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O papel do diagnéstico laboratorial da influenza

The role of laboratory diagnosis of influenza

La funcién del diagnéstico de laboratorio para la influenza
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INTRODUCAO
Desde 1948 a Organizacéo Mundial da Satde (OMS)

tem organizado uma rede internacional de laboratérios
destinada & vigilancia dos virus influenza. Atualmente a Rede
Mundial de Vigilancia da Influenza (Global Influenza
Surveillance Network - GISN) abrange 128 Centros de
Referéncia para a Influenza (National Influenza Centers -
NICs) distribuidos por 89 paises. Dentre suas atribuicées, os
NICs s@o responsdveis por coletar e receber os espécimes e
isolados de virus originados de pacientes suspeitos de
estarem infectados pelos virus influenza, bem como por
conduzir a andlise laboratorial preliminar. Os isolados de
virus representativos sdo entdo selecionados e fransportados
para um dos quatro Centros Colaboradores da OMS (WHO
Collaborating Centers - WHOCCs) para referéncia e
andlises antigénica e genética avancadas. Com base nos
resultados coletados, a OMS produz recomendagdes anuais
para a composicdo da vacina contra a influenza. Os NICs
também alertam a OMS sobre surtos incomuns de influenza
ou doencas assemelhadas & influenza e detectam isolados
de virus néo subtipdveis e de baixa reatividade face ao uso
de reagentes diagnésticos da OMS, adquiridos por meio da
GISN. De acordo com os termos de referéncia acordados
(www.who.int/csr/disease/influenza/TORNICs.pdf), os NICs
devem disseminar as informacées geradas na rede FluNet
(www.who.int/flunet), uma ferramenta baseada na Internet
destinada ao apoio e coordenacéo da vigilancia e registro
dainfluenza em escalas nacional e internacional.

O diagnéstico laboratorial da influenza é uma
importante ferramenta para a sadde piblica e se tornou o
fator fundamental para a prevencao, contengéo, vigiléncia
e manejo terapéutico de pacientes. Neste contexto, hd
muitos métodos laboratoriais que permitem a identificagéo
dos virus influenza circulando nas comunidades.

As abordagens diagnésticas utilizadas para a
identificacdo do virus incluem a cultura de virus, a
detecco de antigenos virais, como os testes de
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imunofluorescéncia e os métodos de teste de dcido
nucleico. Um diagnéstico presuntivo pode ser feito por um
teste rapido vdlido para determinacdo do antigeno. A
detecc@o de anticorpos é normalmente realizada por testes
de neutralizacdo do virus (NT) e de inibicGo da
hemaglutinacéo (IH), que sdo conduzidos para monitorar
a soroconversdo em uma cepa viral especifica ou para
determinar o status imunolégico (apés a vacinacdo, por
exemplo).

A sensibilidade e especificidade de um teste
diagnéstico para influenza pode variar de acordo com o
laboratério que aplica determinada técnica, com o tipo de
teste utilizado e/ou o tipo de espécime analisado.

Como os testes laboratoriais para o diagnéstico de
influenza apresentam limitacées que podem levar a
resultados equivocados, os seus achados devem ser
interpretados em conjunto com o histérico clinico do
paciente. Resultados falsos negativos podem ocorrer
devido & baixa quantidade de analito viral; & existéncia de
espécimes coletadas manuseadas e/ou transportadas de
forma inadequada; & presenca de inibidores virais; e &
emergéncia de novos subtipos para os quais os testes ndo
apresentam sensibilidade ou especificidade. Os achados
laboratoriais falsos positivos podem resultar de erros
laboratoriais, tanto de ordem administrativa como
operacional, bem como da especificidade subétima do
teste em questdo.

ESPECIMES RESPIRATORIOS CLINICOS

Os virus da influenza humana replicam principalmente
nas células do epitélio colunar do trato respiratério. A
principal via de transmiss@o sdo as secrecdes respiratérias
transportadas pelo ar. A coleta de amostras do trato
respiratério para o diagnéstico clinico do virus influenza
deve procurar maximizar a colheita de células epiteliais
infectadas pelo virus. Aspirados nasofaringeos (ANF) t&m
um maior teor celular e sd@o superiores aos swabs
nasofaringeos (SNF) no que concerne ao isolamento do
virusinfluenza. Os swabs e as lavagens de garganta séo de
uso limitado no diagnéstico de influenza, uma vez que a
maior parte das células capturadas por meio desta técnica
¢ do epitélio escamoso. Os ANF, SNF e as lavagens sdo
aceitos para a cultura, imunofluorescéncia, e deteccdo de
antigeno viral.
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Os SNF devem ter ponta de algodéo, raiom ou dracon.
Bastées de madeira devem ser evitados por causa do
potencial de lixiviacdo dos conservantes utilizados na
fabricag@o da madeira nos meios de transporte e inibigéo
do ftransporte posterior para a cultura de células e
deteccéo do dcido nucleico do virus. Os swabs de alginato
de cdlcio também devem ser evitados, pois o alginato pode
ter acdo inibidora para algumas culturas de células.

As condicées de transporte devem ser otimizadas para
garantir uma mdxima recuperacdo dos espécimes. Os
espécimes devem ser transportados a uma temperatura de
4° C ou congelados a -70° C. O meio de transporte viral
(MTV) utilizado pode ser determinante para a garantia de
uma boa recuperagéo dos virus. Sugere-se que o MTV
inclua uma solucédo salina balanceada com pH neutro e
estabilizadores de proteina, como a gelatina ou a
albumina sérica bovina (ASB) e antibiético para
reduzir/inibir o crescimento de organismos comensais e
bactérias. O uso de soro de soro fetal bovino em MTV para
o fransporte de espécimes deve ser evitado para que haja o
isolamento do virus influenza. Entre os meios apropriados,
podem ser citados a Solucdo Salina Equilibrada de Hank
(Hank's Balanced Salt Solution) e Meio Minimo Essencial de
Earle (Earle's Minimal Essential Medium) com dgar de
infuséo de vitela, gelatina ou ASB.

TECNICAS DIAGNOSTICAS
CULTURAVIRAL

O isolamento viral é uma técnica altamente sensivel e
muito Util para o diagnéstico de infeccdes virais, quando
utilizado com espécimes clinicos de boa qualidade. O
padrdo ouro para a deteccéo laboratorial do virus
influenza continua sendo a cultura de isolamento. O virus
pode ser cultivado em cultura de células e em ovos
embrionados.

Para um mdéximo isolamento em ovos, embrides com
10 a 11 dias de idade s@o simultaneamente administrados
via inoculag@o intra-amnidtica e intra-alantoidiana com
um espécime clinico. Os ovos sGo incubados a 33-35°C, e
as amostras dos fluidos amniético e alantoide séo testados
para a verificacdo da presenca do virus. Apesar de a
inoculac@o em ovos ser considerada muito trabalhosa, a
sua utilizac@o ainda é bastante recomendada, pois este
permanece sendo o melhor método para a geracéo répida
de titulos muito elevados de virus. Outro argumento a ser
levado em consideracéo a favor da inoculacéo em ovos é
o de que os virus candidatos a vacina t&m de ser isolados
em ovos. Atendéncia de isolar o virus influenza em culturas
de células, ao invés de em ovos resultou na diminuigéo da
disponibilidade de virus vacinais apropriados. Por esta
razdo, os laboratérios que tém essa capacidade tém sido
bastante estimulados a continuar realizando o isolamento
viral em ovos.

A replicacéo do virus influenza em cultura de células,
feita geralmente com células do tipo MDCK, é detectada
pela observacéo do efeito citopdtico (EC) e/ou da
expressdo da hemaglutinina viral (HA) na superficie das
células infectadas. A cultura de células é um método muito

sensivel, mas enquanto as expressdées do EC ou da HA
normalmente levam dois a trés dias para se
desenvolverem, ela pode durar até sete a dez dias.

E amplamente aceita a fese de que o isolamento de
virus em ovos embrionados/culturas de células com sua
posterior identificagdo por técnicas imunolégicas ou
genéticas ou por microscopia eletrénica é o método
padrdo para o diagnéstico viral.

De um modo geral, a maior vantagem apresentada
pelo método de isolamento do virus é o fato de ele
amplificar o virus do espécime original e tornd-lo
disponivel para uma posterior caracterizacdo antigénica e
genética, bem como para o teste de suscetibilidade a
drogas, caso seja necessdrio.

TESTES DE IMUNOFLUORESCENCIA

Os testes de imunofluorescéncia (IF) tém sido utilizados
para a identificacéo direta do virus influenza em espécimes
respiratérios que contenham células esfoliadas. As células
em ANF ou em swab nasal séo lavadas em solucéo
tampdo gelada, ressuspensas e colocadas em |dminas
microscépicas. Apds a fixacdo em acetona, o preparo das
células reage com anticorpos especificos disponiveis
comercialmente. Estes anticorpos sdo diretamente
conjugados ao fluorocromo (IF direta) ou reagem com um
segundo anticorpo espécie-especifico e conjugado a um
fluorocromo (IF indireta). As amostras de soro policlonal
utilizadas como anticorpos para deteccdo apresentam
niveis demasiadamente altos de corante para os restos
celulares e bactérias, e normalmente anticorpos
monoclonais sdo utilizados para fornecer a sensibilidade e
especificidade requeridas para este teste. A IF indireta é
geralmente mais sensivel que a IF direta, porém esta Gltima
é mais popular por causa do menor tempo de realizacdo.
Quando comparados & cultura de virus influenza, ambos
os métodos sao considerados menos sensiveis atualmente.
Espécimes coletados ou transportados inadequadamente
(com auséncia de material celular ou né&o colocados em
meios de transporte, ou refrigerados durante o transporte,
por exemplo) também contribuem para a reducdo da
sensibilidade.

TESTES RAPIDOS PARA DETECCAO DE ANTIGENOS

H¢ testes rapidos comerciais que podem detectar os
virus influenza em até 15 minutos. Alguns testes 4 estdo
aprovados para a utilizacdo em ambiente ambulatorial,
enquanto outros devem ser usados em laboratérios
clinicos com grau moderado de complexidade. Estes testes
répidos diferem de acordo com o tipo de virus influenza
que podem detectar e se podem ou néo fazer a distingéo
entre tipos de influenza. Os diferentes testes podem
detectar: 1) apenas os virus da influenza A; 2) tanto os virus
da influenza A como da influenza B, mas ndo entre um e
outro; 3) tanto os virus da influenza A e da influenza B e
podem distinguir um do outro.

Nenhum dos testes fornece qualquer informacdo
acerca dos subtipos de influenza A. Os tipos de espécimes
aceitaveis para uso (i.e., ANF, SNF e lavagens) também
variam de acordo com o teste. A especificidade e, em



particular, a sensibilidade dos testes rapidos sGo menores
que as de cultura viral e variam de acordo com o teste.
Devido & sensibilidade mais baixa dos testes répidos, os
médicos devem considerar a hipétese de confirmar os
testes negativos por cultura viral ou outros métodos, pois
hé possibilidade de ocorrerem falsos negativos nos testes
rdpidos, especialmente durante periodos de pico da
atividade do virus influenza nas comunidades. Em
contraste, resultados falsos negativos de testes répidos sdo
menos frequentes, mas podem ocorrer em periodos de
baixa atividade do virus influenza. Portanto, ao interpretar
os resultados de um teste rdpido para o virus influenza, os
médicos devem levar em consideracdo os valores
preditivos positivos e negativos do teste no contexto do
nivel de atividade do influenza na comunidade. Folhetos
explicativos e o laboratério responsdvel pela execucao do
teste devem ser consultados para a obtencdo de maiores
detalhes acerca do uso de testes rdpidos de diagndstico.

Os testes rdpidos de diagnéstico séo mais utilizados em
hospitais e instituicoes. Nestes lugares, eles podem facilitar
o reconhecimento precoce da influenza pela sua
diferenciacéo de outras causas de febre em pacientes com
histérico clinico complexo (pacientes com imunidade
comprometida, por exemplo). Este procedimento faz com
que se evite o uso inadequado de drogas antibacterianas,
gera discussées informadas acerca do isolamento de
pacientes e permite a sua alta em menor tempo. Além
disso, os testes rdpidos poderiam levar a um
reconhecimento precoce de surtos em instituicbes e a um
uso mais eficaz de estratégias de prevencéo.

TESTES DE ACIDO NUCLEICO

O teste de d4cido nucleico mais comum para o
diagnéstico da influenza é a reacdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), porém a
amplificagéo baseada na transcricdo da sequéncia de
4cidos nucleicos também tem sido aplicado de forma
eficaz. Estes testes sGo considerados sensiveis, especificos
e versdteis para o diagnéstico da influenza. Uma vez
extraido do espécime, o RNA viral pode ser utilizado no
teste de RT-PCR né&o apenas para identificar o virus como
sendo o influenza, mas também para determinar seu
subtipo e cepa por meio da andlise sequencial. Os
gendtipos virais podem ser rapidamente determinados por
meio do sequenciamento de alguns ou todos os genes
virais, embora a genotipagem dos virus diretamente dos
espécimes dos pacientes geralmente requeira algum nivel
de amplificagé@o na cultura celular.

A principal vantagem destes testes moleculares é a
possibilidade de apresentarem resultados no mesmo dia,
sem qualquer comprometimento de sua sensibilidade. No
entanto, a coleta de espécimes clinicos para a cultura viral
¢ essencial, pois apenas isolados de cultura podem ser
utilizados para a producéo de vacinas.
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