HA2 ¢ responsavel pela fusdo com a membrana endossomal (formada
durante a entrada do virus na célula hospedeira) e o involucro viral (Figura 3)
(Hilleman, 2002; Samji, 2009).

A ligacao da HA as células epiteliais dos hospedeiros ¢ concretizada através de
recetores que se localizam nas células epiteliais do trato respiratdrio superior e inferior.
A membrana citoplasmatica destas células ¢ composta por moléculas de acido sialico.
Estas moléculas podem apresentar um ou dois tipos de ligacdo, a (2,3) e a (2,6),

consoante a espécie animal (Salomon & Webster, 2009). Assim por exemplo, as
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células epiteliais do trato respiratorio dos suinos, apresentam residuos de 4cido sialico
com os dois tipos de ligacdes, por outro lado no trato respiratério dos humanos e das

aves, apresentam respetivamente a ligacdo a (2,6) e a (2,3) (Samji, 2009).

HA1

HA2

Lipid
bilayer

Figura 3. Estrutura da Hemaglutinina. Os monomeros encontram-se
representados pela cor cinza, roxo e laranja. O circulo vermelho indica o local de
ligagdo ao acido sialico. HA1 subunidade de ligagdo ao acido sialico. HA2

subunidade de fusdo (Stencel-Baerenwald, Reiss, Reiter, Stehle, & Dermody, 2014)

2.1.2. Neuraminidase (NA)

A NA ¢ a segunda proteina mais abundante no involucro do virus (~17%) e
apresenta-se sob a forma de espiculas tetraméricas. Exerce uma fun¢do enzimatica,
clivando a ligagao glicosidica entre HA e o &cido sidlico, auxiliando a entrada do virus
na célula hospedeira (Gurtler, 2006). Outros papéis que desempenha remetem-se a
libertacdo de novas particulas virais a partir da membrana celular, bem como a

propagacao e transmissao do virus de hospedeiro para hospedeiro (Nayak et al., 2009).

2.1.3. Proteinas da matriz M1 e canal idnico M2
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A proteina da matriz M1 forma uma camada estruturada sob o involucro viral
formando uma ponte entre este e a capside, interagindo com o complexo RNP. Atua

como fator de exportacdo nuclear e auxilia na morfogénese do virus (Hilleman, 2002).

As proteinas M2 funcionam como canais i0nicos das particulas virais, sdo os
terceiros componentes mais abundantes no invélucro (~16-20 moléculas/virido),
controlam o pH no complexo de Golgi durante a sintese de HA e na morfogénese de
virides. Desempenham ainda uma fungdo crucial numa fase precoce da infegdo,
auxiliando na desagregacao e libertagdo dos complexos de RNPs da matriz M1 (Nayak

et al., 2009).

2.1.4. Nucleoproteinas (NP)

As NP estdao ligadas ao invélucro viral pela proteina M1, sdo proteinas
essenciais na transcri¢ao e replicacdo do virus e estdo ligados ao RNA gendémico com
alta afinidade mas sem especificidade (Martin-Benito & Ortin, 2013), formando o
complexo NP-RNA. Interagem também com as subunidades PB1 e PB2 da polimerase
viral (Krejcova et al., 2015). As NP desempenham um papel estrutural mantendo a

configurag¢do geral do complexo RNP (Martin-Benito & Ortin, 2013).

2.1.5. Proteinas ndo estruturais NS1 e NS2

As proteinas ndo estruturais, NS1 e NS2, sdo formadas a partir do splicing
alternativo do RNA mensageiro (mRNA) e possuem um papel fundamental na
replicacdo. A NSI ¢ uma proteina de ligagdo ao RNA e estd envolvida na regulagdo
de muitos processos celulares, tais como: inibi¢do da poliadenilagio do mRNA do
hospedeiro; inibicdo da exportacio do mRNA poliadenilado do hospedeiro; inibi¢do
do splicing do mRNA e inibi¢do da resposta antiviral mediada pelo interferdo. Em
suma a NS1 ¢ uma proteina multifuncional e ¢ importante na fuga ao sistema

imunoldgico do hospedeiro (Krejcova et al., 2015).
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A NS2 também conhecida por NEP (proteina de exportacdo nuclear) (Martin-
Benito & Ortin, 2013) ¢ uma pequena molécula que esta ligada a proteina M1 e tem
como fungdo facilitar o transporte dos complexos de RNPs recém-sintetizados do

nucleo para o citoplasma (Gurtler, 2006).

2.1.6. Complexo das Polimerases viral (PB1, PB2 e PA)

As polimerases do virus Influenza A formam um complexo heterotrimérico
composto por trés subunidades proteicas: PB1, PB2 e a PA, com fung@o enzimatica na
transcrigdo e replicagdo viral. A PB1 ¢ identificada como a responsavel pela
polimerizacdo do RNA. A PB2 mostrou-se ser necessaria para o inicio da transcri¢do
e esta envolvida na replicagdo do RNA. Por ultimo a PA estd envolvida na protedlise

induzida pelo virus (Figura 4) (Martin-Benito & Ortin, 2013).

2.1.7. Complexo Ribonucleoproteico viral (RNP)

Cada complexo de RNPs do virus Influenza ¢ composto por um -ssRNA
associado a multiplos monémeros de NP e a um complexo trimérico de polimerases
(PB1, PB2 e PA). Os mondmeros de NP ligam-se estequiometricamente
(aproximadamente uma molécula de NP por 24 nucledtidos) ao RNA do virus (RNAvV),
através dos polimeros de fosfatos do RNA, deixando as bases de RNA acessiveis para
a duplicacdo ou emparelhamento do genoma. Uma das extremidades gendmicas do
RNA viral, ndo se encontra associada ao NP, mas sim ao complexo das polimerases
viral. Na outra extremidade o RNAv permanece ligado ao NP (Figura 4) (Eisfeld,
Neumann, & Kawaoka, 2014).
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Polymerase
complex

Figura 4. Estrutura do Complexo Ribonucleoproteico do virus
Influenza A. O complexo das polimerases (PB1 a roxo, PB2 a verde ¢ a
azul a PA) num das extremidades ligado ao RNA do virus. Os circulos a
verde representam os mondémeros de NP. A linha azul, o genoma de RNA

do virus (Shi, Wu, Zhang, Qi, & Gao, 2014).

2.2.Ciclo replicativo do virus Influenza A

O ciclo replicativo do virus desenvolve-se em vdrias etapas que podem ser
identificadas da seguinte maneira: ligacdo ao dacido sialico, entrada na célula
hospedeira e descapsidagdo da particula viral (etapas iniciais); transcri¢do, tradugdo e
replicagdo do genoma do virus (sintese de macromoléculas). As etapas finais

compreendem a morfogénese, libertacdo e maturagdo da particula viral (Figura 5).

2.2.1. Etapas iniciais: ligacdo ao 4cido sidlico, entrada na célula

hospedeira e descapsidacao da particula viral

O ciclo replicativo do virus inicia-se com a ligacdo da HA aos recetores de
acido sialico, presente na membrana das células do trato respiratério do hospedeiro.
Ap0s esta ligacdo, a particula viral entra na célula hospedeira por um mecanismo de
endocitose mediada por moléculas de clatrina, originando um endossoma (Szewczyk
et al., 2014), embora o virus Influenza A também possa usar uma via endocitica ndo
dependente da clatrina (Watanabe, Watanabe, & Kawaoka, 2010). O baixo pH (5-6)
no interior dos endossomas permite alteragdes na conformacdo da HA levando a que

o péptido de fusdo HA2 seja exposto e inserido na membrana endossomal, ocorrendo
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assim a fusdo das duas membranas: endossomal e viral. Por outro lado, os canais
i6nicos M2, permitem o aumento do fluxo de protdes criando uma acidificagdo do
interior da cépside viral, libertando a M1 do complexo RNP viral, que
consequentemente sao libertados no citoplasma da célula hospedeira (Figura 5; passo

1) (Samji, 2009), processo conhecido por descapsidagao.

2.2.2. Sintese de macromoléculas: transcri¢ao, traducao e replicagao
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Figura 5. Ciclo replicativo do virus Influenza A. Encontram-se representadas as etapas
precoces: ligacdo, entrada e descapsidagéo (1). (2) A importagido nuclear do complexo RNP. (3)
Transcrigdo primaria do RNAv em mRNAv. Subsequentemente ocorre a exportagdo deste
mRNAv para o citoplasma onde sera traduzido em proteinas virais, que posteriormente voltam a
entrar no nucleo da célula hospedeira para integrarem na (4) replicagdo do genoma viral. (5)
Exportagdo nuclear dos complexos RNPs recém-sintetizados. (6) Transporte dos complexos

RNPs para a morfogénese (7) e libertagdo (ndo ilustrado) (Eisfeld et al., 2014).
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A replicacdo e transcri¢do do genoma de RNA do virus Influenza A ocorre no
nucleo das células hospedeiras. Como tal os complexos de RNPs do virus libertados
no citoplasma da célula, necessitam de serem transportados para o interior do nucleo.
A importagdo nuclear ocorre por um processo dependente de energia que envolve o
reconhecimento de sinais de localizagdo nuclear (NLSs), presentes na NP. Esse
transporte € realizado através do complexo de poros nucleares da célula (NPC) (Eisfeld
et al.,, 2014; Watanabe et al., 2010). Esta via classica de importacdo ¢ medida por
proteinas adaptadoras IMPa, que tipicamente reconhecem os NLSs, que por sua vez
sdo reconhecidos pelo recetor de transporte IMPP. E sob a forma deste complexo
IMPa-IMPB-RNPv que os complexos RNPsv atravessam o NPC entrando no nucleo
da célula hospedeira (Figura 5; passo 2). Uma vez no interior do nucleo, o complexo
IMPo-IMPB-RNPv ¢ dissociado e libertado no nucleoplasma. As IMPa e IMPf
individualmente voltam ao citoplasma e os complexos RNPsv permanecem no nucleo

para a posterior transcri¢ao e replicacdo (Eisfeld et al., 2014).

Os mecanismos de transcri¢do e replicagao viral sdo distintos (Martin-Benito
& Ortin, 2013), embora ocorram ambos no mesmo complexo de polimerases virais,
com distintas fungdes para cada subunidade. A transcri¢do ¢ dependente de um primer
e a replicagdo viral é um processo independente de primer (Resa-Infante, Jorba,

Coloma, & Ortin, 2011; Zheng & Tao, 2013).

A transcrigdo ¢ iniciada por cap-snatching, isto €, a clivagem de um fragmento
com 10-13 nucleotidos a jusante da extremidade 5’-cap do pré-mRNAs do hospedeiro
pela PA, originando assim o primer. A elongacdo da cadeia ocorre na PB1 e inicia-se
com a adi¢cdo do nucleoétido guanina (G) ou citosina (C), complementar ao 2° ou 3°
nucleotido do template de RNAv, a extremidade 3’ do primer. Este processo continua
até ao sinal de poliadenilagdo, uma extensdo de 5-7 Uracilo (U), sintetizando assim a
cauda poli(A) na extremidade 3° do RNA mensageiro viral (mRNAv) (Resa-Infante et
al., 2011; Velthuis & Fodor, 2016; Zheng & Tao, 2013). Na transcricio o RNAv ¢
entdo copiado num mRNAv, com a extremidade 5’- cap e a extremidade 3’

poliadenilada (Figura 5; passo 3).
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O mRNAv ¢ exportado para o citoplasma para ser traduzido nos ribossomas
celulares, dando origem as seguintes proteinas virais: HA, NA, M1, M2, NS1, NS2,
NP, PBI, PB2 e a PA. Os tltimos quatro componentes proteicos, que fazem parte do
complexo RNP, sdo importados para o nucleo, para catalisar a replicagdo RNAv. Além
disso, também as proteinas M1le NS2 entram no nticleo para executarem o seu papel
na exportacao nuclear do complexo RNPv ou no processamento de exportagdo dos

RNAs virais (Matsuoka et al., 2013; Velthuis & Fodor, 2016).

A replicagdo do RNAv ocorre em duas fases. Na primeira fase da replicagdo o
RNAv ¢ sintetizado num RNA de polaridade positiva, designado por RNA
complementar (CRNA) (formando um complexo de RNP complementar (cRNP)). Na
segunda fase, este cRNA ¢ usado como template na sintese de novos RNAv (Figura 5;
passo 4). A replicagdo inicia-se com a ligagc@o da extremidade 3’ do RNAv (template)
a PBI e adi¢do de uma adenina (A) e uma G, complementares ao 1° e 2° nucledtido da
extremidade 3’ do template. Apds a elongacdo da cadeia de cRNA, a extremidade 5’
desta liga-se a um complexo de polimerases recém-sintetizadas e a restante cadeia
associa-se com a NP, formando o complexo cRNP. Na segunda fase da replicagao
(cRNA — RNAv), a extremidade 3 do cRNA liga-se a PB1 e uma A e G emparelham
com 0 4° e 5° nucleotideo, respetivamente, do femplate, continuando assim a elongagao
pela polimerase (Velthuis & Fodor, 2016). O processo finaliza-se com a extremidade
5’ do novo RNAv sendo ligada a uma polimerase recém-sintetizada e a restante cadeia
do RNAv associa-se com as NPs de modo a formar um novo complexo RNP do virus

(Velthuis & Fodor, 2016) .

2.2.3. Etapas finais: morfogénese, libertagao e maturacao

Apos a recente sintese do complexo RNP no nucleo das células hospedeiras,
este ¢ transferido para o citoplasma através de uma via de exportagdo nuclear da
propria célula hospedeira, CRM1 (Samji, 2009; Watanabe et al., 2010). A exportagdo
nuclear do complexo RNP do virus requer a interagdo das proteinas virais NS2 e M1
(Matsuoka et al., 2013). Depois da ligagdo da M1 ao complexo RNP, as NS2 ligam-se
ao dominio C-terminal do complexo M1/RNP (Watanabe et al., 2010). Por outro lado,
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o NS2 forma uma ponte ligando todo este complexo ao CRMI. E através deste
complexo designado por "daisy-chain", que o complexo RNP do virus ¢ exportado
para o citoplasma (Figura 5; passo 5). Ap6s o complexo RNP sair do ntcleo, as ultimas
etapas do ciclo replicativo consistem na formacao e libertagdo das novas particulas
virais (Samyji, 2009).

Nestas ultimas fases do ciclo replicativo do virus, os componentes do virdo,
incluindo o complexo RNP, a proteina da matriz M1 e as proteinas do involucro viral,
HA, NA e M2, sdo reunidos na zona apical da membrana plasmatica nas células
epiteliais, para que possa ocorrer a morfogénese do virus e consecutiva libertagao
(Figura 5; passo 7) (Watanabe et al., 2010). A morfogénese dos componentes virais
ocorre preferencialmente nos rafts lipidicos. As vesiculas contendo os complexos
RNPs sofrem transporte mediado por RAB11, que as conduzem até ao local da
morfogénese (Figura 5, passo 6). As glicoproteinas HA e NA sdo incorporadas nestes
rafts, mas ndo sem antes sofrerem modificagdes pos-tradugdo, etapa designada por
maturacgdo. Estas modificagdes ocorrem no reticulo endoplasmatico e no complexo de
Golgi. No reticulo endoplasmaético estas proteinas sdo glicosiladas e adquirem a sua
forma correta (HA em trimeros e NA em tetrameros). No complexo de Golgi dé-se a
esterificacdo com acidos gordos. Os sinais para a associacdo destas glicoproteinas aos
rafts lipidicos localizam-se nos seus dominios transmembranares (Szewczyk et al.,
2014).

Uma vez que o virus Influenza A ¢ um virus com invdlucro, ele usa a propria
membrana plasmatica da célula hospedeira para criar o involucro (Samyji, 2009). A HA
liga o virus a membrana celular devido, mais uma vez, a sua afinidade com os recetores
do acido sidlico. Posteriormente a NA cliva esta ligagao de modo a permitir que o virus
se liberte da célula hospedeira (Szewczyk et al., 2014). No entanto, para o virus
adquirir a sua forma infeciosa ¢ necessario que a HA sofra uma nova modificagao pos-
traducdo. Esta maturacdo, requer a acdo de uma endoprotease que cliva num local
especifico (normalmente codificado pelo aminoacido arginina) entre os dominios HA1
e HA2, produzindo assim a forma madura das subunidades proteicas, necessarias para
a ligacdo e entrada da particula viral na célula hospedeira (Taubenberger, 1998).
Curiosamente o tempo desde a ligagao do virus a producdo de novas particulas virais

ocorre em cerca de 6 horas (Gurtler, 2006).
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3. Das aves aquaticas aos seres humanos — Origem da diversidade do

virus Influenza A

Em 1878 no norte de Italia, Eduardo Perroncito observou em aves domésticas,
uma doenca infeciosa e de facil transmissdo, que levou a morte todas as aves
domésticas da regido. O agente causal foi identificado em 1955 e provou-se ser o virus

Influenza (Wahlgren, 2011).

O virus Influenza A, quando presente no seu nicho ecologico também
designado por reservatorio natural — aves aquaticas e aves domésticas — ¢ uma infecao
benigna (Taubenberger & Kash, 2010; Wahlgren, 2011). No entanto, este ¢ um virus
muito varidvel e por isso capaz de infetar e adaptar-se a um grande nimero de animais
de sangue quente, incluindo suinos e equinos, considerados como hospedeiros
intermediarios (Mackenzie et al., 2014) e por fim os seres humanos (Taubenberger &
Morens, 2008). A existéncia de hospedeiros intermediarios foi sugerida como veiculo
de transmissao do virus até aos seres humanos. Assim, um cenario de transmissao
proposto pode seguir a seguinte sequéncia: aves aquaticas selvagens = aves aquaticas
domésticas = suinos = seres humanos (Salomon & Webster, 2009). Os virus
Influenza A ao adaptarem-se a hospedeiros podem originar novas variantes (ou
linhagens) em novos hospedeiros. Tais mudancas sdo facilitadas quando varias
espécies de aves e mamiferos se encontram albergadas em estreita proximidade, por

exemplo nos mercados de animais vivos (Salomon & Webster, 2009).

A capacidade de diversidade genética que o virus Influenza A apresenta, resulta
de mecanismos que se enquadram em duas categorias designadas por shift antigénico
e drift antigénico (Sandbulte, Spickler, Zaabel, & Roth, 2015).

O shift antigénico resulta na introducdo de novos subtipos virais na populacao
humana provocando pandemias na populagdo naive, ou seja, quando a maioria da
populacdo ndo apresenta imunidade para as novas variantes do virus (Forleo-Neto,
Halker, Jorge Santos, Maria Paiva, & Toniolo-Neto, 2003) e estas sdo assim

eficazmente transmitidas entre os seres humanos (Sandt et al., 2012), afetando todas
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as faixas etarias (Forleo-Neto et al., 2003). A forma principal de shift antigénico ¢
denominada por reassortment genético, e ¢ consequéncia da presenga dos oito
segmentos do genoma do virus (Sandbulte et al., 2015). Esta ¢ a base da alta frequéncia
de reassortment de genes em células que sdo duplamente infetadas (Resa-Infante et
al., 2011), possibilitando assim uma permuta destes segmentos genéticos entre dois ou
mais subtipos do virus Influenza que infetam a mesma célula (Figura 6). Como
consequéncia sdo formados novos virus que expressam novas combinagdes proteicas,
incluindo variantes que expressam novas glicoproteinas de superficie, uma nova HA,
uma nova NA, ou mesmo ambas (Sandbulte et al., 2015). Assim, quando o virus
Influenza A ¢ introduzido na popula¢do humana apds um evento de shift antigénico,
pode escapar completamente a imunidade pré-existente na populacdo hospedeira
criando condigdes para uma pandemia (Sandbulte et al., 2015; Taubenberger &
Morens, 2008). O mecanismo de reassortment ocorre nos trés subtipos do virus
Influenza: A (com mais frequéncia), B e C (sendo raro para este tltimo), contudo ainda

ndo foi observado entre eles (Amato Gauci AJ et al., 2010).
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Figura 6. Mecanismo de shift antigénico. O reassortment genético, que ocorre no suino
quando este ¢ infetado por duas variantes. HIN1 e H3N2. Apoés o reassortment forma-se o

novo subtipo HIN1 (Sandbulte et al., 2015).

O drift antigénico ¢ um outro mecanismo de variabilidade do virus Influenza A

(Figura 7). Este mecanismo consiste, na acumulacao gradual de mutacdes pontuais nos
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segmentos do genoma do virus, durante o processo de replicacdo, originando
mudangas de aminoéacidos que compdem as glicoproteinas de superficie (Forleo-Neto
et al., 2003), principalmente na regido altamente variavel da HA1 (Figura 3) (Sandt,
Kreijtz, & Rimmelzwaan, 2012).

Estas mutacdes ocorrem devido a inexisténcia da capacidade de proofreading
da RNA polimerase do virus (Amato Gauci AJ et al., 2010), estando assim propensa a
uma taxa elevada de erros calculada em aproximadamente 10~ (Schmolke & Garcia-
Sastre, 2010). Estas mutagdes podem levar a que o virus Influenza A escape ao
reconhecimento dos anticorpos neutralizantes do hospedeiro, resultando em surtos
sazonais epidémicos (Sandt et al., 2012). Estas varia¢cdes ocorrem a cada dois ou trés

anos (Forleo-Neto et al., 2003).
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Figura 7. Mecanismo de drift antigénico. Ao longo do tempo mutagdes aleatorias nos genes
HA e NA do virus Influenza A nos suinos podem causar alteragdes significativas nas suas
propriedades antigénicas. Em A, os suinos possuem anticorpos neutralizantes para a estirpe
H3N2. Em B, através do mecanismo de drift antigénico ¢ produzido uma nova variante. Em C,
os suinos infetados com a nova variante do virus, sendo os seus anticorpos pré-existentes
incapazes de neutralizar esta nova variante, tornando-os suscetiveis a uma reinfe¢do (Sandbulte

et al., 2015)
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4. Epidemiologia do virus Influenza A numa perspetiva historica e

contemporanea

A medida que as viagens globais aumentam, a transmissio de agentes
patogénicos também aumenta. Atualmente, nenhuma ameaga biologica é mais
plausivel do que a de surtos de gripe pandémica. O esfor¢o global para controlar a
gripe através da vacinagdo expandiu-se continuamente desde a pandemia de 1918-
1919, que causou a morte a cerca de 20 milhdes de pessoas em todo o mundo e mais
de meio milhdo s6 nos Estados Unidos (Liu, 1994). A pandemia de gripe mais recente,
em 2009, mostrou ndo ser tdo severa como inicialmente se temia, mas o rapido
surgimento e disseminacdo mundial do virus Influenza A levou a uma critica
reavaliagdo por parte da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), politicos e
investigadores, de modo adequar as capacidades de lidar com tais surtos (Han &

Marasco, 2011).

Em fevereiro de 2014, a OMS clarificou os conceitos em relagdo as diferencas
entre gripe sazonal, pandemias e Influenza zoonética ou variante. Segundo esta
organizagdo, a gripe sazonal define-se por: virus /nfluenza que circulam e causam
doengas em seres humanos todos os anos. Nos paises com climas temperados, a doenga
tende a ocorrer sazonalmente nos meses de inverno, transmitindo-se de pessoa para
pessoa através de espirros, tosse ou simplesmente pelo toque em superficies
contaminadas. Podem causar doengas simples a graves ou até mesmo levar a morte,
particularmente em individuos ditos como de alto risco, por exemplo, mulheres
gravidas, criangas ou idosos, imuno-comprometidos € em pessoas com doencas
respiratdrias cronicas subjacentes. Uma outra caracteristica do virus Influenza sazonal
¢ a sua continua evolugdo. Por conseguinte, os componentes das vacinas contra a gripe
sazonal sdo revistos bianualmente e atualizados periodicamente para garantir uma
continua eficicia das vacinas (World Health Organization, 2014). Apesar dos sucessos
das estratégias de vacinagdo profilatica que foram implementadas para reduzir a taxa
de morbidade nas Ultimas décadas, as epidemias sazonais de gripe ainda causam
elevada morbidade e mortalidade, resultando na morte de 250.000 a 500.000 pessoas

por ano a nivel mundial (Han & Marasco, 2011). Existem trés grandes tipos de virus
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Influenza sazonal, A (subtipo HIN1 e H3N2), B (linhagens Victoria e Yamagata) e C
(provoca infe¢cdes mais suaves, esta associada a casos esporadicos e a surtos menores).
Apenas o tipo A e B estdo incluidos no plano de vacinagdo contra a gripe (World
Health Organization, 2014).

As pandemias ocorrem quando um virus Influenza, que ndo circulava
anteriormente entre os seres humanos e para o qual a maioria das pessoas niao tém
imunidade, emerge. Além disso, sdo transmissiveis entre os seres humanos e a
propor¢do de pessoas infetadas numa populagdo ¢ bastante grande. Este virus pode
surgir, circular e causar grandes surtos fora da época tipica de atividade gripal. Podem
resultar em infecdes graves ou moderadas, embora as razdes por detras desta diferenca
ndo estejam completamente compreendidas (World Health Organization, 2014) .

O Influenza zoonoético ou variante, ¢ a infe¢do nos seres humanos, com virus
Influenza que circule rotineiramente em animais, como por exemplo os subtipos
A(H5N1) e A(H9N2) do virus Influenza das aves e os subtipos A(HIN1) e A(H3N2)
do virus Influenza dos suinos. As infe¢des humanas da gripe zoonotica sdo adquiridas
através do contacto direto com animais infetados ou ambientes contaminados, ndo
tendo uma grande disseminag¢do entre os seres humanos. No entanto se o virus adquirir
a capacidade de se transmitir facilmente entre os seres humanos através da adaptagao
ou da aquisi¢do de certos genes de virus humanos, podera iniciar uma epidemia ou

uma pandemia (World Health Organization, 2014).

Ao longo da histdria as pandemias provocadas pelo virus Influenza A, t€m
vindo atingir as sociedades humanas e por vezes com resultados devastadores (Rhedin
et al., 2012). Assim, surtos de gripe nos seres humanos sao relatados a partir do final
da Idade Média na Europa e Gra-Bretanha. Foi sugerido que a gripe fora introduzida
na América pela segunda viagem de Cristovao Colombo em 1492, causando centenas
de milhares de mortes na populacdo indigena da ilha Hispaniola. Embora isto fosse
questionado, parece provavel que a gripe tenha contribuido para o despovoamento de
comunidades remotas, imunologicamente naive, incluindo a Polinésia Francesa
(Mackenzie et al., 2014).

A primeira pandemia do século XVIII comegou na primavera de 1729 na
Russia, espalhando-se por toda a Europa nos seis meses seguintes e pelo resto do
mundo em trés anos. A segunda pandemia desse século parece ter comegado na China

no outono de 1781, espalhando-se pela Russia e Europa ao longo de um periodo de
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oito meses, com uma taxa de incidéncia particularmente alta entre os jovens adultos.
A grande pandemia do século XIX teve inicio no inverno de 1830 na China,
difundindo-se através do Sudeste Asiatico, da Russia, e da Europa, e na América do
Norte em 1831. No inverno de 1889, outra pandemia surgiu na Russia, espalhando-se
por via-férrea e maritima a toda a Europa e América do Norte. O surto matou cerca de
um milhdo de pessoas em todo o mundo. Esta pandemia espalhou-se a um ritmo mais
rapido do que as anteriores, ¢ pode fornecer a primeira indicacdo da propagacdo
acelerada de doengas emergentes como resultado do progresso na tecnologia de

transporte (Saunders-Hastings & Krewski, 2016).

Em 1918 emerge uma pandemia provocada pelo virus Influenza A, designada
por “Gripe Espanhola”, que coincidiu com o fim da I Guerra Mundial. Em poucos
meses tornou-se responsavel por mais mortes do que as verificadas durante os 4 anos
de guerra (20-50 milhdes de mortes). Este quadro devastador poderd ter sido
influenciado pelas condi¢des de aquartelamento dos soldados e a respetiva exposicao
a gases toxicos (Mackenzie et al., 2014; Sandt et al., 2012; World Health Organization,
2014). A caracterizacdo do virus pandémico de 1918, atualmente conhecido como
sendo o subtipo HIN1 do virus Influenza A, foi apenas iniciada em 1995. Obter a
sequéncia completa do genoma e depois reconstrui-la em laboratdrio, sob uma vertente
arqueo-viroldgica, levou cerca de uma década. Assim, foram extraidos pequenos
fragmentos do RNA dos tecidos pulmonares preservados das vitimas, amplificados
por reagdo em cadeia da polimerase antecedida de transcri¢do reversa (RT-PCR), e
posteriormente sequenciadas (Taubenberger & Morens, 2010). Constatou-se que o
subtipo HIN1 que provocou a gripe dita “Espanhola” apresenta semelhangas a estirpe
do virus presente nas aves e alguns dos seus genes foram derivados de virus de
mamiferos que circulam desde 1911 (Figura 8) (Neumann, Noda, & Kawaoka, 2009;

Sorrell et al., 2011).

Em fevereiro de 1957, uma nova estirpe do virus Influenza A, o H2N2, foi
detetado na provincia de Yunnan, na China. Esta pandemia, também designada por
“Gripe Asidtica”, disseminou-se principalmente por via terrestre e por rotas maritimas
(Sandt et al., 2012). Em margo e nos seguintes meses foi detetado em Singapura, Hong
Kong, Japao, chegando ao Reino Unido e aos Estados Unidos de América em outubro.

Esta pandemia foi causada por um reassortment entre o subtipo HIN1 humano, que
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circulava sazonalmente e o subtipo H2N2 do virus das aves. Resultando na introdugao
dos genes H2, N2 e PB1 do virus das aves nas populacdes humanas (Figura 8)

(Neumann et al., 2009; Sorrell et al., 2011).

Passados dez anos, a estirpe que causou a pandemia da “Gripe Asidtica”, o
H2N2, sofre uma mudanga antigénica resultante do shift antigénico. Este virus sofreu
um outro reassortment entre as estirpes humanas / aviarias. O gene HA e PB1 do virus
H2N2 humano foram substituidos pelo gene H3 e pelo gene PB1 do virus das aves,
originando um novo subtipo, o H3N2, que emergiu como uma nova pandemia
conhecida por “Gripe de Hong Kong” em 1968 (Figura 8) (Saunders-Hastings &
Krewski, 2016; Sorrell et al., 2011).

Em maio de 1977, um surto do virus Influenza A foi relatado na China afetando
jovens adultos e em novembro ¢ detetada na Russia sendo posteriormente conhecida
por “Gripe Russa”, “Gripe Vermelha” ou “Influenza Vermelha” (Kilbourne, 2006).
Este surto foi causado pelo subtipo HIN1 que se assemelha ao subtipo que circulava
no inicio da década de 1950. O seu reaparecimento deveu-se a libertacdo acidental
deste virus. Passou assim a existir a co-circulagdo, até aos dias de hoje, das duas
variantes, H3N2 e o HINI1 nos seres humanos. O reassortment entre estes dois
subtipos originou a emergéncia em 2001 do HIN2 na populagdo humana, e que no

mesmo ano desapareceu (Neumann et al., 2009).

Decorria o ano de 1997 quando surgem os primeiros relatos em Hong Kong,
de 18 individuos infetados (6 morreram) por um subtipo altamente patogénico, o
H5NI1, proveniente do virus Influenza das aves, conhecido também pela “Gripe das
Aves”. Ap6s um periodo de surtos locais e esporadicos, em 2003 um novo surto
comecou e o virus H5N1 desde entdo espalhou-se pelos continentes Europeu e
Africano e tornou-se enzodtico em aves domésticas na Asia. Este virus, altamente
patogénico possui caracteristicas notaveis, como por exemplo: sdo letais ndo s6 em
aves domésticas como também em aves aqudticas (reservatorio natural do virus
Influenza A); sdo capazes de infetar letalmente e de se replicarem em ratos; infetam
varias espécies de mamiferos provocando a morte; a patogenicidade em furdes tem
vindo a aumentar ao longo dos anos, o que indica a aquisicdo de mutacdes que

consequentemente aumentam a sua viruléncia (ou patogenicidade) nas diferentes
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espécies de mamiferos; mais preocupante ainda € a sua continua transmissao das aves
aos humanos que resulta em infegdes respiratorias graves com elevadas taxas de

mortalidade (Neumann et al., 2009).

Em abril de 2009 registaram-se surtos do subtipo HIN1 do virus Influenza A,
quase simultaneamente no México e nos Estados Unidos e em poucas semanas, a
doenca espalhou-se por mais de 30 paises. Em junho de 2009, a OMS declarou uma
pandemia global da gripe, provocada pelo virus HIN1, também conhecida por “Gripe
Suina”, “Gripe Mexicana” ou “Gripe Nova” (Mackenzie et al., 2014; Saunders-
Hastings & Krewski, 2016). Este virus, designado como virus pandémico 2009
Influenza A (HIN1) (A(HIN1)pdm09), disseminou-se rapidamente por todo o mundo
a partir desse ano (World Health Organization, 2014), consequéncia da extensao global
de comércio e de viagens. Em julho desse mesmo ano, a infeg@o foi relatada em 122
paises, com 134.000 casos confirmados laboratorialmente e 800 mortes (Saunders-
Hastings & Krewski, 2016). Atualmente encontra-se estabelecido na populagdo

humana como um virus de gripe sazonal (World Health Organization, 2014).
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Figura 8. Reassortment das principais pandemias do virus Influenza A do século XX. Em
1918 a “Gripe Espanhola”, subtipo HINI, resulta de um reassortment entre o virus das aves e dos
mamiferos. Apds 1918, o subtipo HIN1 causou epidemias sazonais até 1957, quando o subtipo H2N2
emerge como “Gripe Asiatica”, apds um reassortment entre o HIN1 e o H2N2 das aves, introduzindo os
genes PB1, NA e HA presente nas aves. Este virus circulou nos humanos até ao surgimento de uma nova
pandemia em 1968 a “Gripe de Hong Kong”, causada pelo reassortment do H2N2 com um virus H3 das
aves, resultando na troca dos segmentos genomicos HA e PB1 formando o subtipo H3N2. Adaptacdo de

Sorrell et al., 2011.
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5. O virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1)

5.1. A primeira pandemia do século XXI — no Mundo, Europa € em

Portugal

Ha anos que se esperava a emergéncia de um novo virus /nfluenza A no homem,
proveniente da adaptacdo de virus zodtico. No inverno de 2009 diversos paises foram
fustigados pelo aparecimento de uma nova pandemia viral (Carneiro, Trench, Waib,
Pedro, & Motta, 2010).

A OMS comunica a 11 de junho de 2009, o surgimento de uma nova estirpe do
virus Influenza A, o HIN1, identificado como A/Califérnia/4/2009(HIN1) (George et
al., 2010), que anteriormente ndo havia circulado entre os seres humanos. Esta
organizag¢do refere-se a este virus como contagioso, espalhando-se facilmente de uma
pessoa para outra e de um pais para outro. Afirmando que “O mundo esta agora no
inicio de uma pandemia da gripe de 2009 ", com cerca de 30 mil casos confirmados
em 74 paises. Algumas caracteristicas epidemioldgicas da pandemia, incluindo a
distribuicdo de idades, diferem da gripe sazonal. Na gripe sazonal, as criangas jovens
e idosos sdo mais vulnerdveis e a taxa de mortalidade ¢ maior no extremo dos grupos
etarios. No entanto, na gripe pandémica que ocorre num ciclo de 10 a 40 anos, os
individuos de todas as idades sem imunidade podem ser afetados (Rhim et al., 2012).
Segundo a OMS, o virus pandémico 2009 Influenza A (HINI) infeta
preferencialmente pessoas mais jovem, onde uma pequena percentagem evoluiu para
infecdes graves, muitas vezes com uma progressao rapida para pneumonias fatais. A
maioria dos casos de infegdes graves e fatais ocorreu em adultos entre 30 e 50 anos,
com condigdes cronicas subjacentes, como por exemplo, doencas respiratérias,
doencas cardiovasculares, diabetes, doencas auto-imunes e obesidade. Por outro lado,
cerca de um ter¢o a metade destas infegdes graves a fatais estavam a ocorrer em
pessoas previamente saudaveis, estando as gravidas em maior risco de complicagdes
(«WHO | World now at the start of 2009 influenza pandemicy, 2009).

Os primeiros eventos da pandemia provocada por virus do subtipo HINI,

surgiram na localidade de La Gloria, Veracruz, no México, onde um numero incomum
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de casos de sindrome gripal foi relatado no inicio de margo de 2009. A 12 de abril, a
OMS solicitou ao governo mexicano que analisasse qual o agente etioldgico
responsavel pelos surtos de infecdes respiratdrias agudas. Nove dias depois foram
enviadas amostras para o Laboratério Nacional de Microbiologia da Agéncia de Saude
Publica do Canadd e ao departamento de Influenza dos Centros de Controle e
Prevencdo de Doengas (CDC) dos Estados Unidos. Quase em simultdneo, o CDC que
estudava duas amostras de criangas da California, conclui que o agente etiologico era
um novo subtipo do virus de Influenza A, o HIN1 de origem suina. Mas s6 a 24 de
abril, o NML e o CDC confirmam a presenca do mesmo virus nas amostras do México,
0 que sugere uma transmissao entre os humanos. A 26 e 27 de abril, surgem os dois
primeiros paises, Canada e Espanha, fora dos EUA e do México, com casos
confirmados de gripe provocados pelo subtipo HIN1. Um dos primeiros eventos do
surto no Canada ocorreu num grupo de estudantes que viajaram para o México durante
as suas férias. O virus foi disseminado rapidamente a outras partes do mundo (Figura
10). No fim de abril e inicio de maio, Nova Zelandia, Israel, Reino Unido, Austria,
Alemanha, Holanda, Sui¢a, Hong Kong e Coreia ja haviam confirmado a presenca do
HIN1 na sua populacao (Juno, Fowke, & Keynan, 2011). No final do ano quase todos
os paises do mundo haviam confirmado casos de gripe provocados pelo novo virus

A(HIN1)pdm09, com mortes associadas (Figura 9.)

Na Europa, a introducdo do virus fez-se por passageiros que viajavam do
Meéxico (Guiomar et al., 2012). A 27 de abril de 2009, Espanha informou oficialmente
o primeiro caso confirmado em laboratério da nova infe¢ao pelo A(HIN1)pdm09, num
passageiro que regressava do México, o Reino Unido foi o segundo pais a reportar
dois casos em situacdo semelhante. No prosseguimento destes casos iniciais oriundos
da América do Norte para a Europa, uma onda de transmissdo na primavera/ verdo foi
evidente, atingindo a maioria dos paises da Unido Europeia (UE), mas principalmente
o Reino Unido (Amato Gauci AJ et al., 2010). Em julho de 2009, 13% dos casos
notificados na UE haviam sido importados (relacionados com viagens) (Correia,
Queirés, & Dias, 2010). A medida que o verdo prosseguia a taxa de transmissao
diminuiu ligeiramente e com a chegada do outono esta onda de transmissao volta a
aumentar estabelecendo-se por todos os paises da Europa (Figura 11) (Amato Gauci

AJ etal.,, 2010).

45



Portugal foi o 11° pais a confirmar o primeiro caso de gripe provocado por esse
agente etiologico («2009 flu pandemic in Portugal», 2017). A 29 de abril de 2009, foi
reportado um caso positivo para o virus HIN1, numa mulher jovem saudavel com
ligagdo epidemiolodgica confirmada a Cancun — México (Duque et al., 2010). A 29 de
maio, surgiram 13 novos casos em Portugal, detetados em individuos que regressavam
de viagem das areas afetadas pelo novo virus. A 14 de julho haviam sido declarados
os primeiros 100 casos dos quais 16 ndo se relacionavam com viagens e durante o més
de agosto a transmissdo entre a populagdo autdctone esteve na origem da maioria dos
casos (Correia et al., 2010). A 23 de setembro surge a primeira morte € a 4 de dezembro
eram ja 121.677 casos e 24 mortes confirmadas pelo virus («2009 flu pandemic in
Portugal», 2017). No periodo de 24 de abril a 21 de agosto, verificou-se que o Algarve
era a regido mais atingida pela atividade gripal, sendo responsavel por 41% dos casos,
seguido pela regido de Lisboa e Vale do Tejo (LVT), Norte, Centro do pais, Acores,
Alentejo e por fim a Ilha da Madeira, a zona menos atingida pela atividade viral com

menos de 2,5% dos casos (Figura 12) (George et al., 2010).
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Figura 10. Mapa do mundo de casos confirmados pelo virus A(HIN1)pdm09. A 21 de dezembro
de 2009, a maioria dos paises no mundo apresentavam casos confirmados para o virus da gripe, a
exce¢do dos paises que se encontram de cor «cinza. A escala de cor
I e refere-se ao nimero de casos confirmados pelos diferentes
pais do mundo com: mais de 50 000 casos; mais de 5 000 casos; mais de 500 casos; mais de 50
casos; mais de 5 casos e mais de 1 caso, respetivamente (do tom mais escuro para o tom mais claro)

(«File:HIN1 map by confirmed cases.svg»).

Figura 9. Mapa do mundo referente ao nimero de morte confirmadas pelo virus
A(HIN1)pdm09. A 21 de dezembro de 2009, a maioria dos paises no mundo relatavam mortes
confirmadas pelo virus da gripe, a excegdo dos paises que se encontram a verdes no mapa. A escala
de cor NN 1 Irefere-se ao numero de mortes confirmadas nos
diferentes paises do mundo, respetivamente (do tom mais escuro ao mais claro): mais de 5000
mortes; mais de 1000 mortes; mais de 500 mortes; mais de 100 mortes; mais de 50 mortes; mais

de 10 mortes; mais de 5 mortes e mais de 1 morte («File:HIN1 map by confirmed deaths.svg»).

47



Figura 11. Disseminacéio do virus pandémico 2009 Influenza A (H1IN1) A. Mapa da Europa de

casos confirmados pelo virus A(HIN1)pdm09. A 27 de maio de 2009, todos os paises da Europa

apresentavam casos confirmados para o virus da gripe, a excegdo da Cidade do Vaticano sem
nenhum caso  confirmado  (ponto cinza no mapa). A  escala de cor
I e refere-se ao numero de casos confirmados na Europa por
pais com: mais de 50 000 casos; mais de 5 000 casos; mais de 500 casos; mais de 50 casos; mais de
5 casos e mais de 1 caso, respetivamente (do tom mais escuro para o tom mais claro) («Pandemia
de gripe A de 2009 na Europa», 2016).

B. Mapa da Europa referente ao niimero de mortes confirmadas pelo virus A(HIN1)pdm09. A 9 de

novembro de 2009, todos os paises da Europa mostravam mortes confirmadas pelo virus da gripe,
a exce¢do de Andorra, Monaco, Cidade do Vaticano, San Marino e Liechtenstein (pontos verdes no
mapa). A escala de cor IS 1 | refere-se ao numero de mortes
confirmadas nos diferentes paises da Europa, respetivamente (do tom mais escuro ao mais claro):
mais de 5000 mortes; mais de 1000 mortes; mais de 500 mortes; mais de 100 mortes; mais de 50
mortes; mais de 10 mortes; mais de 5 mortes e mais de 1 morte («Pandemia de gripe A de 2009 na

Europar, 2016).
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Figura 12. Distribuicio em Portugal dos casos do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1). O
grafico representa a distribuigdo percentual dos casos de A(HIN1)pdm09 em Portugal no periodo de

24 abril e 21 de agosto de 2009 (George et al., 2010).

5.2.0 triplo reassortment do virus pandémico 2009 Influenza A

(H1IN1) na emergéncia da pandemia.

Sabe-se que a infecdo simultdnea de uma unica célula por dois subtipos do
virus Influenza A distintos pode levar a um reassortment de genes, da qual pode
resultar a formacao de um novo subtipo do virus Influenza A. Acredita-se que a maioria
dos virus Influenza A que causam pandemias nos seres humanos tenham surgido desta
maneira (Obuchi, Adachi, Takizawa, & Sata, 2013). O virus pandémico Influenza A
(HINT), que emergiu em 2009, ¢ um novo subtipo do virus Influenza A que afeta os

seres humanos (Mpolya et al., 2009), tendo a sua origem nos suinos (Neumann et al.,
2009).

No fim da década de 90, dois subtipos do virus Influenza A emergem nos

suinos, o H3N2 e o HIN2, resultado de um triplo reassortment entre os segmentos
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gendmicos dos virus Influenza A que infetam as aves Norte-americanas, os humanos e
os suinos (Obuchi et al., 2013).

Em 2009, no final do més de abril, foram publicadas as primeiras sequéncias
completas do genoma do virus A(HINI1)pdm09, mostrando combinagdes de
segmentos de genes, nunca antes relatados, em virus Influenza nos suinos ou nos
humanos (Gibbs, Armstrong, & Downie, 2009; Mpolya et al., 2009; Obuchi et al.,
2013), consequéncia de um novo reassortment entre o subtipo HIN2 presente nos
suinos e o subtipo HINT1 dos suinos euroasiaticos (Obuchi et al., 2013). Assim, o virus
A(HIN1)pdm09, resultado do reassortment gendémico, ¢ composto por: dois
segmentos genomicos de origem aviaria Norte-Americanas (subtipo desconhecido), o
PB2 e o PA; um segmento do gene PB1 de origem humana (subtipo H3N2); trés
segmentos dos genes HA, NP e NS de origem suina (subtipo HIN1) e por fim os outros
dois segmentos gendmicos, 0 NA e o M derivados dos suinos euroasiaticos (subtipo

HIN1) (Figura 13) (Obuchi et al., 2013; Tscherne & Garcia-Sastre, 2011).
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Figura 13. Origem do virus pandémico 2009 Influenza A (H1N1). Reassortment na origem do
virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1), emergéncia do subtipo H3N2 e HIN2 nos suinos
como consequéncia do reassortment gendémico, entre os subtipos HINI suino; subtipo
desconhecido (H?N?) das aves Norte-Americanas e o subtipo H3N2 humano. Em 2009 um novo
reassortment entre o subtipo HIN2 dos suinos e o subtipo HIN1 dos suinos Euroasiaticos faz

emergir o virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1). Adaptagdo de. Obuchi et al., 2013.
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6. Métodos de diagnostico laboratorial do virus Influenza no ser

humano

As modalidades de diagndstico do virus Influenza, tém vindo a ser
desenvolvidas desde a sua caracterizag@o inicial em 1933. Estas técnicas podem ser
utilizadas na confirmac¢do do diagnostico clinico (Kamps, Hoffmann, Preiser, &
Behrens, 2006). O diagnostico laboratorial da gripe tornou-se entdo um ponto de
referéncia na prevencao, contengdo, vigilancia e tratamento da doenca associada. O
desenvolvimento de técnicas mais rapidas e precisas para a detegao do virus Influenza,
permite que o laboratorio forneca um diagnostico imediato e definitivo, permitindo
algumas vantagens aos clinicos, como por exemplo: iniciarem terapias antivirais;
limitarem o uso de antibacterianos, usarem medidas apropriadas de controlo de
infecdo; diminuir a duragdo de hospitalizacdo; reduzir testes auxiliares de diagndstico
e diminuir os custos de cuidados de saude. (Petric, Comanor, & Petti, 2006). Uma série
de métodos de diagnodstico, incluindo isolamento do virus, técnica de amplifica¢dao do
acido nucleico, testes de diagnodstico rdpido baseados em imunocromatografia, entre
outros métodos seroldgicos, estdo a ser utilizados ndo s6 para dete¢do do virus da gripe
nos seres humanos, como também na resposta imunolédgica do individuo a estes virus
(Petric et al., 2006; Vemula et al., 2016). No entanto, o sucesso destes métodos de
diagnostico depende de fatores primordiais, como a colheita adequada das amostras
bioldgicas.

Os virus Influenza, como descrito anteriormente, replicam-se principalmente
nas células epiteliais do trato respiratdrio, sendo a principal via de transmissao as
goticulas de aerossdis respiratorios transportados pelo ar. Entdo, a colheita das
amostras biologicas para o diagndstico clinico de detecdo do virus, deve procurar
maximizar a recolha de células epiteliais infetadas pelo virus. Sdo preferencialmente
colhidas amostras do trato respiratorio nomeadamente: exsudados nasofaringeo e
orofaringeos; secregdes bronquicas; aspirados traqueais e lavados broncoalveolares
(estes dois ultimos em doentes intubados). O sangue (soro) ¢ a amostra bioldgica
utilizada em testes que visam a pesquisa de imunoglobulinas. (Kamps et al., 2006;

Mello, 2010).
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Os métodos de diagnostico disponiveis t€ém diferencas importantes em termos
de desempenho, simplicidade, rapidez, custos de equipamentos e¢ de reagentes. A
excegdo dos testes de diagnostico rapido (RIDTs) que podem ser realizados num
contexto de point-of-care e em configuragdes remotas, o diagndstico requer um
laboratorio capacitado de profissionais qualificados (World Health Organization,
2010a). A Tabela 1 sumariza as principais diferengas entre os métodos de diagndstico
do virus Influenza no ser humano e a Figura 14 ilustra os diferentes ambientes

laboratoriais e os métodos utilizados.

Tabela 1. Comparag@o dos métodos de diagnoéstico do virus Influenza no ser humano, segundo a escala:
-2 muito desfavoravel; -1 desfavoravel; 0 caracteristica média; +1 favoravel e +2 muito favoravel

(Kamps et al., 2006).

Facilidade
Métodos Tempo de
de diagnostico  Sensibilidade de Resposta Realiza¢do  Acessibilidade
Isolamento
viral 2 2 ! 2
RT-qPCR +2 +1 -1 -2
HI +1 -2 -1 +2
CF 0 B ) )
ELISA +2 -2 +1 +1
DFA 0 +1 +1 +1
RIDTs -2 +2 +2 0
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Figura 14. Métodos de diagnéstico disponiveis nos diferentes ambientes
laboratoriais. As setes a verde, referem-se os métodos disponiveis no laboratorio de
Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonga. Adaptado de World Health
Organization, 2010.

6.1. Isolamento do virus

A cultura ou isolamento de virus Influenza, introduzido na década de 1940, ¢ o
método mais tradicional para o diagndstico do virus. Esta técnica inicia-se com a
inoculacdo de amostras infetadas em cultura de células permissivas ou em ovos
embriondrios, propagando-se por 7-10 dias de modo a monitorizar o desenvolvimento
do efeito citopatico e posterior confirmagao por imunofluorescéncia ou hemadsorgao.
Na cultura do virus em ovos de galinha embrionados, as amostras sdo inoculadas na
cavidade amniotica destes ovos (10-12 dias). Esta técnica requer o fornecimento de
ovos de galinha fertilizados e incubadoras especiais, consequéncia que leva a ndo ser
um método utilizado no diagnoéstico de rotina.

A cultura do virus em linhas celulares ¢ executada geralmente usando células
primarias ou estabelecidas, por exemplo rim de macaco rhesus (RhMK) ou células de
rim caninas Madin-Darby (MDCK), respetivamente (Kamps et al., 2006; Vemula et
al., 2016).
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6.2. Técnica de amplificacdo do acido nucleico

O desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) por
Kary Mullis em 1983 (Vemula et al., 2016), veio revolucionar a drea do diagnostico
de doengas infeciosas, por ser um método muito mais sensivel, especifico e versatil. A
evolucdo desta técnica veio permitir ndo sé a dete¢do do virus, como também a
identificacdo do subtipo e a estirpe por métodos de sequenciacdo. Esta técnica baseia-
se na detecdo de sequéncias de acido nucleico especificas do virus.

A identificacdo do virus da gripe ¢ realizada por uma variante RT-PCR, que
compreende as seguintes fases: (i) extracdo do RNA viral a partir da amostra biologica;
(i1) Transcricao reversa do RNA viral para um cDNA de cadeia simples utilizando a
enzima transcriptase reversa; e (iii) amplificacdo e dete¢do do produto de PCR.

A maioria dos métodos de RT-qPCR para o virus Influenza A e Influenza B,
utilizam primers complementares a genes relativamente estaveis, que codificam a
proteina da matriz conservada, podendo detetar com sucesso todas as estirpes virais
observadas até ao momento. No virus Influenza A, os primers sdo dirigidos ao
segmento 4 (gene HA), permitindo a identificacdo do subtipo H do virus (Petric et al.,
2006; Vemula et al., 2016). Este foi o método recomendado pela OMS no diagnostico
laboratorial para a pesquisa do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1) (as suas

especificidades sdo descritas no item numerado 6.6).

6.3. Métodos Seroldgicos

Os métodos seroldgicos mais comuns sdo utilizados para detetar a presenga de
anticorpos especificos no soro de individuos infetados pelo virus Influenza. Os
anticorpos especificos aparecem em circulagdo pela primeira vez aproximadamente
duas semanas ap0s a infecdo inicial e atingem os niveis maximos as 4-7 semanas apos
a infe¢do inicial. Devido a este fato s6 sdo indicados num diagnostico retrospetivo da
doenga e permitem a quantificagdo das respostas a vacinag¢do contra a gripe. Estes

testes incluem, por exemplo: técnicas de inibi¢do da hemaglutinina (HI); teste de
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neutraliza¢do do virus (VN); fixagdo do complemento (CF) e ensaio de imunoabsor¢ao

enzimdtica (ELISA) (Petric et al., 2006; Vemula et al., 2016).

6.3.1. Inibicdo da hemaglutinina (HI)

A HI ¢ o método mais comum usado para determinar a presenga de Ac
especificos nos humanos, contra a HA do virus Influenza, no soro ap6és uma infe¢ao
“natural” ou vacina¢ao. O método ¢ realizado usando dilui¢des em série do soro e
baseia-se na capacidade de Ac especificos bloquearem os epitopos, impedindo a
ligacdo do virus aos eritrocitos (obtidos de animais: frango, cavalo, peru ou mesmo
humanos). A maior dilui¢do de soro que iniba a hemaglutinacio ¢ designada como o

titulo de HI (Petric et al., 2006; Vemula et al., 2016).

6.3.2. Teste de neutralizagdo do virus (VN)

A VN, descreve-se na capacidade de os Ac especificos neutralizarem o virus,
prevenindo assim a infeg¢do viral de células. O procedimento executa-se adicionando,
100 unidades infeciosas do virus, em dilui¢des em série do soro e, apds a incubagdo, a
solucdo ¢ aplicada respetivamente em monocamadas de células suscetiveis, que sdo
entio monitorizadas quanto ao efeito citopatico. A medida que a dilui¢do do o Ac ¢
maior, o crescimento viral torna-se detetavel (Petric et al., 2006). Considera-se como
titulo de VN a maior diluicdo de soro em que a infecdo viral estd completamento

bloqueada (Vemula et al., 2016).

6.3.3. Fixacao do complemento (CF)

56



A CF mede a resposta de Ac especificos das proteinas internas, NP e M do
virus, ap6s vacinagdo ou infecdo (Vemula et al., 2016), baseando-se na formacao do
complexo Ag-Ac que posteriormente se liga ou ndo ao complemento (proteinas séricas
que ajudam na eliminagdo do virus). Se este complemento se ligar ao complexo, os
eritrocitos de ovelha sensibilizados ao complemento ndo sofrem lise, considerando-se
uma rea¢do positiva. Por outro lado, se o complemento ndo se ligar ao complexo,
permanecendo disponivel, fixar-se-4 aos eritrocitos de ovelha sensibilizados ao
complemento, provocando a lise deste. A reagdo considera-se negativa (Kamps et al.,

2006).

6.3.4. Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA)

Os testes de ELISA, demostram consistentemente alta sensibilidade e
especificidade (Vemula et al., 2016). Fundamentam-se na interacdo Ac-Ag detetado
por uma reagdo enzimatica. O Ag viral encontra-se imobilizado a um suporte sélido e
sobre estes coloca-se o0 soro humano. Se existir Ac no soro, ocorrerd a liga¢ao deste ao
Ag. As imunoglobulinas nio ligadas sio removidas por processos de lavagem. E
adicionado um segundo Ac conjugado com a enzima peroxidase, que se liga ao
complexo Ac-Ag. As imunoglobulinas ndo ligadas sdo novamente removidas por
processos de lavagem. Apos a adicdo da solugdo de substrato, um corante azul ¢
produzido pela enzima ligada. A cor muda para amarelo quando a soluc¢do de paragem
¢ adicionada. A presenca do Ac viral ¢ indicada pela intensidade da coloragao

(Virotech Diagnostics, 2016).

6.4. Imunofluorescéncia direta de anticorpos (DFA)

A DFA, desenvolvida pela primeira vez na década de 1960, envolve a
coloracdo direta de células epiteliais do trato respiratdrio (esfregacos ou aspirados
nasofaringeos) com Ac especificos do virus conjugados com um corante fluorescente,

observado por microscopia de fluorescéncia (Vemula et al., 2016).
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6.5. Testes de diagnostico rapido de Influenza (RIDTSs)

Os RIDTs, desenvolvidos para um diagnéstico rapido (aproximadamente 30
minutos) de infegdes virais sdo baseados em ensaios imunoenzimaticos ou técnicas
imunocromatograficas. Estes testes utilizam Ac monoclonais que permitem detetar Ag
viral presente na amostra do trato respiratério (Petric et al., 2006; Vemula et al., 2016).
Normalmente, estes testes apresentam-se disponiveis em forma de tira de
nitrocelulose. Quando as amostras sdo adicionadas a tira do teste, os Ag virais ligam-
se aos Ac especificos, conjugados com particulas que permitem a visualizag@o nas tiras
de teste. O complexo Ag-Ac conjugado migra ao longo da tira de teste até a area de
reagdo e ¢ capturado por uma linha de anticorpos existente na membrana. Um resultado
positivo (presenca de Ag virais) para virus ¢ visualizado com uma linha vermelha na
posicao de teste “T” e na posicdo de controle “C”. O alvo de Ag mais comum ¢ a
nucleoproteina do virus. Estes testes ndo diferenciam os subtipos de Influenza A ou de

Influenza B (World Health Organization, 2010a).

6.6. Diagnoéstico laboratorial para a detecdo do virus pandémico 2009

Influenza A (HIN1)

O diagnostico laboratorial do virus Influenza, foi revolucionado com a
implementa¢do do método de reagdo em cadeia da polimerase em tempo-real (QPCR),
tornando-se uma tecnologia de referéncia na detecdo do 4cido nucleico. Assim, a 28
de abril de 2009 a OMS e o seu centro colaborador para o virus Influenza no CDC de
Atlanta, disponibilizou o protocolo para a detegdo do virus pandémico 2009 Influenza
A (HIN1). O diagnostico era realizado por RT-PCR em tempo-real (RT-qPCR)
utilizando sondas e primers TagMan®, na detecdo qualitativa, in vitro, do RNA viral

em amostras do trato respiratdrio (World Health Organization, 2009a).

A RT-PCR, como descrito anteriormente, ¢ um processo que compreende as
fases de (i) transcri¢do reversa da molécula de RNA em cDNA, por meio de enzimas

de transcriptase reversa, obtidas a partir de determinados retrovirus, como por
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exemplo: a Avian myeloblastoma virus (AMV) e a Moloney murine leukaemia virus
(M-MuLV). Consequentemente, (ii) o cDNA recém-sintetizado ¢ amplificado através
do uso de primers especificos ao gene de interesse (Farrell, 2010; Kamps et al., 2006).
A RT-qPCR, possibilita a quantificagdo em tempo-real do produto amplificado, ou
seja, as fases de amplificacdo, detecdo e quantificacdo sdo automatizadas, ocorrem em
simultdneo e em tempo-real, resultado da utilizagdo de moléculas fluorescentes
(sondas TagMan®) e de um equipamento com um sofiware apropriado (ABI prism
7300 Applied Bioystems) (Bustin & Mueller, 2005; Heid, Stevens, Livak, & Williams,
1996).

As sondas TagMan® sdo sequéncias curtas de oligonucleotideos (DNA), que
apresentam na extremidade 5° um fluorocromo reporter (molécula 6-
carboxifluoresceina (FAM), que emite fluorescéncia a 517 nm) e na extremidade 3’ o
quencher (blackhole (BHQI), molécula que absorve a fluorescéncia a 480-580 nm)
(«Black Hole Quencher® Dyes | LGC Biosearch Technologies»; «FAM (6-FAM)
Oligo Modifications from Gene Link»; World Health Organization, 2009). Para que
exista emissao de fluorescéncia, € necessario remover o reporter da proximidade fisica
do quencher, ou seja, que a sonda se ligue ao cDNA na fase de annealing e que
posteriormente a ligagdo reporter-quencher seja clivada pela atividade nuclease 5° da
Taq polimerase no decorrer da elongagdo (Figura 15) (Bustin & Mueller, 2005). A
medida que o processo se repete, mais e mais fluorescéncia ¢ emitida, sendo captada
pelos fotodetetores presentes no aparelho de qPCR, que através do software converte
estes dados num grafico ARn (quantidade de sonda de hibridagdo que foi degradada,
ou seja, quantidade de fluorescéncia emitida) por ciclo de qPCR (Figura 17) (de

Ladeira, Isaac, & Ferreira, 2011).
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Figura 15. Reacdo em cadeia da polimerase antecedida pela transcri¢io reversa em tempo
real. Esquema RT-qPCR com a utilizagdo de sondas TaqgMan. Sintese do cDNA a partir do
template RNA — transcrigdo reversa. Apos a desnaturacdo (ndo ilustrado), os primers ¢ a sonda
TaqMan hibridam nos seus alvos. A sonda contém um fluorocromo reporter na extremidade 5°,
e na extremidade 3’ o quencher. Durante a elongacio, a atividade nuclease 5° da Taq polimerase
desloca-se e cliva a sonda. Separagdo fisica do reporter-quencher. Emisséo de fluorescéncia do
reporter. O aumento do sinal de fluorescéncia é diretamente proporcional ao numero de moléculas

reporter libertadas durante esse ciclo de PCR. Adaptado de Bustin & Mueller, 2005.
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7. Enquadramento do projeto e objetivos

7.1. Enquadramento do projeto

O atual estudo, realizado no ambito do Mestrado de Biologia Molecular em
Satde lecionado na Escola Superior de Saude Egas Moniz, foi desenvolvido na Sec¢ao
de Biologia Molecular (BM) do Laboratorio de Patologia Clinica (LPC) do Hospital
Dr. Nélio Mendonca (HNM) situado na cidade do Funchal. A sua missdo ¢ a de
realizagdo de exames laboratoriais a utentes internados, em consulta € no servigo de
urgéncia, que auxiliem no diagndstico e acompanhamento clinico do estado de satde

e doenca.

7.2. Objetivos gerais

Executar o diagnostico laboratorial das amostras provenientes de individuos
suspeitos de estarem infetados com o virus pandémico 2009 Influenza A (HINI),
residentes nos varios concelhos da Regido Autonoma da Madeira (RAM), assim como
dos individuos que se encontravam de férias na RAM.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, verificar a prevaléncia
provocada pelo do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1) RAM durante o ano de
2009.

7.3. Objetivos especificos

Analisar o numero de casos diagnosticados no Laboratdrio de Patologia Clinica
do Hospital Dr. Nélio Mendonga, durante o ano de 2009, de acordo com: a presenga
de sintomatologia; o internamento; o nimero de casos positivos e negativos para a

pesquisa do virus A(HIN1)pdm09; o género; a gravidez; as faixas etarias; a
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distribuicdo geografica; a distribuicdo temporal; morbilidade e mortalidade na

comunidade residente na RAM.
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8. Metodologias Experimentais

8.1. Delineamento do estudo

Foi desenvolvido um estudo descritivo e retrospetivo, no periodo de 30 de abril

de 2009 a 31 de dezembro de 2009.

8.2.Local do estudo

O presente estudo foi desenvolvido na sec¢do de Biologia Molecular,
laboratério de biosseguranga nivel 2 (BSL-2), do Hospital Dr. Nélio Mendonga. Esta
seccao ¢ responsavel pelo diagndstico por reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real de 4acidos nucleicos, de bactérias, por exemplo Chlamydia trachomatis;
Chlamydia pneumoniae; Mycobacterium tuberculosis e de virus como ¢ o caso do
Dengue; Citomegalovirus; Herpes simplex e de virus respiratorios, nomeadamente o

virus Influenza.

8.3. Amostras do Estudo

O estudo incidiu sobre: (i) os dados que constam na folha de “declaracao de
caso em investigacdo” fornecida pela Dire¢do-Geral de Saude (DGS) (formulario
Gripe OT-3 em anexo, pagina 105), preenchidos pelo médico responsavel pela
primeira avaliacdo clinica do utente, e (ii) nos resultados obtidos na se¢do de BM de
todas as amostras de utentes com suspeita de infecdo pelo virus pandémico 2009
Influenza A (HIN1), provenientes do Servico de Urgéncia, Medicina Intensiva e
Internamentos do HNM e Hospital dos Marmeleiros e dos Servigos de Urgéncia dos

Centros de Saude da ilha da Madeira e ilha do Porto Santo.
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8.4. Colheitas e processamento de amostras bioldgicas

8.4.1. Colheita de amostras biologicas para o diagnostico virus

pandémico 2009 Influenza A (HIN1)

As amostras biologicas foram colhidas no Servigo de Urgéncia, Medicina
Intensiva e Internamentos do HNM e Hospital dos Marmeleiros e dos Servicos de
Urgéncia dos Centros de Saude, pelos médicos ou enfermeiros.

Os tipos de amostras colhidas para andlise eram origindrios do trato respiratorio
superior (expetoragdes e exsudados nasofaringeo e orofaringeos), ou do trato
respiratorio  inferior (aspirados traqueais, secregdes bronquicas, lavados
broncoalveolares). A escolha mais apropriada dependia do estado clinico do doente e

consequentemente do servigo onde este se encontrava.

A colheita dos exsudados nasofaringeos e orofaringeos era realizada utilizando
o Kit da Vircell - Transport Medium Vircell (Tabela 5 dos anexos, pagina 96). O meio
de transporte, presente no kit, tem como fungdo evitar a secagem da amostra, manter a
viabilidade dos microrganismos entre a colheita e o processamento e retarda o
sobrecrescimento bacteriano em amostras muito contaminadas (Vircell, 2012).
Posteriormente as duas zaragatoas eram colocadas dentro do tubo com o meio de
transporte. Os produtos do trato respiratério inferior e as expetoracdes eram colhidas
para um frasco estéril de 100ml ou de capacidade inferior.

Os contentores que continham as amostras eram identificados com o nome do
utente e a data da colheita e faziam-se acompanhar pelo formulario da Gripe OT-3
preenchido e de imediato eram encaminhados ao LPC, baseando-se nas
recomendagdes gerais descritas da OMS no “Guidance on Regulation for Transport
of Infectious Substances” (World Health Organization, 2008).

A rece¢ao dos produtos para diagnostico da gripe A fazia-se na triagem do LPC
que de seguida os encaminhava a sec¢cdo de BM. Uma vez nesta, os técnicos de analises

clinicas e saude publica (TACSP) verificavam o formulério e as respetivas amostras,
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preenchendo a folha de trabalho (exemplo em anexo, pagina 106) onde constavam os
seguintes dados: nome; idade; sexo; processo clinico; local de observacao; produto
biologico e terap€utica antiviral.

O processamento analitico era efetuado no maximo até 12 horas e compreendia
as seguintes etapas: preparag¢do/ tratamento da amostra (se necessario); extracao
manual ou automatica do RNA viral, amplificagdo por RT-qPCR e interpretagao dos

resultados.

8.4.2. Preparacao/ tratamento das amostras para a fase de extracdo do

acido nucleico

Este procedimento destinava-se a todas as amostras do trato respiratdrio
demasiado  purulentas (viscosas), por exemplo, expetoragdes, lavado
broncoalveolares, secrecdes bronquicas e aspirados traqueobronquicos. A execugao
era efetuada do seguinte modo:

1. Num tudo de microcentrifuga de 2 mL, pipetou-se 400 ul de amostra e 40

uL de proteinase K da QIAGEN®.

2. Homogeneizou-se e colocou-se no termo-bloco a 56°C durante 60 minutos.

Este passo tinha como objetivo fluidificar as amostras, pela acao digestiva
da enzima na sua temperatura 6tima de agdo.

3. Apos o tempo de incubacdo a amostra foi diluida a 1/1 (v/v) com soro

fisiolégico, ficando pronta para a fase de extragdo do RNA viral.

8.4.3. Extracdo dos acidos nucleicos

O procedimento de extracdo do RNA viral era executado de duas formas,
manual ou automético. Ambos os métodos se fundamentam nas seguintes fases:

* Lise celular — na presenca do tampao de lise e em condi¢des desnaturantes a

amostra ¢ lisada, ou seja, ocorre a digestdo de proteinas do revestimento viral

(protedlise) e a inativacdo das RNases.
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* Ligagdo dos 4cidos nucleicos — ¢ adicionada a amostra um alcool (etanol na
extragdo manual ou o isopropanol na extracdo automatica), que permite a
adsorc¢ao dos 4cidos nucleicos a um suporte, neste caso a membrana de silica
(extragdo manual) ou as particulas magnéticas revestidas de silica (extrag@o
automatica).

* Lavagem de contaminantes — os contaminantes, como por exemplo as
proteinas e as nucleases sdo removidos eficazmente pelo uso tampdes de
lavagem, melhorando a pureza dos 4&cidos nucleicos, enquanto estes
permanecem ligados ao suporte.

* Elui¢do do 4cido nucleico — o tampao de eluicdo permite a recuperagdo do

acido nucleico puro.

Na extracdo manual foi utilizado um kit comercial, Ql4damp Viral RNA Mini
Kit da QIAGEN® (Tabela 6 dos anexos, pagina 97). Este kit tem como principio a
adsor¢ao do acido nucleico a uma membrana a base de silica com a velocidade de
micro-centrifugacdo (QIAGEN, 2014). O procedimento de extracao foi executado do
seguinte modo (Figura 26 dos anexos, pagina 100)

1. Pipetou-se 140 uL da amostra aos 560 uL da aliquota de tampao AVL-
RNA carrier (previamente preparadas conforme indicado na Tabela 6 dos
anexos, pagina 97). Homogeneizou-se no vortex durante 15 segundos.

2. Incubou-se 10 minutos a temperatura ambiente (15-25° C). Centrifugou-se
levemente de modo a eliminar a dispersdo de alguma gota.

3. Adicionou-se 560 uL de etanol a 96% a solucdo. Centrifugou-se levemente
de modo a eliminar a dispersdo de alguma gota.

4. No tubo de extracdo inserido no tubo coletor, adicionou-se 630 uL da
solucdo anterior. Centrifugou-se durante 1 minuto a 8000 rpm. Descartou-
se o tubo coletor e colocou-se o tubo de extragdo num novo tubo coletor.

5. Adicionou-se novamente 630 uL da solucdo preparada no passo 3.
Centrifugou-se durante 1 minuto a 8000 rpm. Descartou-se o tubo coletor
e colocou-se o tubo de extracdo num novo tubo coletor.

6. Adicionou-se 500 uL do tampao AW1. Centrifugou-se 1 minuto a 8000
rpm. Descartou-se o tubo coletor e colocou-se o tubo de extragdo num novo

tubo coletor.
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7. Adicionou-se 500 uL do tampao AW2. Centrifugou-se 1 minuto a 8000
rpm. Descartou-se o tubo coletor e colocou-se o tubo de extragdo num novo
tubo coletor.

8. Centrifugou-se na velocidade maxima (13400 rpm) durante 1 minuto.
Descartou-se o tubo coletor e colocou-se o tubo de extracdo num novo tubo
coletor de microcentrifuga de 1,5 mL.

9. Adicionou-se 60 uL do tampao AVE e a temperatura ambiente incubou-se
durante 1 minuto. Centrifugou-se a 8000 rpm durante 1 minuto.

10. Recolheu-se o eluado com o RNA extraido e descartou-se a coluna de

extracao.

A extragdo automatica era realizada no aparelho EZI Advanced, que fornece
um procedimento totalmente automatizado para a purificacdo de 4cidos nucléicos. O
principio fundamenta-se na tecnologia de particulas magnéticas combinada com a
velocidade e eficiéncia da purificag¢do de 4cidos nucleicos (QIAGEN, 2010). Utilizou-
se entdo o kit EZI Virus Mini Kit v2.0 da QIAGEN® (Tabela 7 dos anexos, pagina
98). O procedimento de extracdo foi executado no aparelho EZI Advanced e procedeu-
se do seguinte modo (Figura 26 dos anexos pagina 100):

1. Transferiu-se 400 uL da amostra para o tubo coletor de 2 mL;

2. Inverteu-se os cartuchos de reagentes 3 vezes, para homogeneizar as
particulas magnéticas depositadas no fundo do cartucho e introduziu-se na
posi¢do 5 - Figura 16. Colocou-se um tubo de 1,5 ml na posi¢do 6 - Figura
16.;

3. Selecionou-se o programa: volume amostra = 400 uL e volume eluado =
60 uL

4. Introduziu-se no suporte de trabalho do equipamento os seguintes
componentes: tubos de eluado de 1,5 mL (posi¢do 1) os suportes
descartaveis de pontas contendo as pontas descartaveis com filtro (posicao
2); tubos de 1,5 mL com 60 uL da solugdo Proteinase - RNA carrier
preparados anteriormente (posi¢ao 3) e os tubos de 2 mL com 400 uL de

amostra (posi¢cdo 4) como mostra a Figura 16.
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Figura 16. Suporte de trabalho do EZI Advanced. 1. Tubos de Eluado (1,5 ml); 2.
Suportes e pontas com filtro descartaveis; 3. Tubo de 1,5 ml com RNA carrier — Tampao
AVE; 4. Tubos de 2 ml com amostra; 5. Cartucho de reagente; 6. Tubos de 1,5 ml no
bloco de aquecimento (QIAGEN, 2010).

8.4.4. Detecao dos acidos nucleicos

Para a realizacdo deste método, com base no protocolo do CDC, foram

utilizados dois kits comerciais, o AgPath-IDTM One-Step RT-PCR da Applied
Biosystems, (Tabela 8 dos anexos, pagina 99) e TagMan™ Influenza A (HIN1) Assay
Set (Tabela 9 dos anexos, pagina 101). O processo de dete¢do foi efetuado no
termociclador ABI prim 7300 da Applied Biosystems. O procedimento foi realizado do
seguinte modo:

1. Os reagentes: agua livre de nucleases, Mix de enzima, Tampao RT-PCR e
as sondas e primers (Tabela 8 dos anexos, pagina 100) foram colocados
num bloco refrigerado.

2. Identificou-se quatro tubos de microcentrifuga de 1,5 mL com: /nf4 (1);
swinfAd (2); swHI (3) e RNase P (4), para a preparagdo das respectivas
MasterMix (MM).
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3. Segundo a Tabela 10 dos anexo (pagina 102), pipetou-se para cada tubo de
MasterMix (1, 2, 3 e 4), os volumes correspondentes ao numero de reagao
a processar.

4. Centrifugou-se durante 5 segundos a 8000 rpm de modo a colocar todo o
contetdo no fundo do tubo. Colocou-se cada MasterMix no bloco
refrigerado.

5. Colocou-se a placa de 96 pogos numa microplaca refrigerada. Pipetou-se
20 uL da cada MasterMix (1, 2, 3 e 4) por colunas (identificadas por
nimeros na placa) e pipetou-se 5 uL do NTC, PC e amostras por fila
(identificadas por letras na placa) (Tabela 11 dos anexos, pagina 102). Para
o NTC foi utilizado agua livre de nucleases e para o PC foram utilizadas
amostras positivas para o virus A(HIN1)pdmO09.

6. Apds a pipetagem, a placa era selada com uma pelicula adesiva
transparente, para evitar a evaporacdao da solu¢do nos pogos e possiveis
contaminagoes.

7. Inseriu-se a microplaca no aparelho ABI prim 7300 Fast e selecionou-se o
programa Data HIN1 AgPath, previamente criado com os seguintes
parametros: transcri¢do reversa a 50°C durante 30 min; inibidor de ativagdo
da Taq a 95°C durante 2 min; amplificagdo PCR a 95°C durante 15 seg. e a
55°C durante 30 seg., por 45 ciclos.

8. Ao fim de aproximadamente 2 horas e 45 minutos os resultados eram
obtidos na forma de curvas (exemplo Figura 17). A leitura dos mesmos era
efetuada pelos técnicos de diagndstico e terapéutica que registavam nas
folhas de trabalho. Estas eram posteriormente entregues a médica
responsavel pela secdo de BM, que comunicava o resultado ao médico da

prescricao.

8.5. Analise estatistica dos resultados

Os dados provenientes dos formuléarios da Gripe OT-3 (preenchidos pelos

médicos) e das folhas de trabalho, ja4 com o registo dos resultados (preenchidos pelos
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TACSP) foram compilados no software Microsoft® Excel para Mac 2015 e utilizou-
se este software na construgdo de graficos e tabelas de frequéncia (n° de casos) e
percentagem (%). O tratamento dos dados deste estudo fundamentou-se na anélise
descritiva e retrospetiva, utilizando o software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versdo 24, na distribuicao dos casos.

Foram estudadas todas as amostras, mesmo as que ndo apresentavam registos
disponiveis consoante a varidvel em estudo. Esses casos foram registados como
“desconhecido”. Numa primeira parte verificou-se a prevaléncia das amostras
analisadas, consoante: a sintomatologia (com sintomas, sem sintomas e
desconhecido); o internamento (internamento, em observa¢do, ndo sujeito a
internamento e desconhecido); a distribuicdo geografica (RAM; Portugal Continental;
Europa, Africa e América; e desconhecido); a distribui¢do temporal (de abril a
dezembro de 2009); resultado do diagnoéstico por RT-qPCR para virus
A(HIN1)pdmO9 (negativo; positivo e desconhecido); género (feminino, masculino ou
desconhecido); gravidez; faixas etarias (0-9, 10-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59 e =60
anos); a morbilidade (morbilidade total e desconhecido); o tipo de morbilidade
(doengas pulmonares, renais, cardiovasculares, hepaticas, hematologicas, oncologicas,
imunodeprimidos, obesidade, ma nutricdo, HIV, doengas metabolicas e neurologicas);
a morbilidade dos doentes internados e por fim a mortalidade.

Na segunda fase do estudo, descreveu-se os casos com infe¢do pelo virus
A(HIN1)pdm09, tendo em conta: a sintomatologia, o internamento, a distribuicdo
geografica e temporal, género e gravidez, as faixas etdrias, a morbilidade, a
morbilidade dos doentes internados e a mortalidade.

Por ultimo, observou-se a frequéncia da mortalidade provocada pela infecao
viral, segundo: a distribuigdo geografica, sintomas, internamentos, distribui¢do
temporal, o género, gravidez, faixas etarias e morbilidade.

Em suma pretende-se com este estudo, conhecer o quadro epidemioldgico

provocado pelo virus da gripe A na RAM durante o ano 2009.

9. Resultados e interpretacao
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O diagnostico realizado na se¢do de Biologia Molecular, enquadrada no LPC

do HNM, compreende o periodo de abril a dezembro de 2009. Num total foram

analisadas 1687 amostras do trato respiratorio, de doentes com sindrome gripal, que

se deslocaram as unidades de saude da Madeira e Porto Santo.

Os resultados foram obtidos por RT-qPCR com base na emissdo de

fluorescéncia do fluorocromo FAM presente na sonda TagMan®, adquiridas ao longo

de 45 ciclos de reagdo. A leitura e interpretagdo das curvas de amplificagdo (exemplo

Figura 17) foram realizadas do seguinte modo:

Todas as amostras deveriam apresentar curva positiva na sonda RNase P,
pois visa o gene da RNase P humana e, portanto, serviam como um controle
interno positivo para o acido nucleico humano, ou seja, indicava que o
processo de colheita da amostra e extragdo do RNA foram bem-sucedidos;
Uma amostra era considerada positiva para o virus A(HIN1)pdm09, se as
quatro sondas: swinfA; InfA; swHI1 e RNase P, ostentassem uma curva
positiva.

Os resultados eram considerados negativos, quando eram apenas obtidas as

curvas da sonda RNase P.

No entanto era possivel fazerem-se outras duas interpreta¢des dos resultados,

mas que nao foram consideradas neste estudo:

Se as curvas das sondas InfA e RNase P fossem positivas, indicava
presenca do virus Influenza A sazonal;

Se as curvas fossem positivas para as sondas InfA, swinfA e RNase P,
revelava presenga de um virus Influenza A do tipo suino, todavia ndo

pertencente ao subtipo HINI.
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Figura 17. Resultados obtidos na detecéio do virus pandémico 2009 Influenza A (H1N1). Grafico superior
— resultado negativo para o virus A(HIN1)pdmO09. Grafico inferior — resultado positivo para o virus
A(HINT)pdm09. Os graficos mostram: no eixo do y o ARn e no eixo do x o niimero de ciclos da reacdo de
PCR. O grafico de cima representa um resultado negativo para o virus pandémico, apenas existe emissdo de
fluorescéncia na sonda RNAseP. O grafico de baixo representa um resultado positivo para o virus pandémico,
detetou-se emissdo de fluorescéncia para as 4 sondas (swInfA, InfA, swH1 e RNAseP). A azul, swinfA —
sonda do virus Influenza A suino. A amarelo, InfA — sonda do virus Influenza A. A vermelho, swH1 — sonda

do virus Influenza H1 suino. A verde, RNAseP — sonda do gene RNAse P humano.
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9.1. Estudo da prevaléncia das amostras analisadas

No periodo que compreende este estudo, foram analisadas 1687 amostras
biologicas de individuos com suspeita de infe¢ao pelo virus pandémico 2009 Influenza
A (HIN1). Dos registos verificou-se, que 985 (58,4%) dos individuos que recorriam a
um servigo de urgéncia da RAM, referia sintomatologia; 2 (0,1%) ndo apresentavam
sintomas e 700 (41,5%) dos individuos ndo possuiam registo de sintomas. Apurou-se
que 189 (11,2%) casos correspondiam a individuos internados; 36 (2,1%) dos
individuos ficaram sob observacao; 54 (3,2%) ndo foram sujeitos a internamento e
1408 (83,5%) dos registos ndo continham informacao relativamente a este parametro
(Tabela 2).

A distribui¢do geografica, relativamente ao pais de residéncia da populagado
analisada compreende: 1233 (73,1%) individuos residentes na RAM; 55 (3,3%) casos
referem-se a residentes num destes paises Europa, Africa e Améria; 8 (0,5%)
individuos estudados residem em Portugal Continental e 391 (23,1%) ndo
mencionavam registos do pais de residéncia (Tabela 2). As amostras deste estudo
foram analisadas ao longo de 9 meses (de abril a dezembro de 2009), tendo sido
atingido os picos nos meses de novembro e dezembro, com 607 (36%) e 780 (46,2%)
respetivamente (Figura 18).

Os resultados obtidos no diagnéstico do virus A(HIN1)pdm09 foram os
seguintes: 920 (54,5%) amostras com resultado negativo, 691 (41,0%) amostras com
resultado positivo e 76 (4,5%) amostras com resultado “desconhecido”, (ou seja, este
resultado ndo se fazia constar nos registos do laboratorio) (Tabela 2). Relativamente a
distribuicdo por género dos individuos analisados: 871 (51,6%) eram individuos do
sexo feminino, 809 (48,0%) eram individuos do sexo masculino e 7 (0,4%) amostras
ndo comportavam registo sobre a género. Verificou-se também que dos individuos do
sexo feminino, 71 (8,2%) mulheres estavam gravidas (Tabela 2).

A populagdo em estudo foi estratifica por faixas etarias dos: 0-9 anos, 538
(31,9%) casos; 10-19 anos, 283 (16,8%) amostras; 20-29 anos, 215 (12,7%)
individuos; 30-39 anos, 225 (13,3%) casos; 40-49 anos, 137 (8,1%) individuos; 50-59
anos, 98 (5,8%) casos e =60 anos, 106 (6,3%) amostras. Em 85 (5,0%) dos casos nao

foi possivel obter informagao da idade (Figura 19).
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Para o parametro “morbilidade” foram registados 198 (11,7%) individuos, que
apresentavam as seguintes patologias: doencas pulmonares 134 (7,9%); doencas
cardiovasculares 12 (0,7%); doencas renais 9 (0,5%); doenga oncoldgica, doenga
metabolica e imunodepressao 7 (0,4%) individuos respetivamente; doenca hepatica,
HIV e doenga neurologica com 5 (0,3%) individuos cada uma; a obesidade atinge 3
(0,2%) dos individuos e por fim as doengas hematoldgicas e uma ma nutricdo foi
registada em 2 (0,1%) individuos. Os restantes 1489 (88,3%) casos ndo apresentavam
registos ou ndo tinham morbilidade. Pela morbilidade ser um fator considerado de
risco, verificou-se que 115 (6,8%) dos individuos estavam ou foram internados, dos
quais: 98 (85,2%) individuos tinham doengas pulmonares; 8 (7,0%) individuos com
doencas cardiacas; 3 (2,6%) doentes com patologias renais; 2 (1,7%) doentes
oncoldgicos e outros 2 (1,7%) com doenca hepatica; 1 (0,9%) individuo com HIV e 1
(0,9%) doente com patologia metabolica (Tabela 2). Registou-se 12 (0,7%) obitos nos

9 meses decorrentes do estudo (Tabela 2)

Distribuicao Temporal
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Figura 18. Grafico da distribuigao, em frequéncia, do niimero total de casos estudado em 2009 por més.
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Distribuicao das Faixas Etarias
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Figura 19. Grafico da distribui¢do, em frequéncia, do numero total de casos estudado em 2009 por faixa

etaria.
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Tabela 2. Distribuigdo, em frequéncia e percentagem, dos casos estudados consoante: Sintomatologia;
Internamento; Distribuicdo Geografica; Resultado do diagnéstico de A(HIN1)pdm09; Género;

Gravidez; Morbilidade; Internamento com Morbilidades e Mortalidade.

Distribuiciao dos Casos Estudados.
Total: 1687

Caracteristica N° de Casos %
Desconhecido 700 41,5
Sintomatologia Com Sintomas 985 58.4
Sem Sintomas 2 0,1
Desconhecido 1408 83,5
Internamento Internamento 189 11,2
Em Observagao 36 2,1

Nao Sujeito a Internamento 54 3,2

Desconhecido 391 23,1

Distribuicao RAM 1233 73,1
Geografica Europa, Africa e América 55 3.3
Portugal Continental 8 0,5

Desconhecido 76 5,4
A(HIN1)pdm09 Negativo 920 54,5
Positivo 691 41,0

Desconhecido 7 0.4
Género Masc.:u'lino 809 48,0
Feminino 871 51,6
Gravidas 71 8,2

Desconhecido 1489 88,3
Morbilidade total 198 11,7

D. Pulmonar 134 7,9

D. Cardiovasculares 12 0,7

D. Renais 9 0,5

D. Oncoldgicas 7 0,4

- D. Metabdlicas 7 0,4
Morbilidade Imunodeprimidos 7 0,4
D. Hepaticas 5 0,3

HIV 5 0,3

D. Neurologicas 5 0,3

Obesidade 3 0,2

D. Hematoldgica 2 0,1

Ma Nutri¢ao 2 0,1

Desconhecido 74 4.4

Morbilidade de Internados 115 6,8
D. Pulmonar 98 85,2

D. Cardiovasculares 8 7,0

Internamento .

com Morbilidade D. Renais . 3 2,6
D. Oncoldgicas 2 1,7

D. Hepaticas 2 1,7

HIV 1 0,9

D. Metabdlicas 1 0,9

. Nao 1675 99,3
Mortalidade Sim 12 0.7
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9.2. Distribuicao dos casos por infecao do virus pandémico 2009

Influenza A (HIN1)

A infe¢do causada pelo virus A(HIN1)pdm09, foi diagnosticada em 691
individuos, como referido anteriormente. A partir destes, constatou-se os seguintes
dados: 383 (55,4%) dos individuos apresentavam sintomatologia; 308 (44,6%)
individuos ndo apresentavam registos referentes a presenga ou auséncia de sintomas
gripais. Tendo em conta a variavel “internamento”, foram detetados com infecao os
seguintes casos: 73 (10,6%) doentes internados; 4 (0,6%) doentes infetados que
ficaram sobre observagao e 8 (1,2%) doentes em ambulatorio. Para a maior parte dos
individuos infetados, 606 (87,7%), ndo foi possivel aferir este pardmetro (Tabela 3).

A distribuicdo geografica dos individuos infetados, segundo a residéncia,
ocorreu do seguinte modo: 544 (78,7%) casos na RAM; 12 (1,7%) casos na Europa,
Africa e América; 2 (0,3%) dos casos em Portugal Continental e 133 (19,2%) casos de
residéncia “desconhecida”. Em relacdo a distribuicdo temporal, observou-se que os
meses com maior nimero de casos de individuos afetados pelo virus A(HIN1)pdm09
foram novembro e dezembro com 247 (35,7%) e 388 (56,2%) respetivamente (Figura
20).

No sexo feminino, verificou-se que 347 (50,2%) das mulheres analisadas
estavam infetadas pelo virus da gripe, das quais 37 (10,7%) estavam gravidas. No sexo

masculino registaram-se 344 (49,8%) resultados positivos (Tabela 3).

77



Distribuicio Temporal
450
400
350
300

388

250 247
200
150
100
50

0 9
Abil Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro

Figura 20. Grafico da distribuicdo, em frequéncia, do niimero de casos de infe¢do pelo virus

A(HIN1)pdmO9 consoantes os meses do estudo.

O Figura 21 ilustra a distribuicdo dos casos positivos consoante a faixa etaria.
Podemos apurar que: 223 (32.3%) casos sdo referentes a faixa etaria dos 0-9 anos; 151
(21,8%) amostras de individuos entre 0-19 anos; 89 (12,9%) casos detetados na faixa
etaria dos 20-29 anos; 91 (13,2%) diagnésticos de individuos com idade
compreendidas entre os 30-39 anos; 51 (7,4%) casos na faixa etaria dos 40-49 anos;
30 (4,3%) casos s@o de individuos com idades entre os 50-59 anos e 24 (3,5%) casos

de individuos infetados pelo virus tinham idades =60 anos.
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Figura 21. Grafico representativo da distribui¢do, em frequéncia, do numero de casos de infecdo pelo

virus A(HIN1)pdmO9 consoantes as faixas etarias.

A infegdo pelo virus A(HIN1)pdmO9 foi observada em 86 (12,4%) individuos
com morbilidades, destes: 62 (72,1%) apresentavam doengas pulmonares; 4 (4,6%)
foram doentes cardiovasculares; 3 (3,5%) com doenca oncologica, 3 (3,5%)
imunodeprimidos e 3 (3,5%) doentes com patologias metabolicas; 2 (2,3%) individuos
com doenca hepdtica; 2 (2,3%) com doengas hematoldgicas (todos os doentes
infetados); 2 (2,3%) com obesidade e 2 (2,3%) portadores de HIV; 1 (1,2%) doente
renal; 1 (1,2%) com mé nutri¢do e ainda 1 (1,2%) com doenca neuroldégica. Observou-
se que 43 individuos com morbilidade encontravam-se em internamento. As doencas
pulmonares com 39 (90,7%) casos; doencas cardiacas 2 (4,7%) casos e as doengas
hepéticas e metabdlicas, ambas com 1 (2,3%) caso (Tabela 3). Verificou-se que 605
(87,6%) dos doentes infetados ndo possuiam registo de morbilidade ou ndo tinham

patologias de risco. A mortalidade ocorreu em 10 (1,4%) individuos (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribui¢do, em frequéncia e percentagem, dos casos positivos para a infegdo pelo virus
A(HIN1)pdmO9 consoante: Sintomatologia; Internamento; Distribui¢ao geografica; Género; Gravidez;

Morbilidade; Internamento com Morbilidade e Mortalidade.

Distribuicio dos casos infetados pelo virus A(HIN1)pdm09
Total: 691 amostras

Caracteristica N° de Casos %
Desconhecido 308 44,6
Sintomatologia Com Sintomas 383 55.4
Sem Sintomas 0 0,0
Desconhecido 606 87,7
Internamento Internamento 73 10,6
Em Observagao 4 0,6
Nao Sujeito a Internamento 8 1,2
Desconhecido 133 19,2
Distribuicao RAM 544 78,7
Geografica Europa, Africa e América 12 1,7
Portugal Continental 2 0,3
Desconhecido 0 0,0
, Masculino 344 49,8
Género Feminino 347 50,2
Gravida 37 10,7
Desconhecido 605 87,6
Morbilidade total 86 12,4
D. Pulmonar 62 72,1
D. Cardiovasculares 4 4,6
D. Oncoldégicas 3 3,5
D. Metabdlicas 3 3,5
. Imunodeprimidos 3 3,5
Morbilidade D. Hepaticas 2 2,3
D. Hematoldgica 2 2,3
Obesidade 2 2,3
HIV 2 2,3
D. Renais 1 1,2
D. Neurologicas 1 1,2
M3 Nutri¢ao 1 1,2
Desconhecido 30
Morbilidade de Internados 43
Internamento com D. Pulmonares 39 90,7
Morbilidade D. Cardiacas 2 4,7
D. Hepaticas 1 2,3
D. Metabdlicas 1 2,3
Mortalidade 10 1,4
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9.3. Distribuicao dos casos de mortalidade por infecdo pelo virus

pandémico 2009 Influenza A (HIN1)

Os 10 casos de mortalidade causados pela infecdo do virus pandémico 2009
Influenza A (HIN1), ocorreram na populagao residente na RAM, todos os individuos
apresentaram sintomas e encontravam-se em internamento (Tabela 4). Em novembro
ocorreram 2 (20,0%) mortes, e em dezembro, 8 (80,0%) mortes (Tabela 4). A
frequéncia de mortalidade encontrada consoante o género foi igual nos dois sexos, ou
seja, 5 (50,0%) mortes ocorreram no sexo feminino (das quais 1 (20,0%) estava
gravida) e 5 (50,0%) 6bitos no sexo masculino. (Tabela 4).

Constatou-se que 7 (70,0%) dos individuos que morreram por infe¢do do virus,
tinham morbilidade associada, assim: 4 (57,1%) apresentavam patologias pulmonares;
2 (28,6%) doengas cardiovasculares e 1 (14,3%) doenga metabolica. Os restantes 3
(30,0%) casos apresentavam morbilidade “desconhecida” (Tabela 4).

As faixas etdrias onde se ocorreram os Obitos por infecdo pelo virus
A(HIN1)pdm09, sdo descritas por ordem crescente: 1 (10,0%) morte em cada umas
das seguintes faixas etérias: 20-29, 40-49 e =60 anos; 2 (20,0%) mortes em individuos

com 50-59 anos e 5 (50,0%) mortes nos individuos entre os 30-39 anos (Figura 22).
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Tabela 4. Distribui¢@o, em frequéncia e percentagem, da mortalidade resultado da infecdo pelo virus

A(HIN1)pdmO9 consoante: Género, Gravidez; Més e Morbilidade.

Distribuicdo da mortalidade causada por infecio pelo virus A(HIN1)pdm09.
Total de 10 mortes
Caracteristica N° de Casos %
Distribuicao
Geografica RAM 10 100
Sintomas 10 100
Internamento 10 100
Masculino 5 50
Género Feminino 5 50
Gravidas 1 20
Més Novembro 2 20
Dezembro 8 80
Desconhecido 3 30
Morbilidade total 7 70
e D. Pulmonar 4 57,1
Morbilidade D. Cardiovasculares 2 28,6
D. Metabdlicas 1 14,3
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Figura 22. Grafico representativo da distribuicdo, em frequéncia, da mortalidade provocada pela

infecdo do virus A(HIN1)pdmO9 consoante as faixas etarias.
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10. Discussao

O método de diagndstico RT-qPCR, eleito para a pesquisa do virus
A(HIN1)pdmO09, revelou ser sensivel e eficaz, permitindo fornecer os resultados aos
clinicos em tempo util para tomada de decisdes clinicas. Por outro lado, este estudo
apresentou como principal dificuldade, o uso exclusivo dos registos manuscritos
(formulario Gripe OT-3 e folhas de trabalho), onde muitas das informagdes
encontravam-se incompletas. Embora, nos resultados estejam incluidos os casos

“desconhecidos”, estes ndo serdo discutidos.

Para um estudo epidemioldgico mais completo, haveria necessidade de
complementacdo com outras fontes, por exemplo, com os dados epidemioldgicos do
laboratorio de referéncia, para a pesquisa do virus da gripe, do Instituto Nacional de
Satde Dr. Ricardo Jorge (INSA). Este instituto analisou em simultineo as amostras
estudadas no LPC do HNM. Os dados estatisticos analisados pelo INSA foram
fornecidos, no entanto a sua interpretacdo ndo os acompanhava, por este motivo, nao
foi possivel completar as informacdes “desconhecidas” deste trabalho. Mesmo assim,
o uso exclusivo dos registos do LPC, permanecem como importante fonte de
informagdo permitindo rever em “niimeros”, o que ocorreu na RAM, com a circulagao

do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1).

A utilizacdo dos dados para realizag@o deste projeto, no periodo compreendido
entre abril a dezembro de 2009, teve a autorizagao da Diretora do Laboratorio de

Patoldgica Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonga, Dra. Graga Andrade.

10.1. Sintomatologia, Morbilidades e Internamentos

Os sintomas mais comuns mencionados na infe¢do pelo virus A(HIN1)pdmO9,
incluiram tosse, febre, dor de garganta, dores musculares, mal-estar e dor de cabeca.

Alguns pacientes apresentaram sintomas gastrointestinais (nduseas, vomitos € / ou
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diarreia) (World Health Organization, 2009b). Estudos realizados nos EUA, Reino
Unido e Japao relataram também a presenca de sintomas clinicos associados a infe¢@o
por virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1) (Mpolya et al., 2009). Através deste
estudo, conseguiu-se apurar que mais de metade, 985 (58,4%) (Tabela 2), dos
individuos que recorreram a uma unidade de saide da RAM, com suspeita de infegao
pelo virus, apresentavam pelo menos um dos sintomas descritos anteriormente. No

entanto, somente em 383 (55,4%) individuos confirmou-se a presenca do virus (Tabela
3).

As informagdes clinicas obtidas, mostraram ainda que 189 (11,2%) individuos
foram ou encontravam-se internados (Tabela 2), do quais 73 (10,6%) estavam
infetados (Tabela 3); 54 (3,2%) individuos aguardavam o resultado em ambulatorio
(Tabela 2), dos quais 8 (1,2%) estavam infetados (Tabela 3). Apenas 36 (2,1%) dos
individuos ficaram sob observagao (Tabela 2) até decisao clinica consoante o resultado

do diagndstico, que se mostrou positivo em 4 (0,6%) individuos (Tabela 3).

A novembro de 2009 a OMS refere que os fatores de riscos associados ao virus
A(HIN1)pdmO09, foram considerados semelhantes aos fatores de risco identificados
em complicagdes no virus /nfluenza sazonal e que em média cerca de 1/2 dos pacientes
internados tiveram pelo menos uma ou mais condi¢des médicas subjacentes (World
Health Organization, 2009b). Assim, a morbilidade constitui um fator de risco para
complicacdes e formas graves da doenca. Segundo esta premissa o presente estudo
verificou que, 115 dos individuos internados apresentavam morbilidades, destes: 98
(85,2%) individuos apresentavam doengas pulmonares (por exemplo, asma e DPOC);
8 (7,0%) individuos com doenga cardiaca (como, insuficiéncia cardiaca congestiva); 3
(2,6%) com doengas renais (por exemplo, insuficiéncia renal e transplantes renais); 2
(1,7%) individuos com doenga hepatica, outros 2 (1,7%) com doenga oncologica; 1
(0,9%) individuo com HIV e 1 (0,9%) com doenca metabolica (como, diabetes)
(Tabela 2). A infecdo pelo virus A(HIN1)pdm09, foi confirmada em 43 (6,2%)
individuos internados com morbilidades, distribuindo-se do seguinte modo: patologias
pulmonares 39 (90,7%) casos, dos quais; patologias cardiacas 2 (4,7%) casos;
patologia hepatica 1 (2,3%) caso e 1 (2,3%) casos com patologia metabodlica (Tabela
3).
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10.2. Género

O género parece ter impacto na vulnerabilidade das pessoas a gripe, bem como
no curso e resultado da infecdo. Assim, o impacto do género no resultado da infecdo ¢
influenciado por uma série de fatores globais, sociais e biologicos (World Health
Organization, 2010b). Segundo relatorios de observacao publicados de pacientes com
infecdo confirmada pelo virus A(HIN1)pdm09 em todo o mundo, as taxas de
incidéncia e mortalidade apds a infecdo parecem diferir entre mulheres e homens. O
resultado da infecdo com A(HIN1)pdm09 ¢ geralmente pior para as mulheres (Klein,
Passaretti, Anker, Olukoya, & Pekosz, 2010).

As avaliacgoes das diferencas entre mulheres ¢ homens nas incidéncias relatadas
de infe¢do podem ser influenciadas por dois fatores: (1) muitos paises ndo separam os
dados por género e idade, o que pode dissimular as diferengas sexuais entre os grupos
etarios que sdo mais suscetiveis de serem expostos - criangas e jovens adultos; e (2) as
profundas diferengas nos comportamentos de recorrer a um posto de satde entre as
mulheres e os homens (Klein et al., 2010). Este segundo fator foi verificado no
presente estudo. Assim, no ano 2009 na RAM, 871 (51,6%) mulheres recorreram a um
servico de salide, com suspeita de infe¢do causada pelo virus pandémico 2009
Influenza A (HIN1), enquanto que 809 (48,0%) foram homens. Os 7 (0,4%) casos
onde o sexo ¢ “desconhecido” ndo seriam suficientes para inverter esta tendéncia
(Tabela 2). Por outro lado, o estudo de Duque et al., realizado no nosso pais, verificou
que a maior parte dos doentes analisados (56%) eram do sexo masculino.

A frequéncia de infe¢do provocada pelo virus A(HIN1)pdmO09 foi confirmada
em 347 (50,2%) das mulheres e em 344 (49,8%) dos homens (Tabela 3). Em contraste,
trés estudos mostraram que a frequéncia de casos positivos para o virus
A(HIN1)pdmO9 foi maior em individuos do sexo masculino. Entdo, segundo o estudo
de Klein et al., na Asia, a maioria dos casos relatados pelo virus A(HIN1)pdm09
ocorreram no sexo masculino (57,1%); no estudo de Duque et al., a frequéncia de casos
positivos para o sexo masculino foi de 149 (58,4%), em ralacdo aos 106 (41,6%) casos
do sexo feminino. Por Ultimo, o estudo de Ribeiro & Gagliani mostrou que, dos 284
casos confirmados de infe¢do pelo virus A(HIN1)pdm09, de abril a junho em Sao

Paulo - Brasil, 149 (52,5%) referem-se ao sexo masculino e 135 (47,5%) ao sexo
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feminino. Mais uma vez estes resultados ndo vao de encontro aos dados aqui

apresentados.

10.3. Sexo Feminino e Gestacao

Gloéria Martins et al., refere que os efeitos da gravidez na evolugdo/
progndstico da infegdo pelo virus Influenza foram ja notados em pandemias anteriores,
levando a um aumento da mortalidade neste grupo quando comparado com a restante
populacdo. Os autores sugerem ainda que as gravidas tém um risco aumentado de
complicacdes provocadas por este virus, uma vez que durante a gestagdo ocorrem
alteracdes no organismo materno, como por exemplo: alteragdes no sistema imunitério
para acomodar o feto em desenvolvimento, diminuindo assim a capacidade de combate
as infecdes; o aumento do uUtero ao provocar pressdo no diafragma, leva a uma
diminui¢ao do volume pulmonar, provocando edema e congestao local que contribuem
para o desenvolvimento de pneumonia e do Sindrome da Angustia Respiratdria Aguda.

No presente estudo, a infe¢do pelo virus da gripe ocorreu em 37 (10,7%)
mulheres gravidas (Tabela 3) , levando a morte uma (2,7%) mulher gravida (Tabela
4).

Na publicacdo de Gloria Martins et al., os autores fazem referéncia a um outro
estudo (de Jamieson et al ) que “descreveram 34 pacientes, das quais 1 evoluiu para
Obito”, esta propor¢do ¢ semelhante ao presente estudo. Por outro lado, quando
comparado o presente estudo com o de Gloria Martins et al., onde os 10 casos de
gestantes infetadas, 2 (20,0%) evoluiram para Obito; a proporcao € superior neste
ultimo. Segundo Klein et al., a grande maioria das mulheres infetadas, em idades
reprodutivas, ndo estavam gravidas, sugerindo que fatores adicionais contribuem para
o aumento da incidéncia de infe¢do. Um dos fatores adicionais que poderiam contribuir
para o aumento da frequéncia de infecdo, era por exemplo a morbilidade. Neste estudo
conseguiu-se obter informa¢do que 38 (11,0%) mulheres infetadas tinham
morbilidade, das 347 mulheres infetadas. Verificou-se que as doengas pulmonares
apresentavam maior frequéncia de casos (30; 8,6%) (Tabela 12 dos anexos, pagina

103).
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10.4. Faixas Etarias

A Figura 23, mostra o numero de casos estudados (linha azul) e os niumero de
casos confirmados de infe¢do pelo virus A(HIN1)pdmO09 (linha laranja) consoante as
faixas etarias. Podemos observar que os nimeros de casos estudados, assim como o0s
nimeros de casos infetados pelo virus, decrescem com a idade. Encontrdmos uma
excecao dos individuos entre os 30-39 anos, onde o nimero de casos estudados (225;
13,3%) e o numero de casos infetados (91; 13,2%) aumenta ligeiramente em relagdo a
faixa etaria dos 20-29 anos (n° de casos estudados: 215; 12,7% e n° de casos infetados:
89; 12,9%). Uma outra excecao compreende a faixa etaria dos idosos (= 60 anos), onde
o nimero de casos analisados, 106 (6,3%) aumenta ligeiramente em relagdo a faixa
etaria dos 50-59 anos, com 98 (5,8%) de casos estudados. Em contrapartida, o nimero
de idosos infetados (24; 3,5%) ¢ inferior aos individuos infetados com idades
compreendidas entre 50-59 anos (30; 4,3%). Este aspeto dos idosos serem a populacao
com menor frequéncia de infecdo pode pressupor que, provavelmente exista uma pré-
imunidade resultante da exposi¢@o a virus /nfluenza que circulavam anteriormente e
supde-se também ainda o fato da populagdo idosa anualmente ser vacinada para o virus
Influenza, possa ajudar a criar essa imunidade cruzada (Ronaldo Silveira de Paiva,
2012). O reduzido nimero de idosos afetados pelo virus da gripe A, foi demostrado
em estudos serologicos que verificaram a imunidade pré-existente, ou seja, formagao
de anticorpos para o subtipo do virus HINI que circularam anteriormente a 1950 e
que interagiam de forma cruzada com o virus A(HIN1)pdm09, resultando numa
protecdo, ainda que limitada, contra a infe¢do provocada por este virus pandémico
(Jhung et al., 2011; Klein et al., 2010). A maioria dos casos de doenca grave e
mortalidade provocada pelo virus Influenza A sazonal ocorre na populagdo idosa com
idades >65 anos. Em contraste, a infe¢do provocada pelo virus A(HIN1)pdm09 nao
foi associada a um grande numero de infe¢des nesta faixa etaria, mas tem as maiores
taxas de incidéncia em individuos com idades entre 0 e os 40 anos (Klein et al., 2010).
Neste estudo, a grande concentragdo de individuos estudados e infetados encontra-se
nas idades entre os 0 e os 49 anos. Estes dados s@o assim sugestivos de um fator
importante que favorece uma maior frequéncia de infegdo pelo virus A(HIN1)pdm09

entre as faixas etdrias mais “ativas”. Eventualmente podera ser atribuido a maior das
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atividades profissionais e sociais (viagens e deslocagdes do dia a dia) (Khdary, Alalem,
Turkistan, & Alghamdi, 2014), contribuindo também a inexisténcia de imunidade na

populagao mais jovem.

Faixas Etarias
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Figura 23 Grafico representativo da distribui¢do do niimero de casos estudados (linha azul) e dos casos
confirmados como positivos para o virus A(HIN1)pdmO09 (linha laranja) consoante as faixas etarias, no

ano de 2009.
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10.5. Distribuicdo Temporal e Distribuicdo Geografica

O ntmero e a intensidade das ondas de pandemia provocadas pelo virus
A(HIN1)pdmO9 variam substancialmente conforme as regides geograficas. No
Meéxico, EUA e no Reino Unido verificou-se uma onda pandémica na primavera de
2009, seguido de uma ou mais ondas durante o verdo e outono de 2009. Vérios paises,
particularmente no hemisfério sul, s6 relataram uma inica onda de pandemia em 2009,
incluindo Chile, Argentina, Australia e Nova Zelandia. Outros paises da Europa
também passaram por uma unica onda principal no outono de 2009 (Chowell et al.,
2011). No entanto, Amato-Gauci et al., descreve que ap6s a dete¢ao dos casos iniciais
importados da América do Norte para a Europa, houve uma onda de transmissao na
primavera e no verdo na Europa, que afetou a maioria dos paises.

Na RAM, embora ndo exista o registo do primeiro caso, que ocorreu em abril
de 2009, sobre a proveniéncia da crianca e do resultado do diagndstico, sugere-se que
este tenha sido importado ou tenha resultado de um contacto com possiveis individuos
infetados. Em junho, relatou-se o segundo caso importado na regido, por via maritima
ou aérea. Este ¢ referente a um cidaddo americano com suspeita por infe¢ao pelo virus
pandémico 2009 Influenza A(HIN1), embora o resultado da dete¢do do virus fosse
“desconhecido” (Figura 24 e Tabela 13 dos anexos, pagina 104).

A primeira onda de transmissdo do virus ocorre em pleno verdo com 115
(6,8%) casos registados no més de agosto (Figura 18), dos quais 65 (56,5%) recaem
na populacdo residente na RAM; 26 (22,6%) na populagdo que visita esta ilha
originaria do continente Europeu, Africano ou Americano e 2 (1,7%) visitantes
residentes em Portugal Continental. Neste més, a frequéncia de infe¢ao foi observada
em 13 (20,0%) individuos residentes na RAM e 4 (15,4%) individuos que visitavam a

ilha. (Tabela 13 dos anexos, pagina 104).

A Figura 24 mostra que ao longo dos meses a frequéncia de casos estudados,
1233 de residentes na RAM, tende a aumentar, assim como os casos de infe¢ao pelo
virus, atingindo o seu pico no més de dezembro com 615 (49,9%) casos estudados e
324 (52,7%) casos de infecdo. O més de novembro € o segundo més com maior nimero
de casos estudados e de infecao registados, 447 (36,2%) e 188 (42,1%) respetivamente

(Tabela 13 dos anexos, pagina 104). Segundo Amato-Gauci et al., verificaram que a
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transmiss@o aumentou no inicio do outono / inverno, como consequéncia da reabertura
das escolas. Neste trabalho constatou-se que essa premissa seria também valida, mas
s6 foi verificado ja no final do outono, somando a reabertura das escolas o regresso ao
trabalho, da maioria da populagdo residente na RAM, o que provoca um maior
aglomeramento desta nos seus postos de trabalho/ escolas, facilitando a transmissao
do virus. Os meses de setembro e outubro mostraram ser uma exceg¢ao a esta tendéncia
de aumento de casos estudados na populacdo residente e ao estudo acima referido.
Assim, o més de setembro apresentou 47 (3,8%) casos estudados e 7 (14,9%) casos de
infecdo enquanto que o més de outubro possuia 38 (3,1%) casos estudados e 5 (13,2%)
casos de infe¢do (Tabela 13 dos anexos, pagina 104). Duas hipdteses podem ser
sugeridas: (i) a deslocagdo da populagdo ativa para fora da regido, por motivos de
trabalho, estudo ou mesmo férias e (ii) a circulagdo de individuos em espagos abertos.

A Figura 24 indica também que, o0 més de agosto foi 0 més com maior niimero
de casos estudados referentes a populacao visitante (26; 47,3%). Esta caracteristica
pode ser uma consequéncia do nimero de dormidas de turismo na RAM, ser superior
no més de agosto em relacdo aos outros meses do ano (Figura 25). No entanto, julho
mostrou ser o més como maior nimero de casos de infe¢do na populacdo estrageira
(5; 45,4%) e relacdo ao més de agosto (4; 15,4%). Esta carateristica observada, pode
supor que os primeiros visitantes da regido fossem individuos provenientes das
mesmas dareas geograficas, onde a frequéncia da infe¢do causada pelo virus

A(HIN1)pdmO09 estaria j& largamente disseminado (Tabela 13 dos anexos, 104).
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Distribuicao Temporal e Distribuicao Geografica
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Figura 24. Grafico representativo da distribuig¢do, em frequéncia, dos casos estudados aos longo dos

meses, consoante a distribui¢do geografica.
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Figura 25. Grafico representativo da distribui¢do do turismo, tendo em conta o nimero de dormidas

segundo os meses do ano. Fonte: (Direc¢do Regional do Turismo, 2010).
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10.6. Mortalidade por infecao do virus pandémico 2009 Influenza

A (HINI)

A frequéncia de mortalidade provocada por infe¢ao pelo virus A(HIN1)pdm09
(Tabela 4) ocorreu nos meses de novembro e dezembro, 2 (20,0%) e 8 (80,0%) 6bitos
respetivamente, sendo todos os casos registados na populagdo residente na RAM. A
mortalidade foi sentida de igual modo em ambos os sexo, com idades = 20 anos (Figura
22). Em Portugal a idade minima de mortalidade foi aos 5 meses e a maxima aos 88
anos, embora a maior percentagem (46,8%) de Obitos fosse sentida na faixa etdria entre
0s 45 a 64 anos. Com 35,5% em idades entre os 15 a 44 anos e apenas com 12,9% (16
caos) em individuos com idades >65 anos (Froes, Diniz, Falcao, Nunes, & Catarino,

2010).

Klein et al., verificou que no Brasil e no Peru os casos de letalidade também
foram iguais entre mulheres e homens. Enquanto no Canada o niimero de 6bitos em
mulheres foi maior do que nos homens, contrariamente na Australia a mortalidade foi
mais sentida nos homens (58%). Em Portugal, no periodo compreendido entre abril de
2009 a margo de 2010, observou-se uma incidéncia de 74 mortes no sexo masculino e
de 50 mortes no sexo feminino (Froes et al., 2010). Apesar do estudo de Froes et al.,

incidir num maior periodo, contradiz a tendéncia verificada no presente estudo.

A morbilidade associada a infe¢do pelo virus A(HINI)pdmO09, torna os
individuos suscetiveis a complicagdes graves podendo levar a morte. Num estudo
publicado em Portugal, que ocorreu de abril de 2009 a agosto de 2010, os autores
verificaram que as mortes associadas a infe¢do por A(HIN1)pdm09 de acordo com
fatores de risco, eram mais comuns em doentes com patologias pulmonares e cardiacas
(Froes, Diniz, Falcao, Nunes, & Catarino, 2014). Verificando-se o mesmo no presente
estudo (embora o periodo de andlise seja mais curto e os dados mais escassos), no qual
7 (70%) dos individuos que faleceram: 4 (57,1%) apresentava doenca pulmonar; 2
(28,6%) possuia doenca cardiaca e 1 (14,3%) era um doente portador de doenca

metabolica (Tabela 4).
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11. Conclusao

Obter conclusdes de um estudo baseado em dados numéricos retrospetivos,
onde a falta de informacao torna-se constante, revelou-se uma tarefa arriscada e fragil

na avaliacdo dos resultados obtidos. Contudo, ¢ possivel retirar algumas conclusdes:

O virus Influenza, mostra ser o virus com a maior capacidade de disseminacdo
global, causando doengas infeciosas leves a graves a qualquer ser humano, nao
distinguindo o sexo, faixa etdria ou classe social. A sua capacidade de variabilidade
genética, provocada por mutacdes pontuais ou reassortment de genes, traz-lhes
vantagens sobre os hospedeiros, habilitando-os a voltar a infetar os hospedeiros que
anteriormente desenvolveram imunidade. Por parte das entidades responsaveis pela
vigilancia epidemiologica, torna-se quase impossivel prever qual serd a proxima
mudanca genética capaz de provocar uma nova pandemia. Resta-lhes entdo, trabalhar
no sentido de atenuar os efeitos do virus sobre as populacdes, através de medidas,
como por exemplo: a divulgacdo de praticas que levam a uma contencdo eficaz dos
casos de infe¢do entre a populagdo geral e sobretudo nos profissionais de satide; bem

como o desenvolvimento de novos farmacos e vacinas mais eficazes.

O tempo de resposta ao diagnostico de infecdo foi relevante, pois permitiu por
parte dos clinicos a tomada de decisdes mais apropriadas, seja na terapéutica a efetuar
como no isolamento dos doentes (evitando a transmissdo do virus). Assim o método
de diagnostico eleito pela OMS, RT-qPCR, para identificagdo da infecdo por virus
pandémico 2009 Influenza A (HIN1), mostrou ser eficaz, permitindo dar uma resposta

fidedigna aos clinicos em menos de 12 horas.

Embora o género possa ter impacto na vulnerabilidade dos individuos a uma
série de doengas infeciosas, o impacto do sexo na exposi¢do, suscetibilidade e
respostas imunes a infe¢des agudas, ainda ndo foi explorado de forma abrangente
(World Health Organization, 2010b). Observa-se no presente estudo, que a frequéncia
de infecdo no sexo feminino (347; 50,2%) em relagdo ao sexo masculino (344; 49,8%)

ndo ¢ significativa. No entanto, as taxas de incidéncia, gravidade e letalidade apos a
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infecdo pelo virus Influenza podem diferir entre homens e mulheres, mas geralmente

sdo dependentes da idade (World Health Organization, 2010b).

Enquanto que o virus Influenza sazonal, infeta preferencialmente a populagao
idosa, o virus Influenza pandémico mostrou ser capaz de infetar a populagdo numa
faixa etdria mais ampla desde as criangas aos adultos, uma vez que a maioria da
populacdo desta faixa etdria tem pouca ou nenhuma imunidade pré-existente ao virus,
carateristica que foi observada neste estudo, onde a faixa etaria mais afetada estendeu-

se dos 0 aos 49 anos.

Os dois meses com a maior frequéncia de infecdo viral e onde se verificou
mortalidade foram novembro e dezembro: 243 casos de infe¢ao com 2 mortes ¢ 388
casos de infe¢cdo com 8 mortes, respetivamente. Este nimero mais elevado de infe¢des
que ocorreram nestes meses poderia se dever & época de inverno e as condigdes
climatéricas ndo serem favordveis as pessoas permanecerem em espagos abertos,
preferindo os espacos fechados (escolas, trabalhos, centros comerciais, etc), o que
levou a uma maior proximidade fisica dos individuos, facilitando a disseminacdo do
virus por aerossois, por contacto com objetos contaminados, na proximidade de um

aperto de mao e no proprio ar.

A co-morbilidade existente na populagio provou ser um fator de risco levando
a complicacdes e letalidade quando associadas a infeg¢do viral, observando-se no
estudo que a maioria dos individuos com morbilidades acabaram por falecer, na

unidade de cuidados intensivos.

A gravidez, segundo alguns autores, ¢ considerada um fator de risco quando
associada a infecdo pelo virus. No presente estudo, ndo ¢ possivel concluir que a
gravidez seja um fator de risco. O 6bito s6 ocorreu em uma mulher gravida infetada

em relagdo as quatro mulheres ndo gravidas infetadas.

A chegada do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1) ao arquipélago da
Madeira, leva-nos a pensar que ocorreu por meio de um individuo que visitava ou

regressava a ilha, no més de abril / junho. Embora, s6 em julho ¢ que se conseguiu
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confirmar laboratorialmente a presenga do virus na regido. Desde entdo a sua

disseminagdo estendeu-se entre a populacdo nativa e visitante

A populagdao da RAM era constituida por 260576 habitantes. Em 2009, ano do
presente estudo, verificou-se que 0,5% da populacdo recorreu ao servigo de urgéncia
da regido com suspeita por infe¢do e so6 0,2% dos individuos encontravam-se infetados
por A(HINT)pdm09. Estes dados sugerem que as medidas preventivas no controlo da
propagacao da infecdo foram eficazes, verificando-se na Figura 12 que a RAM foi a
regido do pais onde se registou uma menor atividade viral. Comparativamente aos dois
anos seguintes, verificou-se que 0,2% da populagdo deslocou-se ao servico de urgéncia
com sindrome gripal sugestivo de infecdo pelo virus pandémico 2009 Influenza A
(HINT). O diagnéstico foi confirmado em 0,1% da populacdo (Tabela 14 dos anexos,
pagina 104), dados que sugerem que a atividade do virus /nfluenza na ilha da Madeira
diminuiu com o tempo a medida que o nimero de individuos com imunidade ao virus

aumentou.
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12.Anexos

12.1. Kit Transport Medium da Vircell

Tabela 5. Contetdo e composicdo do kit transport Medium da Vircell (Vircell, 2012).

Conteudo Composicio
1 x Tubo de tampa 2 mL de meio de transporte composto por: solugdo de Hank’s
roscada BSS, HEPES, BSA, Gelatina, Sacarose, Antibioticos.

2 x Zaragatoa estéril
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12.2. Kit OIAamp Viral RNA Mini Kit da OIAGEN®

Tabela 6. Componentes; Unidades/ Volumes e Preparacdo dos reagentes / Observacdes, dos
constituintes do Kit QIdamp Viral RNA Mini Kit da QIAGEN®, utilizados na extragdo manual do
RNA viral do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1) para 50 rea¢des (QIAGEN, 2014).

Unidade
Componentes Preparacao dos Reagentes / Observagoes
/ Volume
QIAamp Mini _ _
50 uni. Observacdo: possuem uma membrana a base de silica.
Colunas de extracdo
Tubos coletores de 2
200 uni.
mL
Observacdo: tampao de Lise, na sua constituicdo estd
Tampado AVL 31 mL _
presente proteinase.
Preparacdo: adicionar no proprio frasco do tampdo
Tampao AW1 AW1 25 mL de etanol a 96%
19 mL o
(concentrado) Observacdo: Tampdo de lavagem. Eliminacdo de
contaminantes.
Preparacdo: adicionar no proprio frasco do tampdo
Tampao AW2 3mL AW?2 30 mL de etanol a 96%
m
(concentrado) Observacdo: Tampdo de lavagem. Elemina
contaminantes
Observacdo: tampio de eluicio. E uma agua isenta de
RNase, que contem 0,04% de azida de sodio para
Tampédo AVE 3x2 mL

prevenir o crescimento microbiano e posterior

contaminacdo com RNases.

Preparacdo: adicionar 1 mL de tampdao AVE ao tubo
que contem RNA carrier liofilizado. Dissolver por
agitagdo no vortex. Transferir a solu¢do para o frasco
do tampao AVL. Homogeneizar no vortex. Aliquotar

com 560 uL.
RNA Carrier

o 310 uG Observacido: durante o procedimento de purificagdo o
(liofilizado)

RNA carrier possui duas fungdes; primeiro melhora a
ligagdo dos acidos nucleicos virais a superficie de silica
das particulas magnéticas, especialmente se as
amostras possuirem um numero baixo de moléculas

alvo e segundo reduz a probabilidade das RNases nio
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Manual

serem desnaturadas pelos sais caotrdpicos e o tampado

de lise.

1 uni.

12.3.

Kit EZ1 Virus Mini Kit v2.0 da OIAGEN®

Tabela 7. Componentes; Unidades/ Volumes e Preparacdo dos reagentes / Observacdes, dos

constituintes do Kit EZI Virus Mini Kit v2.0 da QTAGEN®, utilizados na extragdo automatica através

do equipamento EZI Advanced do RNA viral do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1) para 48

preparacdes (QIAGEN, 2010).

Unidades
Componentes Preparacao dos Reagentes / Observagoes
/ Volumes
Observacdo: um uUnico cartucho de reagente
fornece em cada pogo, os reagentes necessarios a
purificagdo de acidos nucleicos de uma unica
Cartuchos de reagente, '
48 amostra, por exemplo: particulas magnéticas,
Virus Mini v2.0 '
tampao de lise, tampdo de lavagem e tampao de
eluicio (AVE), exceto o RNA carrier que ¢
adicionado num tubo a parte.
Suporte descartavel de _
50 uni.
pontas
Pontas descartaveis com
50 uni.
filtro
Tubos de amostra (2 ml) | 100 uni.
Tubos de eluigdo (1,5 '
100 uni.
ml)
Preparacdo: reconstituir os 310 uG de RNA
carrier em 5,170 mL de tampao AVE.
RNA carrier (liofilizado) | 310 uG
Homogeneizar no vortex e aliquotar com 60 uL
da solucdo. Guardar a 2-8°C até 6 semanas.
Tampdo AVE 3x2mL
Cartao-Q 1 uni.
Manual 1 uni.
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™
12.4. Kit AgPath-ID  One-Step RT-PCR da Applied Biosystems

Tabela 8. Componentes, volumes e composi¢io dos reagentes presentes no kit AgPath-ID™ One-Step
RT-PCR da Applied Biosystems, utilizado na dete¢do do RNA do virus pandémico 2009 Influenza A
(HIN1) (Applied Biosystems®, 2009).

Componentes | Volume Composicio
ROX™ (corante inerte, cuja fluorescéncia nio se altera
durante a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real,
Tampao
2x7mL tem como funcdo normalizar as diferencas de pogo para
RT-PCR _
pogo que podem ocorrer devido a artefactos como erros
de pipetagem ou limitagdes de instrumento).
Transcriptase reversa ArrayScript' (enzima obtida a
partir de uma estirpe de E. Coli sobre-expressa uma
versdo de engenharia do gene pol (geno6tipo cromossomal
Mix Enzima bacteriano da sintese da DNA polimerase) da M-MLV)
25x 550 uL ) ) .
RT-PCR DNA polimerase AmpliTagGold® (DNA polimerase
recombinante, termostavel, de 94kDa, codificada por
uma modificada do gene da DNA polimerase da Thermus
aquaticus).
Agua livre de
25 mL
nucleases
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12.5. Esquema de extracdo do RNA do virus

Extracao do RNA viral

Lise
i Lise (Proteinase e
(Tampao AVL- tampdo de lise)
RNA carrier)

Adigdo das particulas
magnéticas e do
isopropanol ao lisado

Ligacao
(Do RNA viral as
particulas magnéticas)
N Separacgdo
magnética

l Lavagens

Ligacio

(Do RNA viral a
membrana de
extragao)

Lavagem
(Tampdo AW1)

Lavagem
(Tampdo AW2)

EZ1 Virus Mini Kit v2.0 da QIAGEN®

QIlAamp Viral RNA Mini Kit da QIAGEN®

aall) -3 ) -3 el

(1* Tampdo AW1; 2*
Tampdo AW2; 3% Etanol)

Eluicio
(Tampio AVE) Separagdo
magnética
Eluicio
(Tampao AVE)

Método Manual
Método Automatico
== (]

Eluado (RNA viral)

Eluado (RNA viral)

Figura 26. Esquema de extraciio de acidos nucleicos. A esquerda, extragio do RNA viral
pelo método manual pelo kit QIAamp Viral RNA Mini Kit da QIAGEN® (QIAGEN, 2014).
A direita, extragio do RNA viral pelo método automatico com o kit EZI Virus Mini Kit v2.0
da QIAGEN® (QIAGEN, 2010).
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12.6.

Kit TagMan™ Influenza A (HIN1) Assay Set

Tabela 9. Componentes, sondas, primers, volumes, concentra¢des e sequencia nucleotidica de 5 > 3°,

presentes no Kit TagManTM Influenza A (HIN1) Assay Set da Applied Biosystems, utilizado na dete¢do

do RNA do virus pandémico 2009 Influenza A (HIN1). (1) Sondas marcadas na extremidade 5’ com a

molécula reporter 6-carboxifluoresceina (FAM) e o quencher BHQI1 na extremidade 3’. (2) Sondas

marcadas na extremidade 5' com a molécula reporter 6-carboxifluoresceina (FAM) e internamente na

base “T” o quencher BHQI, estando a extremidade 3’ alterada evitando a extensdo da sonda pela Taq

polimerase (World Health Organization, 2009a).

Primers e Volume /
Componentes Sequencia (5’ > 3°)
Sondas Concentracio
InfA primer
TaaMan™ 50 uL/40 uM  GAC CRA TCC TGT CAC CTC TGA C
q Forward
Influenza 4y eA primer souligouy GG GOATTY YOO ACA AAK CGT
n u
ey Reverse CTA
(Set 1) X
InfA Sonda 50 ul/10 uM TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG
SW InfA primer
50 uL/40 uM  GCA CGG TCA GCA CTT ATY CTR AG
TagMan™  Forward
Influenza A SW InfA primer
50 uL/40 uM  GTG RGC TGG GTT TTC ATT TGG TC
(HINI) Assay Reverse
(Set 2) SW Inf A CYA CTG CAA GCC CA”T” ACA CAC
5 50 uL/10 uM
Sonda AAG CAG GCA
TagMan™ SW H1 primer
50 uL/40 uM GTG CTA TAA ACA CCA GCCTYC CA
Influenza A Forward
(HINI) SW H1 primer
50 uL/40 uM CGG GAT ATT CCT TAA TCC TGT RGC
Subtype HI ~ Reverse
Assay 2 CA GAA TAT ACA “T”CC RGT CAC AAT
SW H1 Sonda 50 uL/10 uM
(Set 3) TGG ARA A
RNaseP primer
50 uL/40 uM  AGA TTT GGA CCT GCG AGC G
TaqManTM Forward
RNase P RNaseP InfA
50 uL/40 uM GAG CAA CTG TCT CCA CAA GT
Assay primer Reverse
(Set 4) TTC TGA CCT GAA GGC TCT
RNaseP Sonda' 50 uL/10 uM
GCG CG
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12.7. Preparacao das MasterMix para protocolo de detecao dos

acidos nucleicos

Tabela 10. Tabela de preparacdo das MasterMix. Solugdes utilizadas e respetivos volumes na
preparagdo de cada MasterMix (1, 2, 3 e 4) segundo o nimero de ra¢des a processar. O numero de
reagdes foi determinado pela soma de: niimero total de amostras, o controlo negativo (NTC), o controlo

positivo (PC) e mais uma reacdo (erros de pipetam).

Kit TagManTM
Kit AgPath-IDTM One-Step RT-PCR Influenza A
N*de Reagoes (HIN1) Assay Set
(n° de amostras + . .
Agua livre Tampdo
NTC +PC + 1) Mix Enzima Sondas e Primers
de nucleases RT-PCR
(uL) (uL)
(uL) (uL)
1 6 12,5 1 0,5
2 12 25 2 1
3 18 37,5 3 1,5
25 150 312,5 25 12,5
12.8. Esquema de pipetagem da microplaca de 96 pocos utilizada

em RT-gPCR

Tabela 11. Esquematizagdo do modo de pipetar a microplaca com 96 pogos para a detegdo do virus
pandémico Influenza A (HIN1) 2009. Por coluna foram pipetadas 20 uL de cada MasterMix e por linhas
5 uL do CP, NTC e amostras.

1 2 3 4 12
MM MM MM MM RNase
InfA (1) swinfA (2) | swHI 3) | (4)
A | CP CP CP CP
B | NTC NTC NTC NTC
C | 1*Amostra 1*Amostra 1*Amostra | 1*Amostra
D | 2*Amostra 2*Amostra 2*Amostra | 2*Amostra
E | 3*Amostra 32Amostra 3*Amostra | 3*Amostra
F
G
H | 6°Amostra 6*Amostra 6*Amostra | 6°Amostra
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12.9.

Tabelas de frequéncias dos resultados estatisticos

12.9.1.

Tabela de frequéncia e de percentagem da morbilidade

consoante o género

Tabela 12. Tabela de frequéncias e de percentagem, da morbilidade e morbilidade em caso de infegéo

pelo virus A(HIN1)pdmO9 consoante género.

Género
Masculino Feminino
Morbilidade N° casos N° casos de infe¢ao N° casos N° casos de infe¢do
809 344 871 347

N° casos % N° casos % N°casos % N° casos %

Desconhecida 711 87,9 296 86,0 771 88,5 309 89,0
D. Pulmonar 64 7,9 32 9,3 70 8,0 30 8,6
D. Renal 5 0,6 1 0,3 4 0,4 0 0,0
D. Cardiovascular 8 1,0 3 0,9 4 0,4 1 0,3
D. Hepatica 4 0,5 2 0,6 1 0,1 0 0,0
D. Hematoldgica 2 0,2 2 0,6 0 0,0 0 0,0
D. Oncolodgica 2 0,2 1 0,3 5 0,6 2 0,6
Imunodeprimidos 2 0,2 2 0,6 5 0,6 1 0,3
Obesidade 2 0,2 2 0,6 1 0,1 0 0,0
Ma Nutricdo 1 0,1 1 0,3 1 0,1 0 0,0
HIV 4 0,5 2 0,6 1 0,1 0 0,0
D. Metabdlica 0 0,0 0 0,0 7 0,8 3 0,9
D. Neurolégica 4 0,5 0 0,0 1 0,1 1 0,3
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12.9.2. Tabela de frequéncia da distribui¢do geogréfica

relativamente a distribuicao temporal

Tabela 13. Tabela de frequéncias, dos casos estudados e infetados tendo em conta a distribuigdo

geografica consoante a distribui¢do temporal.

. Distribui¢do Temporal
Distribuicao Geografica
Abr. Jun. Jul. Ago. Set. Out.  Nov. Dez.

RAM N Casos 0 21 65 47 38 447 615
(1233 casos estudados; I]iinédado
asos
544 casos infetados) 0 0 7 13 7 S 188 324
Infetados
q N° Casos
Portugal Continental 0 0 0 2 1 1 ) )
(8 casos estudados; I]iinédado
asos
2 casos infetados) 0 0 0 0 0 1 1 0
Infetados
Afri N°C
Europa, Africa e asos ! 1 2% 4 ) 6 s
América Estudado
. N° Casos
(55 casos estudados; 0 0 5 4 0 1 ) 0
12 casos infetados) Infetados
12.9.3. Tabela de frequéncia do diagnostico do virus

A(HIN1)pdm09 de 2010 a 2012,

Tabela 14. Tabela de frequéncias e percentagem, do resultado do diagndstico do virus pandémico 2009

Influenza A (HIN1) no periodo de 2010 a 2012, na RAM.

Resultado do diagnéstico Frequéncia Percentagem
para virus A(HIN1)pdm09 (n° de casos) %
Negativo 422 614
Positivo 264 38,4
Duvidoso 1 0,1
Total 687 100
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12.10.  Formularios da Gripe OT-3

Direcgéo-Geral da Saide

i

Ministério da Saiide

Gripe OT-3
Orientagdes Técnicas
Profissionais de satde

Actualizado em 07-07-2009*

Doenca pelo virus da gripe A(H1N1)v
Fase Pandémica 6 - OMS

Declaracao de caso em investigacao*

Esta Declaracdo deverd ser preenchida pelo médico responsavel pela primeira avaliacao
clinica no Hospital de Referéncia, devendo ser enviada, de imediato, por fax, para a
Direcgdo-Geral da Satde’ e para o Delegado de Satde Regional da area do hospital.

A declaragdo (completamente preenchida) deverda também ser utilizada no envio dos
produtos biolégicos ao Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus da Gripe2 (Instituto
Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge).

Deve ter-se em atencdo o cumprimento das medidas de proteccdo individual durante a
observacao do doente (Gripe OT-11).

N2 de caso:
(A preencher pela DGS)
Declaragao preenchidaem: __/__/ __ _; _h__m
1. Identificagcdo do médico
Nome do médico
Hospital Servigo
Telemoével Telefone Fax:
e-mail
2. Identificagdo do doente
Nome do doente: Telemével
Nascimento: __/__/ _ __ Idade (anos/ meses, se <2 anos): Desconhecido
Sexo: Masculino Feminino Local residéncia
3. Quadro clinico da doenca
3.1. Clinica
Inicio de sintomas _ _/_ _/ _ _ Febre > 38°C (confirmada)
Tosse Inicio__/__/____;__h
Cefaleias Mialgias
Odinofagia Artralgias
Rinorreia Vémitos
Pneumonia Diarreia
Dispneia Nauseas
Epistaxis Conjuntivite
Espirros
Outro(s):

! Fax n? 21 843 0655
? Telefone n? 21 752 6455 ou 21 751 9216 ou 911000612

*Documento sujeito a actualizagdo, apresentando-se as Ultimas alteragdes a letra azul. 1
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12.11.

Folha de trabalho do registo das amostras e resultado

DATA: CORRIDA N°
Nome: Processo:
Idade: Sexo: Local de Observacgao:

Produto Bioloégico:
Critério de Inv. Lab.:

Terapéutica antiviral:

Nome:

Processo:

Idade: Sexo:
Produto Biolégico:

Local de Observacgao:

Critério de Inv. Lab.:

Terapéutica antiviral:

Nome:

Processo:

Idade: Sexo:
Produto Biolégico:

Local de Observacgao:

Critério de Inv. Lab.:

Terapéutica antiviral:

Nome:

Processo:

Idade: Sexo:
Produto Bioldgico:

Local de Observagao:

Critério de Inv. Lab.:

Terapéutica antiviral:

Nome:

Processo:

Idade: Sexo:
Produto Bioldgico:

Local de Observacgao:

Critério de Inv. Lab.:

Terapéutica antiviral:
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