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Infecgoes Respiratorias por Influenza:
Reflexdes para a auséncia de um diagnéstico

RESUMO

Introdugao: O virus influenza afec-
ta anualmente 10 a 40% das criangas e
destas 0,5 a 1% vao necessitar de inter-
namento. Ao averiguar a prevaléncia des-
ta infecgdo no internamento do Hospital
Dona Estefania, entre Janeiro de 2004 e
Junho de 2006, constatamos a existéncia
de apenas nove casos diagnosticados.

Objectivos: Determinar as causas
da escassez do numero de diagnésticos
de infecgdes pelo virus influenza.

Materiais e Métodos: Para alcan-
¢ar o objectivo deste estudo foram consi-
deradas as seguintes hipoteses: 1) baixa
incidéncia de gripe sazonal no periodo
considerado 2) insuficiéncia do numero
de pedidos para pesquisa do virus pelo
corpo clinico 3) baixa identificagdo por
procedimentos técnicos incorrectos. Fo-
ram analisados os pedidos de pesquisa
de virus respiratérios e realizado um in-
quérito ao corpo clinico e enfermagem
sobre os procedimentos técnicos de
diagnéstico. Os dados foram completa-
dos através de consulta de processos cli-
nicos. O diagnéstico laboratorial foi reali-
zado por técnica de imunofluorescéncia
indirecta (Kit VRK®, Bartels).

Resultados: Apos exclusdo de va-
rias hipoteses identificamos procedimen-
tos técnicos incorrectos na metodologia
do diagnostico utilizada, condicionando
uma baixa taxa de identificag&o virus res-
piratorios - 23% (276 resultados positivos
em 1231 amostras).

Comentarios: O diagnéstico da
gripe contribui para o controle da mor-
bilidade e mortalidade desta infecgéo.
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Para que este processo seja efectivo é
essencial que os profissionais de saude
sigam rigorosamente os procedimentos
que conduzem a um correcto diagnés-
tico da doencga. O insuficiente numero
de casos detectados no nosso estudo
proporcionou-nos uma reflexdo sobre a
metodologia empregue para que, futura-
mente, se possa maximizar o numero de
diagnosticos de infecgbes respiratérias
pelo virus influenza.
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INTRODUCAO

As infecgdes respiratérias sdo uma
importante causa de morbilidade na
crianga e constituem a principal causa de
internamento na maioria das unidades de
saude(®, Embora possam estar implica-
dos uma variedade de microorganismos,
a etiologia viral é de longe - em cerca de
90% dos casos - a mais frequente®@®. O
virus sincicial respiratério (VRS), adeno-
virus, virus parainfluenza 1, 2 e 3 e virus
influenza A e B, bem conhecidos como
causa de doenca respiratéria séo identi-
ficados em 61 — 88% dos casos, em lac-
tentes e criangas‘.

O diagnéstico etiolégico destas in-
feccdes, nomeadamente nas criangas
hospitalizadas é de primordial impor-
tancia. Obvia a instituicdo de antibioti-
coterapia desnecessaria, permite de-
finir melhor o curso natural da doencga
e o prognostico™®. A estas vantagens
adiciona-se a possibilidade de identificar
potenciais ameagas endémicas e limitar
a ocorréncia de infecgdes nosocomiais®,
quando tomadas medidas adequadas
para o efeito.

As infecgdes pelo virus influenza sao
frequentes na crianga e responséaveis por
surtos comunitarios®'. O virus afecta
anualmente 10 a 40% das criangas e des-
tas 0,5 a 1% vao necessitar de hospitali-
zagao“59). Criangcas com factores de risco
(doenga pulmonar cronica, cardiopatia,
doenca renal crénica, hemoglobinopatias,
imunodepressao) e com idade inferior a
cinco anos, particularmente as com menos
de dois anos de idade, tém maior proba-
bilidade de internamento e complicacbes
pela infecgado por virus influenza®12),

Ao averiguar a prevaléncia e es-
tudar as caracteristicas das infec¢des
por influenza em criangas internadas no
Hospital Dona Estefania, entre Janeiro
de 2004 e Junho de 2006, constatamos
a existéncia de apenas nove casos. Por
isso, este estudo teve como objectivo
determinar causas que expliquem a es-
cassez dos diagnosticos de infecgdes por
influenza no periodo citado.

METODOS

De acordo com a classificagédo ICD-
9 (codigos 460-466; 480-487), aplicada
a criangas internadas por infecgées res-
piratérias, e com dados fornecidos pelo
laboratério de Imunologia, identificaram-
se nove casos de gripe, entre Janeiro de
2004 e Junho de 2006, cujos processos
foram analisados. Estes casos identifi-
cados corresponderam a criangas com
idades compreendidas entre os 28 dias
e os 2 anos e 10 meses, sendo 66,7%
(n=6) do sexo masculino. Bronquiolite
(n=4), pneumonia intersticial (n=2), bron-
copneumonia (n=1), pneumonia bacteria-
na secundaria (n=2), foram as patologias
identificadas. Duas criangcas necessi-
taram de ventilagdo invasiva, uma das
quais, com um sindrome polimalformati-
vo, acabou por falecer.
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Para explicar o baixo numero de
diagnosticos encontrado foram conside-
radas as possiveis hipoteses:

1) baixa incidéncia de gripe sazonal no
periodo considerado;

2) insuficiéncia do numero de pedidos
para pesquisa do virus pelo corpo cli-
nico;

3) baixaidentificagdo por procedimentos
técnicos incorrectos (métodos de co-
Iheita, acondicionamento e transporte
da amostra, técnica laboratorial).

Foram analisados dados referentes
ao pedido de pesquisa de virus respirato-
rios em criangas internadas por infecgao
respiratoria (n=1295) durante o periodo
contemplado neste estudo e resultados
respectivos. Tal informagao foi obtida no
laboratério de Imunologia do HDE.

Foi, também, realizado um inquérito
ao corpo de enfermagem dos diferentes
servicos do HDE onde se questionava a
forma de realizar a colheita, nomeada-
mente a técnica realizada, hora, acondi-
cionamento antes e durante o transporte
para o laboratério e tempo até ao inicio do
processamento. Os dados foram comple-
tados por consulta de processos clinicos
(50, seleccionados de modo aleatorio),
nomeadamente os referentes ao dia de
doenga em que era realizada a colheita
da amostra.

O diagnéstico laboratorial foi reali-
zado por técnica de imunofluorescéncia
indirecta (Kit VRK®, Bartels) que possi-
bilita a identificacdo de sete virus: virus
sincicial respiratorio, parainfluenza 1, 2 e
3, influenza A e B, e adenovirus nas se-
cregdes nasofaringeas.

RESULTADOS

Considerando a primeira hipétese
— uma eventual baixa incidéncia de gripe
sazonal, entre Janeiro 2004 e Junho de
2006 - de acordo com os dados da DGS,
embora na época de 2005-2006 a activi-
dade gripal tenha sido fraca, em 2003-
2004 e 2004-2005 a gripe registou uma
elevada intensidade(">9),

No que respeita a segunda hipéte-
se — insuficiéncia do nimero de pedidos
para pesquisa do virus pelo corpo clinico
— verificdmos que de um total de 1295 in-
ternamentos por infecgdes respiratérias,
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a pesquisa de virus respiratérios foi re-
quisitada em 1231 (95%) criangas.

Relativamente a terceira hipdtese
- realizacdo de procedimentos técnicos
incorrectos - constatamos que das 1231
amostras de secregbes nasofaringeas
processadas se registou identificagdo
de pelo menos um virus respiratério em
276 (23%) casos: VSR (229), influenza A
(2), influenza B (7), parainfluenza 1 (5),
paraifluenza 3 (12) e adenovirus (21). A
média e a mediana da data da colheita
era o sexto dia de doenca. A colheita das
secregdes nasofaringeas era, na maioria
das vezes, realizada quando as criangas
chegavam a enfermaria, muitas vezes a
noite, sem apoio da cinesioterapia e uti-
lizando frequentemente soro fisiologico.
As amostras revelavam frequentemente
a presenca de saliva ou células epiteliais
em excesso.

Durante a averiguacéo relativa ao
transporte e acondicionamento consta-
tou-se que o tempo de espera da amostra
em ar ambiente, antes e apos o transpor-
te da enfermaria para o laboratério, era
superior a 10 minutos. Uma das justifi-
cagdes apontadas para tal, é o facto da
equipa auxiliar médica esperar angariar
outros produtos da enfermaria, até levar
a amostra para o laboratoério.

DISCUSSAO

O verdadeiro objectivo deste estudo
foi averiguar a etiologia do baixo niumero
de infecgdes pelo virus influenza, corro-
borando ou refutando as diversas hipote-
ses colocadas.

Perante os dados relativos a vigilan-
cia de gripe em Portugal durante o peri-
odo deste estudo, fornecidos pela DGS,
afastdmos a hipotese de que uma baixa
actividade gripal justificaria a raridade
de casos de gripe encontrada. De facto,
apesar de ter ocorrido uma baixa incidén-
cia de gripe sazonal na época de 2005-
2006, em 2003-2004 e 2004-2005 a gripe
registou uma elevada intensidade .

A outra causa possivel, uma insufi-
ciéncia de pedidos para pesquisa do vi-
rus influenza por parte do corpo clinico,
foi também refutada quando se constatou
que em 95% das 1295 criangas interna-
das por infecgdo respiratéria tinha sido
efectuada essa investigacgao.

Resta-nos entéo os erros técnicos
nos procedimentos de diagnéstico. Tradi-
cionalmente o diagnéstico das infecgdes
respiratorias virais é feito pela detecgao
do agente no periodo de doenca (isola-
mento em cultura celular, imunofluores-
céncia directa e indirecta, pesquisa por
PCR e hibridagdo de acidos nucleicos)
ou por serologia, com a determinagéo
de um aumento do titulo de anticorpos
durante a convalescenga®. A técnica de
imunofluorescéncia indirecta utilizada no
nosso hospital permite, em poucas ho-
ras, a identificagdo de sete dos agentes
virais mais prevalentes nas infecgdes
respiratorias nas secre¢des nasofaringe-
as. Mediante condigdes apropriadas (617
este método tem elevada especificidade
(97-100%), sensibilidade de 52% para
o virus parainfluenza 1, 77% para o vi-
rus Influenza B e 85-86% para os res-
tantes'”). No nosso estudo, houve uma
baixa taxa de identificagdo virus respira-
torios - 23% (276 resultados positivos em
1231 amostras). Este resultado fica, as-
sim, muito aquém das taxas referidas ha-
bitualmente na literatura. De facto, a nivel
nacional, ja em 1999, Susana Ramos et
al obtiveram uma taxa de identificagéo
de virus respiratérios, com a técnica de
imunofluorescéncia indirecta, na ordem
dos 50%""®. Em criangas hospitalizadas
com bronquiolite aguda, em 2000-2001,
Simone Sudbrack obteve uma positivi-
dade de 67,7% na identificagdo de virus
respiratorios com a técnica de imuno-
fluorescéncia indirecta™®. Entre 2000
e 2004, em criangas hospitalizadas ou
em ambulatério com idade inferior a cin-
co anos com sintomatologia respiratéria
ou febre, Grijalva, C et constatou uma
sensibilidade de 63% e especificidade
de 97% dos testes de imunofluorescén-
cia indirecta empregues na detecgéo do
virus influenza®). Ent&o, perante a baixa
taxa de positividade de identificagdo de
virus respiratoérios verificada neste estu-
do, importou-nos identificar as potenciais
causas deste achado.

As secrecdes nasofaringeas cons-
tituem a amostra de eleigdo, uma vez
que permitem a obtengéo de células
infectadas pelos virus em numero sufi-
ciente!". Neste sentido, uma das cau-
sas que pode justificar a baixa taxa de
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INFECGAO RESPIRATORIA DE PROVAVEL ETIOLOGIA VIRAL

Pesquisar virus respiratérios

Dia de doenga<D10 (preferencialmente<D4)

Colheita de secre¢des nasofaringeas

Efectuar aspiracdo de manha
Se possivel com apoio de cinesiterapia respiratéria
Evitar uso excessivo de soro fisiol6gico na colheita
Recipiente préprio, estéril, hermeticamente fechado

Transporte

Transporte IMEDIATO apés colheita, hermeticamente fechada, em
banho de gelo
(a amostra ndo pode estar mais que10 minutos em ar ambiente)

Acondicionamento das amostras

Amostras refrigerada a 2-8°C até 72h
(possibilidade de congelamento a -70°)
No laboratério processar de imediato, ou acondicionar a amostra

Imunofluorescéncia indirecta (IFI)
(Influenza A e B; Parainfluenza 1,2,3; Adenovirus e VSR)

Resposta do laboratorio

Amostra inadequada Pesquisa negativa
Repetir colheita de Ponderar pesquisa de virus
secregdes nasofaringeas, nao contemplados no kit de
se <D10 (IF1)

Dia de doenga D10

Colher sangue para serologias

Figura 1 - Proposta de protocolo
para pesquisa de virus respiratorios nas
secregdes nasofaringeas em criangas in-
ternadas com infecgOes respiratorias
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identificagdo dos agentes etiolégicos
encontrada neste estudo relaciona-se,
precisamente, com colheita de amostras
inadequadas. De modo correcto, as se-
crecbes devem ser aspiradas, introdu-
zindo uma sonda estéril nas fossas na-
sais da crianga, para recipiente proéprio,
que sera hermeticamente fechado!'"-®).
Adicionalmente o laboratério deve refe-
rir ao clinico se a amostra é insuficiente,
tem excesso de células epiteliais ou &
inadequada (saliva). Nestes casos a co-
Iheita deve ser repetida.

Outro factor que provavelmente
afectou a baixa rentabilidade da identi-
ficagdo foi a hora incorrecta da colheita.
As amostras devem ser recolhidas de
manha, quando a crianga acorda, pela
possibilidade de se ter maior quantidade
de células infectadas no aspirado naso-
faringeo. Pela mesma razéo, a colheita
podera ser efectuada com o auxilio da ci-
nesiterapia respiratéria, ndo se devendo
instilar soro fisioldgico em excesso.

Relativamente a data da colheita
recomenda-se que seja realizada nos
primeiros cinco a sete dias de doenca,
idealmente entre o segundo e tercei-
ro'718), Posteriormente a partir do décimo
dia de doenca, o diagnostico devera ser
realizado por serologia, ja que a especifi-
cidade e sensibilidade da técnica diminui
bastante. O facto da maioria das criangas
do nosso estudo realizar a colheita muito
tardiamente foi outro facto a considerar
nos maus resultados obtidos.

As amostras devem ser acondicio-
nadas em recipiente préprio, estéril e
hermeticamente fechado e serem pro-
cessadas de imediato ou, se tal ndo for
possivel devidamente acondicionadas.
O transporte para o laboratério deve ser
efectuado imediatamente apo6s a colhei-
ta, em banho de gelo, evitando tempo de
espera em ar ambiente superior a 10 mi-
nutos. No laboratério as amostras podem
ser guardadas durante 72 horas se refri-
geradas a 2-8°C. Existe ainda a possibi-
lidade de congelamento a -70°C, embora
a deteccdo de agente etiologico dimi-
nua‘'”'®, No nosso caso também detecta-
mos incorrecgbes no acondicionamento e
transporte das amostras, particularmente
no que concerne ao tempo de espera da
amostra em ar ambiente.
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Este estudo permitiu, pois, detectar
erros técnicos relativos a colheita (técni-
ca, hora e dia de doenga), acondiciona-
mento e transporte das amostras para
pesquisa de virus respiratérios que po-
derdo ser responsaveis por falsos-nega-
tivos, e deverao ser obviados futuramen-
te. Desta forma os autores propdem um
protocolo de actuacdo para a pesquisa
de virus respiratorios nas secregdes na-
sofaringeas (fig.1).

Se, com uma correcta execugao dos
diferentes procedimentos, o resultado for
negativo, poder-se-a averiguar existéncia
de outro agente viral ndo contemplado no
kit disponivel, ou, se ultrapassado tem-
po de evolugéo de doenga superior a 10
dias, devera ser efectuado diagnostico
serolégico.

COMENTARIOS

O diagnéstico etiolégico das infec-
¢des respiratorias viricas motivadoras de
internamento é de extrema relevancia.
Além de evitar a prescricdo desnecessa-
ria de antibioticoterapia, permite definir
melhor o curso natural da doenga e o seu
prognostico. Particularizando, o diagnés-
tico da gripe contribui para a avaliagéo
e controle da morbilidade e mortalidade
desta infecgdo, e suas complicagdes.
Para que este processo seja efectivo é
essencial motivar e mobilizar os profissio-
nais de saude para que sigam rigorosa-
mente os procedimentos que conduzam
ao correcto diagnoéstico da doenga. O
insuficiente nimero de casos detectados
proporcionou-nos uma reflexdo sobre a
metodologia empregue de forma a que,
futuramente, se possa maximizar o nu-
mero de diagnosticos de infecgdes respi-
ratérias pelo virus influenza.

INFLUENZA RESPIRATORY TRACT
INFECTIONS: COMMENTS ABOUT
THE LACK OF DIAGNOSIS

ABSTRACT

Background: Influenza virus yearly
affects 10-40% of children and 0,5-1%
of them will need hospital admission.
While studying the prevalence of influ-
enza virus infections in children admitted
in Hospital de Dona Estefania (Lisbon)

during January 2004 and June 2006, the
authors found only nine diagnosed cases
of influenza.

Aims: To identify the possible caus-
es of the detected lack of influenza diag-
nosis during that length of time.

Methods: The authors considered
the following hypothesis: 1) low incidence
of Influenza infections during the period of
the study; 2) insufficient clinical requests
for investigate Influenza as a possible
aetiology of respiratory infections; 3) Low
detection caused by errors in technical
procedures used in the diagnostic meth-
odology. The requests for laboratorial di-
agnosis of Influenza were analyzed and
an inquiry about technical procedures
in Influenza laboratorial diagnosis was
made to nurses and clinical staff. The
information was completed with consulta-
tion of the patient files. The laboratorial di-
agnosis was made using indirect immun-
ofluorescence assay (Kit VRK®, Bartels).

Results: We found that the most
important cause of the lack of diagnosis
was the existence of errors in technical
procedures used in the diagnostic meth-
odology, leading to a low rate of respira-
tory virus identification — 23% .

Comments: The exact influenza
diagnosis helps in the surveillance of its
morbidity and mortality. In order to do it
correctly, all health care professionals
need to rigorously carry on the accurate
procedures that lead to the proper diag-
nosis of this disease. In our case, the
insufficient number of diagnosis gave us
the opportunity to reflect about the applied
methodology so that, in the future, we can
maximize the number of diagnosis of in-
fluenza respiratory tract infections.

Key-words: Influenza, diagnosis,
children
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