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APRESENTACAO

Este livro reiine uma coletanea de capitulos apresentados na
VI Mostra dos Trabalhos de Conclusao de Curso da Especializacao
em Vigilancia Laboratorial em Saude Puablica do ano letivo de 2024,
trazendo estudos inovadores e relevantes sobre as areas de
vigilancias epidemiologia, sanitaria e ambiental em diferentes
temas abordados nos laboratorios do Instituto Adolfo Lutz.

Com uma abordagem cientifica e aplicada, os capitulos
exploram o diagnostico laboratorial, caracterizacao
epidemiologica, impacto em saude publica e novas estratégias de
controle e prevencao de agravos em saude, destacando a
importancia da atuacao dos laboratorios na detec¢cao e mitigacao
de surtos, que estao relacionados a atuacao laboratorial em
respostas as demandas dos Sistemas Estadual e Nacional de
vigilancia em Saude, aprimorando o processo de formacao de
profissionais, de modo a desenvolver uma compreensao ampla e
integrada das acoes do sistema de satde do SUS.

Esta obra @ uma referéncia essencial para profissionais da
saltide, pesquisadores e estudantes interessados no fortalecimento
da vigilancia laboratorial e no avanco das estratégias de combate a
doencas.
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ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS NO CORACAO, BACO,
FIGADO E INTESTINO DE CALOMYS CALLOSUS INFECTADOS
PELO TRYPANOSOMA CRUZI NAS FASES AGUDA, CRONICA E

APOS IMUNOSSUPRESSAO QUIMICA

Caroline Correia Jorge Pires!; Profa. Dra. Gislene Miitsue Namiyama Nishina?;
Noemi Nosomi Taniwaki?

L Instituto Adolfo Lutz, Nicleo de Microscopia Eletronica, Centro de Formagéo de
Recursos Humanos SUS/SP "Dr. Anténio Guilherme de Souza", S&o Paulo-SP, e-mail:
pircarol@gmail.com
2 Nucleo de Microscopia Eletronica, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo (SP)

Resumo: A doenca de Chagas (DC) é uma doencga cronica humana, causada pelo protozoério
Trypanosoma cruzi, que acomete milhdes de individuos globalmente. Configurando-se
como uma séria questdo de Salde Publica no Brasil, esta doenca lidera entre as doencas
tropicais negligenciadas. Neste estudo, investigamos um modelo experimental da doenca de
Chagas em Calomys callosus (roedor da familia Cricetidae) e acompanhamos sua evolugao
em diferentes fases da doenca. Calomys callosus foram infectados pelo T. cruzi da cepa G
(T. cruzi 1) e coracdo, figado, baco e intestino foram processados em parafina, cortados e
corados, a fim de identificar padrbes lesionais histopatologicos nas fases aguda, cronica e
em animais cronicamente infectados e imunossuprimidos. Investigamos se haviam
diferencas nas lesdes teciduais, isto &, se havia relacdo entre o infiltrado inflamatério, a
presenca ou ndo de ninhos e a agressdo ou ndo aos 6rgaos relacionados com este parasita em
cada fase da doenca. Na fase aguda, foram identificadas lesGes inflamatorias acompanhadas
pela presenca de formas amastigotas no coracdo, figado e baco. Na fase crbnica, houve
predominancia de infiltrado mononuclear e de eosinéfilos no coracao, baco e intestino. Nos
animais cronicamente infectados e imunossuprimidos, observaram-se fibrose no coragéo,
presenca de ninhos no baco e infiltrado mononuclear e eosinéfilos no coracdo, baco e
intestino. As interacBes complexas entre células e fatores humorais durante a infeccdo
revelaram-se fundamentais para o curso da doenca, destacando-se a atuacdo de macrofagos,
plasmdcitos, fibroblastos e eosinofilos nas lesGes desses orgdos. Este estudo reafirma a
relevancia na pesquisa da doenca de Chagas e a utilizacdo de modelos experimentais, para a
investigacdo da dindmica da DC, que sugerem respostas imunolégicas diferenciadas e se
padrdes lesionais especificos relacionam-se as distintas fases da doenca. Tais achados
oferecem uma compreensdo aprofundada da patogénese da DC e abrem perspectivas para
futuras intervencdes terapéuticas.

Palavras—chave: doenca de Chagas; patologia veterinaria; Trypanosoma cruzi; Calomys
callosus.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é a infec¢do humana crdnica causada por um protozoario,
0 Trypanosoma cruzi. A doenga de Chagas afeta de 8 a 10 milhGes de pessoas mundialmente
(MILLS, 2020). No Brasil, € um problema persistente de Satde Publica. Esta doenca foi a
principal causa de incapacidade entre todas as doencas tropicais negligenciadas, seguida pela
esquistossomose e pela dengue. No estudo de GONCALVES et al. (2021) verificou-se que
no periodo de 2010 a 2019 foram registados 45.409 dbitos nas cinco regides brasileiras,
indicando também uma relacdo entre a vulnerabilidade social e 0 acometimento da DC.

A DC também é um desafio devido a qualidade dos sistemas de saude, aléem do
numero de doencas subdiagnosticadas e subtratadas em individuos de areas ndo endémicas.
O diagnostico depende do estagio da doenga — aguda e crénica. Sendo a primeira dificil de
caracterizar clinicamente, pois seus sinais clinicos geralmente sdo assintomaticos e, se
houver manifestacdes sdo transitdrias e inespecificas, portanto, tendem a ser negligenciados
(DURAES-OLIVEIRA et al., 2024). Entre 2003 e 2018, foram notificados 4.556 casos da
forma aguda da doenca de Chagas (SANTOS et al., 2020). A fase cronica geralmente esta
associada a alteracbes permanentes nos sistemas nervoso e digestivo, assim como
modificacbes cardiacas graves que podem durar por toda a vida do paciente (DURAES-
OLIVEIRA et al., 2024).

A DC é uma zoonose, sendo que o T. cruzi tem a capacidade de infectar diversas
especies de mamiferos, como por exemplo, guaxinins, gambas, ratazanas e cées
(GONCALVEZ et al., 2021). O ciclo peridomiciliar do parasita desempenha um papel
importante uma vez que, a infeccdo dessa espécie pode indicar a presenca de uma
transmissdo ativa de T. cruzi e, representam um risco aumentado & infecgdo humana
(DURAES-OLIVEIRA et al., 2024).

Calomys callosus € um roedor pertencente a familia Cricetidae, nativa da América
do Sul, de tamanho semelhante ao camundongo. E um hospedeiro natural tolerante ao T.
cruzi, devido a sua alta permissividade a infeccdo, e sua capacidade de manter uma
parasitemia regular e de longo prazo (ROSA et al., 2022). Comparando-se a infeccdo em
camundongos e Calomys sp., os camundongos apresentam lesdes inflamatdrias e fibrose no
miocardio persistentes, decorrente de uma colonizacdo por formas amastigotas. Calomys
embora inicialmente, tenham lesdes inflamatérias e fibrose, eventualmente apresentam
regressao das lesdes com reconstitui¢do tecidual (ANDRADE et al., 1994).

Acredita-se que, as complexas interacdes que ocorrem entre células e fatores
humorais durante a infeccdo pelo T. cruzi, desempenhem um papel critico no curso da doenca
(SANTOS et al., 2008). BORGES et al. (1992) observaram que, as principais células
envolvidas nas lesfes induzidas pela presenca de formas amastigotas de T. cruzi eram os
macrofagos e os fibroblastos. Em outro estudo, SANTOS et al. (2004) confirmou as
peculiaridades de respostas de C. callosus quando infectados por diferentes cepas do T. cruzi.

Neste trabalho, desenvolvemos um modelo experimental da doenga de Chagas em
Calomys callosus e acompanhamos sua evolucdo em diferentes fases da doenca. Através da
histopatologia com coloracdes especificas e técnicas de imunohistoquimica, foram
identificados os tipos de lesdes presentes no coracdo, baco, figado e intestino destes animais
nas fases aguda, cronica e em animais cronicamente infectados e imunossuprimidos.

MATERIAL E METODOS
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Calomys callosus (Borges et al., 1982), fémeas, com 4 a 6 semanas de idade foram
infectadas com T. cruzi da cepa G (isolado de um marsupial da familia Didelphidae, da
regido Amazonica) com 1x10° tripomastigotas/ animal por via intraperitoneal. Os animais
foram divididos em 3 grupos:

a. Animais na fase aguda de infeccao;
b. Animais na fase crénica ap6s 12 meses de infecgéo;
c. Animais crénicos e imunossuprimidos (com ciclofosfamida) apds 12 meses de

infeccdo.
Processamento histopatolégico

Os orgéos (coracao, baco, figado e intestino) foram retirados e fixados em solugéo
de formaldeido (4%) em tampdo fosfato salina (PBS), desidratados em concentracdo
crescente de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os blocos foram cortados
em microtomo e colhidos em lamina.

Coloragédo de Hematoxilina-Eosina (HE)

Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em concentragdes decrescentes
de alcool e lavados com &gua. Os cortes ficaram imersos em Hematoxilina de Harris por 1
minuto e apds foram lavados com &gua. Em seguida foram mergulhados rapidamente em
alcool-acido, lavados em &gua, € mergulhados rapidamente em agua amoniacal e lavados em
agua. Apds este processo foram corados com Eosina por 1 minuto. Logo apds, foram
desidratados em alcool em concentragdo crescente e diafanizados em xilol e montados com
laminula.

Coloracéo de Tricromico de Masson

Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em alcool e lavados em agua
corrente por 5 minutos. Em seguida, foram mordentados em solugéo de Bouin por 1 hora a
60°C e lavados novamente em agua corrente até remover o pigmento amarelado, sendo entao
imersos em agua destilada. Posteriormente, os cortes foram corados com Hematoxilina
Férrica de Weigert, seguidos de nova lavagem. Apds, foram corados em solugdo de Escarlate
de Biebrich por 5 minutos, seguidos por lavagem em &gua destilada, e diferenciados em
solucdo de &cido fosfotungico-fosfomolibdico por 15 minutos, com outra lavagem em agua
destilada. Foram entdo corados com azul de anilina por 5 minutos, lavados em agua
destilada, tratados com &cido acético glacial 1% por 3-5 minutos, lavados novamente e, por
fim, desidratados em alcool e diafanizados em xilol e montados em resina sintética.

O Tricrémico de Masson realca as fibras de coldgeno em azul ou verde. A queratina
e fibras musculares ficam coradas em vermelho claro ou rosa e o ntcleo em preto.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Neste estudo, foram observadas as alteracBes histopatologicas de coracdo, baco,
figado e intestino de Calomys callosus, infectados pelo T. cruzi da cepa G, em diferentes
fases de infeccdo. As lesdes foram classificadas na descricdo microscopica de BARROS
(2021), que direciona a nomenclatura utilizada como: focal, multifocal, multifocal a
coalescente e difusa. Também foram registradas a presenca ou auséncia de células
inflamatorias, tais como linfécitos, eosindfilos, macrofagos, células gigantes
multinucleadas, entre outras. Também foram avaliadas a presenca de fibrose, necrose, perda
da estrutura tecidual e presenca ou ndo de ninhos de amastigotas.

Fase aguda

Em humanos, a doenca de Chagas (DC) apresenta uma variabilidade clinica, comecando
com uma breve fase aguda, caracterizada por alta parasitemia. No entanto, essa fase aguda
geralmente passa despercebida na maioria dos casos, devido a escassez ou auséncia de
manifestacdes clinicas. Embora o coracdo seja o principal 6rgao afetado, a presenca de
amastigotas também é observada em outros 6rgdos (LANDSGAARD et al., 2023). Neste
estudo, observou-se que 0 coracao e o baco apresentaram maior quantidade de amastigotas
em pseudocistos.

No coracdo, o miocardio foi a regido mais afetada, seguido pelas auriculas. Foram
observados pseudocistos Unicos ou multiplos em alguns animais na fase aguda, como
demonstrado na Figura 1. Os cardiomidcitos continham pseudocistos, que exibiam
numerosas formas diminutas de amastigotas, caracterizadas por citoplasma basofilico com
nacleo central e cinetoplastos pouco discerniveis. Observou-se infiltrado inflamatoério
marcante composto por linfocitos e histiocitos. Adicionalmente, observou-se degeneragdo
nos cardiomidcitos, alguns apresentando citoplasma altamente eosinofilico e necrose, como
ilustrado na Figura 2. No estudo de DA SILVA (2011), foram observados achados
semelhantes relacionados ao infiltrado inflamat6rio, com um grande nimero de macrofagos
nos animais infectados pela cepa G. MAGALHAES-SANTOS (2005) relatou um infiltrado
inflamatdrio elevado e lesbes necréticas predominantemente no miocardio. No entanto, essas
lesbes cardiacas diminuiram em intensidade apds 25 a 35 dias, sendo substituidas por
necrose focal e infiltracbes mononucleares focais.

Figura 1 - Corte de coracdo (miocardio) de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa
G na fase aguda. Observa-se um grande pseudocisto com amastigotas identificados pela seta,
entremeados aos cardiomidcitos que se apresentam em degeneracdo. Coloracdo de
Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400x.
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Figura 2- Corte de coracdo (miocardio) de C. callosus infectado com T. cruzi da cepa G
na fase aguda. Observa-se um infiltrado inflamatorio focal (estrela) com presenca de células
mononucleares compostas por linfécitos e histiocitos. Cardiomiocitos adjacentes
apresentam-se necroticos com aumento de eosinofilia e nucleos picnoticos (seta). Aumento

de 200x.
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No baco, a inflamacdo granulomatosa foi predominante, com a presenca de células
gigantes multinucleadas, identificadas na fase aguda. Além disso, notou-se aglomerados de
amastigotas, com macrofagos fagocitando ativamente os parasitas, como mostrado nas
figuras 3. Segundo ZACHARY (2018), a inflamagéo granulomatosa é um padréo distinto de
inflamacdo cronica, sendo uma tentativa celular de conter agentes agressores de dificil
erradicacdo, como o T. cruzi.

Figura 3 — Corte de bago de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa G na fase aguda.
Notam-se aglomerados de amastigotas (seta) entremeados por células mononucleares e areas
hemorragicas. Observam-se células gigantes multinucleadas (estrela). Coloracdo de
Hematoxilina-Eosina. Aumento de 200x.
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Entre todos os animais estudados na fase aguda, apenas um apresentou alteracdo no
figado, com presenca de amastigotas nos sinuséides dos hepatdcitos e inflamacdo multifocal
mononuclear, composta predominantemente por linfocitos, conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Corte de figado de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa G na fase aguda.
Observa-se um infiltrado inflamatério multifocal com presenca de células mononucleares
compostas por linfocitos e histidcitos. E possivel encontrar amastigotas nos sinusoides dos
hepatdcitos e amastigotas aglomerados (seta) no citoplasma de um hepatdcito. Coloragéo de
Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400x.
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N&o foram observados focos inflamatdrios ou alteracfes significativas no intestino
durante a fase aguda.

Fase crbnica

Em humanaos, a fase aguda da infecgcdo geralmente se resolve espontaneamente; contudo,
0S pacientes permanecem cronicamente infectados. O envolvimento cardiaco é a
manifestacdo mais frequente e grave da doenca, enguanto, o comprometimento
gastrointestinal é menos comum (PEREZ-MOLINA, 2018). A carga parasitaria na fase
aguda, influencia diretamente a gravidade das manifestacdes na fase cronica. Dessa forma,
0 controle da parasitemia na fase aguda estd intimamente relacionado, a severidade da
patologia na fase crénica (MARINHO et al., 1999). Durante a fase cronica, a inflamacéao é
o principal fator que determina a progressdo da doenca (PEREZ-MOLINA, 2018).

Na fase cronica deste estudo, os achados histopatolégicos foram significativos, com
presenca de fibrose, necrose significativa e perda moderada da estrutura tecidual.
Diferentemente da fase aguda, ndo foram observados pseudocistos ou amastigotas, ap6s 12
meses de infeccdo. Além disso, 0 padrdo inflamatério apresentou variagdes, com aumento
moderado de eosinofilos, principalmente, no baco e nos intestinos.

A fase cronica no coragdo foi caracterizada por inflamagdo multifocal, composta
predominantemente por linfocitos, histiocitos e fibroblastos, como visto na Figura 5 e pela
presenca de fibrose, degeneracdo de fibras cardiacas e elevados niveis de necrose(Figura.6).
O estudo de MARINHO et al. (1999) também relataram infiltrado inflamatorio e fibras
cardiacas degeneradas. Segundo ALVAREZ et al. (2014), a auséncia de ninhos de
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amastigotas, pode contribuir para a perpetuacdo do parasita e a patologia cardiaca na fase
cronica. Esse processo provavelmente exibe um elevado grau de variabilidade, refletindo a
interacdo entre 0 hospedeiro e o parasita.

Figura 5 — Corte de coracdo (miocardio) de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa
G na fase cronica. Infiltrado inflamatorio multifocal a coalescente moderado de linfdcitos,
plasmécitos e menos histiécitos (estrela), que frequentemente separam e cercam 0S
cardiomidcitos; fibroblastos e depdsitos de matriz também séo vistos. Também é possivel
ver cardiomiocitos necroticos que apresentam sarcoplasma fragmentado, eosinofilico e
contém nucleos picnéticos. Coloracdo de Hematoxilina-Eosina. Aumento de 200x.

Fonte: Acervo pessoal (2024)
Figura 6 - Corte de coracdo (miocardio) de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa
G na fase crbnica. Mostrando infiltrado mononuclear intersticial, fibroblastos e depdsitos de
matriz e fibrose (seta). Coloragdo de Hematoxilina-Eosina. Aumento de 200x.
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Fonte: Acervo pessoal (2024)

No baco, o achado principal da fase cronica foi um aumento significativo de eosindfilos.
Diferente da fase aguda, ndo houve presenca de células gigantes multinucleadas. Outro
achado nao especifico foi a pigmentacdo marrom a dourada multifoca
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esplénica, conforme ilustrado na Figura 7. OLIVEIRA et al. (1993) observaram, no bago de
camundongos apos 300 dias de infecgdo, infiltrado composto por plasmacitos.

Figura 7 - Corte de bago de C. callosus infectado com T. cruzi da cepa G na fase cronica.
E possivel ver aumento de eosinéfilos entremeando a polpa vermelha e branca. Também é
possivel ver pigmentacdo marrom a dourado multifocal (seta) dentro da polpa branca
esplénica. Coloragdo de Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400x.

No figado (Figura 8), houve perda moderada da estrutura, com degeneracdo de
hepatdcitos, necrose e infiltrado composto principalmente por linfcitos. Observou-se
também perda dos bordos dos hepatdcitos, anisocariose e anisocitose acentuadas, com alguns
nucleos apresentando aumento de basofilia.

Figura 8 - Corte de figado de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa G na fase
crénica. Mostrando perda de estrutura, com hepatdcitos em degeneracdo, necrose.
Hepatdcitos com perda dos bordos dos hepatdcitos (seta), alta anisocariose e anisocitose.
Além de nlcleos com aumento de basofilia. Coloracdo de Hematoxilina-Eosina. Aumento
de 200x.
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Fonte: Acervo pessoal (2024)

O intestino exibiu infiltracdo eosinofilica difusa, predominantemente na lamina prépria,
seguida pelas criptas e camada muscular da mucosa. Infiltrados esparsos entre as células
também foram observados, como mostrado nas Figuras 9 e 10. Segundo ALVAREZ et al.
(2014), o colon e um local onde o T. cruzi persiste cronicamente; no entanto, em nosso
estudo, ndo foram encontrados parasitas visiveis em qualquer regido intestinal.

Figura 9 - Corte de intestino de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa G na fase crénica.

Infiltrado inflamatorio difuso composto por eosinofilos (seta) na lamina prépria. Coloragéo
de Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400x.
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Figura 10 - Corte de intestino de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa G na
fase cronica. Na regido das criptas, camada muscular da mucosa e 1amina propria € possivel
ver infiltrado de eosinofilos (seta). Coloracdo de Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400x.

e T

Fonte: Acervo pessoal (2024)

Animais cronicamente infectados e imunossuprimidos

A reativacgdo da infeccdo em individuos na fase crénica pode ocorrer em varias condi¢des
de imunossupressao, como durante tratamentos com medicamentos imunossupressores para
prevenir rejeicao de transplantes ou em doencas imunossupressoras, como leucemia e AIDS
(SARTORI et al., 1998).

Em animais cronicamente infectados e imunossuprimidos deste estudo, os achados
histopatologicos mais intensos estavam relacionados a necrose, com acentuada perda da
estrutura tecidual no coracdo e no figado. Além disso, foram observados um padrdo
inflamatorio caracterizado pela presenca de eosinéfilos em todos os quatro érgéos estudados,
com maior destaque no coracao, intestino e baco.

No coragdo, o principal achado foi o infiltrado inflamatério composto
predominantemente por eosinéfilos e células mononucleares (Figura 11), na maioria dos
casos apresentado de forma difusa, e raramente de maneira multifocal a coalescente.
Também foi observada necrose significativa, com perda das margens celulares e
degeneragéo tecidual.

Figura 11 - Corte de coracdo (miocardio) de C. callosus infectado pelo
ap6s imunossupressao. Observa-se infiltrado inflamatorio



predominantemente por eosinofilos, linfocitos e plasmocitos. Coloragdo de Hematoxilina-
Eosina. Aumento de 400x.
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Fonte: Acervo pessoal (2024)

Os achados no baco em animais imunossuprimidos revelaram um infiltrado
inflamatdrio difuso, com eosinodfilos presentes na polpa branca e vermelha, conforme
ilustrado na figura 12. No estudo de ANDRADE et al. (2003), camundongos infectados com
T. cruzi e submetidos ao tratamento com imunossupressores mantiveram sua resposta
leucocitaria, mesmo sob influéncia dessas drogas ou em tratamento com benzonidazol,
apresentando hiperplasia leve a moderada dos foliculos linfoides, sem proliferagdo das
células dos centros germinativos. Isso demonstra que, C. callosus exibe uma resposta
imunoldgica diferenciada, em relacéo a outras espécies.




VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

Figura 12 — Corte de baco de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa G ap6s

imunossupressdo. Observam-se células gigantes (seta) presentes na polpa vermelha.
Coloracdo de Hematoxilina-Eosina. Aumento de 200x.

Fonte: Acervo pessoal (2024)

O figado foi 0 6rgdo que apresentou maior perda estrutural e necrose, com destruicéo
celular dos hepatdcitos, anisocariose e anisocitose acentuados, além de aumento da basofilia
nuclear, como visto na Figura 13.

Figura 13 - Corte de figado de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa G ap6s
imunossupressao. Observa-se perda estrutural e necrose, com destruicdo celular dos

hepatdcitos, anisocariose e anisocitose acentuados. Coloracdo de Hematoxilina-Eosina.
Aumento de 400x.

P D

Fonte: Acervo pessoal (2024)

As alteragBes observadas no intestino em animais imunossuprimidos foram
semelhantes as da fase cronica (Figura 14), caracterizadas por inflamacao eosinofilica difusa.
Infiltrados dispersos entre as células foram notados, assim como na fase crd
Figura 14 — Cortes de intestino de C. callosus infectado pelo T. cr
imunossupressdo. Observa-se infiltrado inflamatério difuso, composto
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por eosindfilos (setas) na lamina propria, criptas e camada muscular. Coloracdo de
Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400x.
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Fonte: Acervo pessoal (2024)

Adicionalmente, foi realizada a coloracdo de Tricromico de Masson, que permitiu
visualizar o padrao de fibrose caracteristico da DC. Foi possivel observar fibrose intersticial
e focal em animais cronicamente infectados ap6s 12 meses e, extensa fibrose intersticial no
coragdo de animais imunossuprimidos, como ilustrado na Figura 15.

Figura 15 — Corte de coracdo de C. callosus infectado pelo T. cruzi da cepa G na fase

cronica. Observa-se fibrose intersticial focal. Coloracao de Tricrémico de Masson. Aumento
de 400x.

Fonte: Acervo pessoal (2024)

N&o houveram alteracdes significativas relacionadas a fibrose na fase aguda, assim
como alteragdes em outros 6rgéos.

CONCLUSOES

O estudo realizado demonstrou que a infeccdo pelo Trypanoso
variacOes significativas na resposta inflamatdria e na gravidade das |
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orgéos, dependendo da fase da doenca e do estado imunolégico do hospedeiro. A fase aguda
foi marcada pela presenca de pseudocistos de amastigotas, especialmente no coracéo, no
baco e no figado, com inflamacao granulomatosa, predominante no baco. Por outro lado, os
animais cronicamente infectados e imunossuprimidos apresentaram maior intensidade de
fibrose, necrose e perda de estrutura tecidual, sem a presenca de parasitas visiveis, refletindo
a complexidade da resposta imunoldgica prolongada.

Os achados histopatolégicos do coracdo, baco, figado e intestino reforcam a
variabilidade da resposta inflamatoria e a importancia dos macréfagos como mediadores da
patologia tanto nas fases aguda quanto apds imunossupressdo. O envolvimento cardiaco,
com inflamacdo difusa e fibrose progressiva, foi consistente com as manifestaces
observadas em humanos, destacando a relevancia deste modelo animal, para o estudo da
doenca de Chagas. Ademais, o estudo confirmou a importancia da carga parasitéaria na fase
aguda e provavelmente, a cepa do parasita (cepa G), como determinantes da gravidade das
manifestacdes crénicas, alinhando-se com as conclusGes de estudos prévios. Apds a
imunossupressao, observou-se a reativacdo da infeccdo em alguns érgdos, com maior
intensidade de fibrose, necrose e perda de estrutura tecidual, sugerindo que, a
imunossupressao pode agravar as lesdes causadas pela doenca.

Em resumo, este trabalho contribuiu para o entendimento das complexas interacfes
entre o parasita T. cruzi e o sistema imunolégico do hospedeiro. Os achados reforcam a
importancia de se aprofundar no estudo das respostas inflamatérias, durante as diferentes
fases da doenca e dos mecanismos que, modulam a progressdo da patologia. Futuras
pesquisas poderiam focar na exploracdo de terapias, que visem controlar a inflamacao,
prevenindo a progressdo dos danos teciduais e melhorando o prognéstico de pacientes
chagaésicos.
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A leishmaniose visceral (LV) é causada no Brasil pelo protozoario Leishmania infantum e
transmitida pela picada de insetos flebotomineos. A LV é grave em individuos ndo tratados,
criancas desnutridas e imunossuprimidos, como portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). A coinfeccdo LV/HIV resulta em maior propenséo a recidivas e falha no
tratamento. O objetivo deste trabalho foi realizar revisdo bibliografica da coinfeccéo
LV/HIV. Foram selecionados artigos do Pubmed, SCiELO, Google académico, Lilacs, dados
de manuais do Ministério da Saude e do DATASUS. A revisdo foi limitada a casos no Brasil
e indicou que essa coinfeccdo € um problema no pais, especialmente nas regides Nordeste,
parte do Centro-Oeste e grande parte do Sudeste. Isso destaca a importancia de medidas
eficazes de controle, prevencéo e tratamento, especialmente em areas endémicas e em grupos
de risco.

Palavras-Chave: virus da imunodeficiéncia humana; Leishmaniose visceral, Leishmania
(Leishmania) infantum e coinfeccao.

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo causadas por diferentes espécies do género Leishmania e
transmitidas através da picada de flebotomineos fémeas da familia Psychodidae (OPAS,
s.d.a.). No Brasil, segundo o Ministério da Saude (MS), cerca de 72.290 casos de
Leishmaniose Visceral (LV) foram notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo, no periodo de 2000 a 2020. No inicio, a LV era uma condicéo restrita & area
rural, mas devido a urbanizacao, tornou-se mais frequente, sobretudo em areas com baixos
indicadores socioecondmicos e grande concentracdo de cdes domésticos, uma vez que sao
reservatorios urbanos de L. (L.) infantum. Como outras doencas, tem alta letalidade em
individuos ndo tratados, criancas desnutridas e individuos imunocomprometidos como 0s
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (BRASIL, 2024c).

Em 2023, havia 39,9 milhdes de pessoas infectadas com HIV no mundo, das quais
434.803 foram notificadas no Brasil no periodo de 2007 a 2023 (BRASIL, 2023a). O HIV,
causador da aids (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), enfraquece o sistema
imunologico do portador, pois tem como alvo células TCD4+, propiciando o individuo
infectado a adquirir novas doencas, como a LV (BRASIL, 2024b; DE BARROS DANTAS,
2022).

A coinfeccdo LV/HIV é uma condigcdo emergente, de alta gravidade; presente em 42
paises e que, desde 0s anos 1990, tem apresentado aumento no numero de casos. No Brasil,
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3.337 casos da coinfeccdo foram relatados entre 2011 e 2020. A coinfeccdo LV/HIV
aumenta a mortalidade, causada por falhas terapéuticas, e o0 nimero de recidivas, além de
provocar manifestacdes clinicas incomuns nos tratos gastrointestinal, respiratorio, cardiaco,
renal, adrenal, sinovial e cerebral (BRASIL, 2015; OPAS, s.d.a; SANTOS et al., 2022).

O objetivo deste trabalho foi realizar revisdo bibliografica acerca do tema e
selecionar artigos em base de dados. A revisao foi limitada a casos no Brasil, no periodo de
2007 a 2022, que abordam a coinfeccdo LV/HIV.

MATERIAL E METODOS

Foram estabelecidas as seguintes etapas: levantamento bibliogréafico; classificacdo
das pesquisas; andlise dos estudos; interpretacdo dos resultados e consolidacdo dos
conteudos. Neste processo, surgiram 0s seguintes questionamentos: qual a prevaléncia de
coinfecgcdo LV/HIV em diferentes regides do Brasil? Existem &reas onde a coinfeccdo é mais
comum? Quais 0s sinais e sintomas clinicos da coinfeccéo por LV e HIV? A busca nas bases
de dados foi realizada entre maio e outubro de 2024 nos acervos PubMed, SciELO, Google
académico, Lilacs, Science Direct manuais do MS e no DATASUS. Considerou-se artigos
publicados na integra, no periodo de 1990 a 2024, nos idiomas portugués ou inglés, por meio
dos descritores Leishmaniose Visceral, HIV e coinfec¢éo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Leishmaniose Visceral

No Brasil, L. (L.) infantum é a espécie causadora de LV e seu principal vetor é o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis. Este parasito tem duas formas morfoldgicas:
promastigota e amastigota (OLIVEIRA, 2007).

Quando as fémeas de flebotomineos se alimentam do sangue de um hospedeiro
vertebrado infectado (caes, homem e animais silvestres), estas ingerem amastigotas que, no
inseto, transformam-se em promastigotas. Ao picar outro hospedeiro, 0 inseto regurgita
parasitos que entram na corrente sanguinea e sdo fagocitados por células fagociticas. No
interior dessas células, as promastigotas se transformam novamente em amastigotas, se
reproduzem, rompem as células hospedeiras e infectam novas células (BRAZ, 2021; OKU,
2023). Além da transmissdo pelo vetor, a doenca pode ser adquirida atraves do
compartilhamento de agulhas, materiais perfurocortantes contaminados e transfusdo de
hemoderivados. Seus sintomas incluem: febre irregular e de longa duracdo; astenia;
adinamia; anemia; esplenomegalia; hepatomegalia; leucopenia; trombocitopenia (BRASIL,
2023c).

O diagndstico laboratorial da LV pode ser feito através de técnicas sorologicas,
moleculares, parasitoldgicas e cultura, sendo os testes soroldgicos os mais indicados. O teste
imunocromatografico de LV, quando reagente, exclui a necessidade de testes adicionais,
indicando positividade na amostra do paciente. Os medicamentos utilizados para o
tratamento sdo antimoniato de meglumina, a anfotericina B e a sua forma lipossomal, sendo
que a escolha varia de acordo com faixa etéria, presenca de gravidez e comorbidades como
0 HIV (AGUIAR; RODRIGUES, 2017; BRASIL, 2024a).

Virus Da Imunodeficiéncia Humana
O HIV ataca, principalmente, células T CD4+, macrdfagos e células da'microglia. Se nao
tratado, o referido virus destréi o sistema imunolégico, evoluindo para a aids e facilita
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infeccdes oportunistas (VAN HEUVEL et al., 2022). Sua transmissdo ocorre através do
contato sexual, pela via parenteral, de forma congénita e pela amamentacdo. O diagndstico
pode ser realizado através de métodos soroldgicos ou moleculares (BRASIL, 2024a). Sem
tratamento, a infeccdo pelo HIV pode progredir para a fase aguda, com sintomas como febre,
mal-estar e dor de cabeca. Ademais, pode haver candidiase oral, neuropatia periférica e
outras complicacdes. Na fase de laténcia, a reducéo das células T CD4+ permite a reativagdo
de doencas secundarias e a evolucdo para a aids. (BRASIL, 2024a; DE BARROS DANTAS
etal., 2022).

No Brasil, a terapia antiretroviral, preconizada pelo MS, é baseada no uso de
tenofovir com lamivudina e dolutegravir. A medicacdo auxilia na recuperacdo do sistema
imunologico, melhora a qualidade de vida e reduz carga viral (BRASIL, 2024a; BRASIL,
2024d; VAN HEUVEL et al., 2022). A Profilaxia Pré-Exposicdo (PrEP) é uma estratégia de
prevencdo contra o HIV disponivel no SUS, que baseia-se no uso de antiretrovirais antes da
exposicao ao virus. A Profilaxia Pés-Exposicdo (PEP), por sua vez, € utilizada em situagdes
de urgéncia ap0s a exposicao ao virus (BRASIL, s.d.; ZUCCHI et al., 2018).

Coinfeccao LV/HIV

A coinfeccdo LV/HIV é um desafio para o controle e prevencdo da doenca.
Portadores do HIV sdo mais suscetiveis a infeccao por LV devido a baixa imunidade. O HIV
ataca as células T CD4+ e macréfagos, enquanto a leishmaniose destréi neutréfilos,
macrofagos e células dendriticas. Apds a reducdo do numero de células, a resposta
imunolégica Thl é substituida pela resposta Th2. Essa condicdo provoca maior falha
terapéutica, alta mortalidade e aumento das recidivas, quando comparadas a pacientes com
LV, apenas (TAKELE et al., 2022; VIANA et al., 2017). Os pacientes coinfectados, por
terem mais recidivas que o comum, podem, gradualmente, parar de responder ao tratamento
e progredir ao ébito (ABONGOMERA et al., 2017).

A coinfeccdo e posterior imunossupressao causam alteracdo na sensibilidade dos
testes laboratoriais. Como exemplo, é possivel citar a imunofluorescéncia indireta que, em
pacientes com LV, apresenta sensibilidade de 80 a 95%, enquanto, nos coinfectados é de 50
a 60%. O diagndstico molecular torna-se uma boa alternativa, visto que busca alvos
especificos do DNA do microrganismo, assim como 0 exame parasitologico que se sustenta
na visualizacédo do parasito. (LINDOSO et al., 2018; VIANA et al., 2017).

A coinfeccdo é mais prevalente em homens de 30 a 39 anos (COSTA et al., 2023) e,
de modo geral, os sintomas sdo semelhantes aqueles da LV. Todavia, podem ser relatados
sintomas atipicos, como tosse e diarreia (DHULIPALLA; CHOUHAN, 2024).

O grafico 1 demonstra a evolucgdo de casos de coinfec¢do LV/HIV de 2007 até agosto
de 2024 (BATISTA et al., 2021). Avalia-se a tendéncia no aumento de casos de HIV, pois,
apenas em 2014, o HIV passou a ser de notificagdo compulséria em casos nao associados a
aids (BRASIL, 2024a). Como medida preventiva contra o HIV, o PrEP e o PEP foram
implementados no Sistema Unico de Sadde (SUS) a partir do final de 2017, sendo instalados,
oficialmente, em 2018. O aumento de casos de HIV, a partir de 2019, pode ter influéncia
pela desisténcia da PrEP devido a efeitos adversos como dores de cabeca, nauseas e falta de
apetite. Pode estar relacionado também ao esquecimento do uso da medicagéo, uso de drogas
e bebidas alcodlicas, estigma social, desconfianca do parceiro e ndo utilizacdo do
preservativo (ANTONINI et al., 2023; ZUCCHI et al., 2018).

Na figura 1, € possivel observar a distribuicdo dos casos exibidos negréafico™l(até'e
ano de 2022) da coinfeccdo pelo pais, demonstrando os locais com maior prevaléncia da
doenca e areas mais vulneraveis. Os estados com maiores prevaléncias absolutas da doe
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sdo: Maranhdo (829 casos), Minas Gerais (718 casos), Ceara (691 casos) e Mato Grosso do
Sul (576 casos). E provavel que a realidade verificada seja decorrente de fatores ambientais
e socioecondmicos, como 0 agronegacio, e da alta prevaléncia da LV nos referidos estados.
Nos estados do Acre e de Rond6nia, no periodo 2007-2022, os dados em branco podem
indicar subnotificacGes ou registros inconsistentes. Regides do Sul, partes do Sudeste e
estados do Norte, mostram um nimero muito menor de casos de coinfeccdo. Isto pode estar
relacionado a menor incidéncia de LV nesses locais devido a: fatores climaticos - por
apresentarem temperaturas mais baixas, ha influéncia na dispersdo do vetor; medidas
efetivas de vigilancia; acesso ao diagnostico das infecc@es e a informacao referente aos casos
ou, por outro lado, a ocorréncia de subnotificacdes e de falhas no diagnostico. Por ser uma
condicdo que pode gerar resultados falsos e/ou inespecificos em testes soroldgicos, €
necessario que se dé mais atencdo ao diagndstico do paciente (BRASIL, 2023b; DA SILVA
etal., 2023; NINA et al., 2023; VIANA et al., 2017).

A distribuicdo, mostrada na figura 1, demonstra a necessidade de atencédo especifica
em regides endémicas para LV, especialmente onde a prevaléncia do HIV, também, é
preocupante, como no Nordeste, em parte do Centro-Oeste em grande parte do Sudeste. Faz-
se necessaria uma atencdo maior a populacdes de cidades mais remotas do pais com altos
indices de pobreza, desigualdade social, falta de oportunidades econémicas e pouca
fiscalizacdo, cujas condicgdes precérias favorecem o turismo/exploracdo sexual de adultos,
adolescentes e criangas que podem contrair o HIV e néo receber suporte adequado do sistema
de salde para diagnostico e tratamento (IBGE, 2003; MOREIRA, 2020).

Gréfico 1 — Evolugdo dos Casos de Coinfecgdo de Leishmaniose Visceral e HIV por Ano
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Figura 1 — Casos confirmados de coinfeccdo LV/HIV no Brasil 2007 a 2022.
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CONCLUSOES

Deste modo podemos concluir que a coinfeccdo LV/HIV é um grande problema de
saude publica que tem sido negligenciado, em relacdo a outras doencas de notificacdo
compulsoria. Este é um problema multifatorial e multiprofissional, no qual devem ser
considerados fatores socioeconémicos e psicolégicos e a qualidade de vida do individuo,
com vistas a compreender os determinantes da doenga. Os portadores dessa condicao
encontram-se em risco de vida devido a grande deplecdo do sistema imunoldgico, o
consequente surgimento de infecgdes secundarias oportunistas, os altos indices de recidivas
e falhas no tratamento a longo prazo. E necessario que o diagndstico laboratorial detenha
processos mais rigorosos de testagem, pelos quais os pacientes soropositivos para HIV,
assim que diagnosticados, também sejam testados para leishmanioses e vice-versa. No que
se refere aos testes soroldgicos atuais, estes, ainda, apresentam interferéncias significativas
em situacdes de coinfeccdo, o que pode, deste modo, produzir resultados discrepantes
daqueles que, de fato, estariam mais proximos da realidade.
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Resumo: A Febre Maculosa (FM) é uma zoonose causada pela Rickettsia rickettsii,
transmitida por carrapatos do género Amblyomma. O quadro clinico varia de febre aguda
leve a formas graves com risco de morte. Dados recentes mostram um aumento significativo
de casos, especialmente no Sudeste do Brasil, com uma taxa de letalidade de 33,4%. Em
2023, o numero de casos confirmados cresceu 87% em relacdo ao ano anterior. A
identificacdo de biomarcadores, como proteinas recombinantes, é essencial para melhorar o
diagnostico precoce e reduzir a mortalidade. O objetivo deste trabalho foi expressar a
proteina recombinante PhenAl de Rickettsia rickettsii e desenvolver um ensaio ELISA-1gG
com a proteina recombinante OmpA para deteccao de anticorpos em soro de camundongos
imunizados. Neste contexto, utilizou-se Escherichia coli para expressdo da proteina, que foi
avaliada por SDS-PAGE e a rOmpA em ensaios ELISA. Os resultados mostraram que a
proteina recombinante foi expressa com sucesso e que a proteina recombinante OmpA para
R. rickettsii apresentou reatividade imunoldgica, demonstrando do mesmo modo potencial
como biomarcador. O ensaio ELISA também foi eficaz na deteccdo de anticorpos 1gG em
amostras de soro. Concluimos que o ELISA-1gG baseado em proteinas recombinantes pode
ser uma ferramenta promissora para o diagndstico precoce da febre maculosa.

Palavras—chave: Febre Maculosa; Rickettsia rickettsii; ELISA; proteina recombinante

INTRODUCAO

A Febre Maculosa (FM) é uma doenca infecciosa de um grupo de zoonoses causada
por bactérias do género Rickettsia, transmitidas pela picada de carrapatos. A doenga
apresenta um quadro febril agudo e pode variar em gravidade, desde casos leves e atipicos
até formas graves com alto risco de morte. No Brasil, duas espécies de riquétsias estdo
relacionadas a febre maculosa, como a Rickettsia rickettsii, causadora da Febre Maculosa
Brasileira (FMB), considerada a forma mais grave da doenca e a Rickettsia parkeri, que
geralmente leva a quadros clinicos menos severos (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

De acordo com Oliveira et al. (2016), no Brasil, os vetores responsaveis pela
transmisséo da Rickettsia rickettsii sdo os carrapatos do género Amblyomma e das espécies
A. sculptum e A. aureolatum. Para a cepa Mata Atléntica de Rickettsia parkeri, 0 carrapato
associado é o Amblyomma ovale.
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A febre maculosa, registrada pela primeira vez no Brasil em 1929, ocorre em varios
estados, com maior incidéncia em Santa Catarina e S&o Paulo. A doenca, de notificacdo
obrigatdria, possui uma taxa de letalidade média de 32,9%, chegando a 50% no Sudeste, e
apresenta mortalidade entre 20% e 30% devido a dificuldades no diagndstico e tratamento.
Esses desafios, agravados por sintomas inespecificos que se confundem com outras doencas,
tornam a febre maculosa uma importante questdo de salde publica. (Wyatt et al., 2020;
MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

O ndmero de casos confirmados cresceu 62% de 2013 a 2023, com um aumento
notavel de 87% em 2023 comparado a 2022. Entre 2013 e 2023, foram confirmados 761
Obitos associados a febre maculosa, com uma média anual de 69 mortes. A taxa média de
letalidade foi de 33,4%, caindo para 19,3% em 2023, o menor valor registrado. E importante
notar que essas taxas de letalidade s&o calculadas com base no total de casos confirmados,
incluindo tanto a febre maculosa brasileira (causada por R. rickettsii e associada a alta
morbimortalidade) quanto a febre maculosa causada por R. parkeri (que ndo tem associa¢ao
conhecida com formas graves ou 0bitos). Isso pode ter influenciado na diminuicdo da
letalidade ao longo dos anos. Portanto, devido a dificuldade de distinguir entre os casos e
Obitos atribuidos a cada espécie, a letalidade especifica e a avaliacdo global da letalidade
devem ser consideradas no contexto das febres maculosas no Brasil (MINISTERIO DA
SAUDE, 2024).

O método soroldgico mais comum para o diagnostico das rickettsioses é a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), considerada o padrdo-ouro. O diagnostico laboratorial
por RIFI é confirmado pelo surgimento de anticorpos especificos, que aumentam em titulo
com a progressao da doenca, no soro dos pacientes. A primeira amostra de soro deve ser
coletada nos primeiros dias da doenca (fase aguda) e a segunda amostra entre 14 a 21 dias
apos a primeira coleta. Outra possibilidade para tal desafio consiste no ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Este é um teste com alta sensibilidade e especificidade, além de
possuir uma automacao mais facil. Todavia, sua precisdo depende de um antigeno de alta
qualidade e do laborat6rio que executa as analises. Nao ha atualmente no Brasil um teste
comercial de ELISA para o diagnostico de febre maculosa (MINISTERIO DA SAUDE,
2024; Oliveira, 2017).

Conforme Oliveira (2017), podemos verificar um potencial biomarcador para

diagnostico clinico da febre maculosa. Ensaios imunoenzimaticos com a proteina
phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain (phenyl), demonstraram 100% de homologia para
uma sequéncia ja descrita de R. rickettsii e bons resultados de ranking na biosselecdo contra
IgG de soro contra R. rickettsii. Sendo assim, o ensaio de ELISA indireto pode ser utilizado
para verificar o potencial da proteina recombinante Phenyl como antigeno para o diagnostico
da febre maculosa, devido sua facil execucéo e reprodutibilidade da técnica.
Este estudo tem como objetivo expressar uma proteina recombinante de R. rickettsii e
desenvolver um ensaio imunoenzimatico (ELISA) baseado em proteinas recombinantes de
R. rickettsii (RR-1gG-ELISA), com potencial para o diagndstico da febre maculosa
brasileira.

MATERIAL E METODOS

1. Expressao proteica

1.1 Transformacéo bacteriana

Nesta etapa, foi utilizado células quimiocompetentes de Escherichia coli BL21 e
vetor plasmidial PhenAl_tRNA_Pet-32a(+) da empresa GenScript. Para/a transformacao,
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inoculado 1 pL de vetor plasmidial para 200 pL de bactéria. Logo apds a inoculacdo, o
microtubo foi incubado em recipiente contendo gelo picado por 30 minutos. Posteriormente,
realizou-se o choque térmico a 42 °C por 90 segundos em banho seco, seguida de outra
incubagéo em gelo picado por mais 5 minutos. Foi acrescido no microtubo 1 mL de meio de
cultura SOC da Invitrogen (composto por glicose e meio Super Optimal Broth — SOB),
ficando sob agitacdo a 250 rpm por 1 hora a 37 °C. Ap6s o tempo determinado, a cultura
bacteriana foi plaqueada em placa de Petri contendo meio de cultura LB e carbenicilina. A
placa foi incubada overnight a 37 °C em estufa bacteriana. As colonias crescidas foram
isoladas em meio LB e carbenicilina e crescidas novamente a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm
até o dia seguinte. Por fim, as aliquotas de bactérias transformadas foram armazenadas a -80
°C, com Glycerol (Promega, USA) na proporcdo de 1:1, sendo 500 puL de meio em que as
bactérias transformadas cresceram com 500 pL de glicerol.

1.2 Avaliacdo da expressao

A expressdo da proteina recombinante foi avaliada através de um teste de expressdo
utilizando um extrato bruto de bactérias E. coli BL21. Foi realizado um pré-indculo a partir
das bactérias armazenadas no -80 °C com glicerol. Utilizou-se 5 mL de meio LB com 5 pL
de carbenicilina e um raspado das bactérias, crescido sob agitacdo constante de 250 rpm a
37 °C overnight. No dia seguinte, 1 mL do pré-inéculo foi inoculado em 100 mL de meio
LB com 100 pL de carbenicilina, seguindo-se de incubacéo sob agitagdo de 250 rpm a 37 °C
por 1 hora. Apos esse tempo, o crescimento celular foi acompanhado até atingir DO600 nm
entre 0,5 e 0,8. Neste instante, foi retirada uma aliquota de 2 mL (tempo zero) e adicionado
ao restante da cultura IPTG 1 mM incubando-se novamente a 37 °C, sob agitagéo de 250
rpm. Trés aliquotas foram retiradas ap6s 60, 120 e 180 minutos correspondendo ao tempo 1,
2 e 3 respectivamente. Centrifugou-se as amostras a 12000 x g, por 10 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampédo de amostra 2x SDS-
PAGE (Tris/HCI pH 6,8 100 mM, 4% de SDS, 0,2% de azul de bromofenol e 20% de
glicerol). Para a avaliacdo das proteinas recombinantes, o gel de SDS-PAGE foi corado com
Coomassie Brilliant Blue R-250 até a visualizacdo completa das bandas e, em seguida,
descorado com solugédo descorante (10% metanol e 10% &cido acético glacial).

1.3 Expresséo das proteinas recombinantes

A expressdo da proteina recombinante PhenAl foi realizada seguindo um protocolo
adaptado de Sambrook (2012). Foi adicionado 2,5 mL de um pré-in6culo de células de E.
coli BL21 transformadas foram cultivadas em 250 mL de meio LB com 250 pL de ampicilina
e induzidas com 250 pL de IPTG (1 mM) apés atingir DO600 nm de 0,7. Ap6s 1 hora de
inducdo, a cultura foi centrifugada a 10000 x g, por 10 minutos, a 4 °C e lavadas uma vez
com tampdo PBS 1x. O sedimento foi armazenado a -80 °C até sua utilizagdo e o
sobrenadante descartado.

2. Ensaio de ELISA baseado em proteinas recombinantes de R. rickettsii (RR-

IgG-ELISA)

Um ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado com a proteina recombinante
OmpA para a deteccdo de anticorpos da classe 1gG de camundongos imunizados seguindo o
protocolo de Loza (2023). Placas de poliestireno MaxiSorp de 96 pogos (Nunc ®, Rochester,
NY, USA) foram revestidas com 0,5 pg/pogo de proteina recombinante diluidas em 50 pL
de tampdo carbonato/bicarbonato por poc¢o e incubada overnight a 4 °C. No proximo dia as
placas foram lavadas 6 x com PBST 0,5% (PBS com adi¢do de 0.5% Tween 20 [v/v])
utilizando a lavadora de placa Washwell™ (Robonik, Thane, india). Os pocesiforamitratados
com 150 pL/pogo de tampdo de bloqueio (PBST 0,5% contendo 5% dedeite desnatado em
po [m/v]) por 1 hora a 37 °C. As placas foram lavadas novamente 6 X com PBST 0,59
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incubadas com 50 pL de amostra de soro de camundongos imunizados e ndo imunizados
com uma dilui¢do inicial de 1:100 e final de 1:312500 em PBST 0,5% suplementado com
1% de leite desnatado em pd. Apos a incubacdo por 1 hora a 37°C, as placas foram lavadas
6 vezes. Em seguida, as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C com 50 pL de IgG anti-
camundongo (Santa Cruz Biotechnology™, Dallas, TX, EUA), conjugada com peroxidase
diluidaa 1:5000 em PBST 0,5% suplementado com 1% de leite desnatado em po (p/v). Apds
6 lavagens, a reacdo foi executada pela adigdo de 50 puL por pogo da solugdo One-Step—
substrato colorimétrico Linear TMB (Scienco Biotech, Santa Catarina, Brasil). Por fim, a
reagao foi interrompida com a adi¢cao de 50 puL de acido sulfirico 1 M, e a absorbancia foi
medida a 450 nm e 630 nm utilizando o leitor ELISA MB-580 (Heales®, Shenzhen, China).
O valor de corte (cut off) foi calculado como a média da ODusoe30 das amostras de soro
negativas, somada a 3 desvios padrdo. Os niveis de anticorpos foram expressos como indice
ELISA (IE), de acordo com a formula: IE = OD da amostra / OD do valor de corte (cut off).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Expressdo da proteina recombinante PhenAl

As proteinas produzidas por E. coli BL21 passaram por um teste de expressao que
foi avaliado através de SDS-PAGE 12% em diferentes intervalos de tempo. Estes foram
antes da inducdo por IPTG (1mM) e apos a inducdo. Foi possivel identificar a presenca da
proteina apenas apos a indugdo, mas estavam ausentes na cultura celular ndo induzida. Isso
acontece porque o IPTG € um indutor baseado no operon lac, onde este andlogo da alolactose
se liga ao repressor Lacl, impedindo a repressdo do gene LacZ que codifica a p-
galactosidase. Sendo assim, o IPTG vai impedir a repressao da codificacdo da proteina de
interesse (Rozendo, 2014). Percebeu-se que apo6s 1 hora de inducdo, a proteina ja alcancou
uma alta intensidade de expresséo, sendo MW o peso molecular, TO a cultura ndo induzida
e T1, T2 e T3 as horas de inducéo respectivamente (Figura 1). A proteina recombinante de
interesse tem um peso molecular de cerca de 103 kDa como indicado pela seta. O sedimento
foi ressuspendido em tampdo PBS 1x e levado ao sonicador para a ruptura da estrutura
bacteriana e liberacdo da rPhenAl. Apés avaliacdo por SDS-PAGE, foi possivel observar a
proteina se apresentava na porc¢do soltvel e insolavel (Figura 2).
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Figura 1. Gel de SDS-PAGE confirmando a
expressdo da proteina recombinante PhenAl apds
IPTG (ImM).
Fonte: do autor, 2024.
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Figura 2. Gel de SDS-PAGE confirmando a
presenca da proteina recombinante PhenAl na
porcéo sollvel e insollvel.

Fonte: do autor, 2024.

Proteinas recombinantes geralmente precisam do auxilio de moduladores de
dobramento, como as chaperonas, durante a expressdo em E. coli. Em sistemas de
superexpressdo a taxa de agregado proteico costuma ser maior do que a de dobramento
correto. Esses agregados sao conhecidos como corpos de inclusdo. Ajustes nas condigdes de
cultivo, como a temperatura, concentracdo do indutor e tempo de inducgdo, podem reduzir
essa fracdo insoluvel das proteinas. Também foi relatado que alguns aditivos quimicos, como
sorbitol, arginina e trealose podem contribuir para a expressdo da proteina recombinante na
forma solavel (Yamaguchi, 2014).

Foram realizadas algumas tentativas de purificacdo, no entanto, sem sucesso. Nao
houve tempo habil para finalizar esta etapa e por este motivo, para o ensaio ELISA, optou-
se por utilizar outra proteina recombinante de R. rickettsii com potencial diagndstico para a
doenca, a rOmpA, que além de testada e descrita anteriormente, demonstrando resultados
promissores, estava purificada e pronta para ser utilizada (Loza, 2023).

2. ELISA com proteina recombinante

Um ELISA foi realizado usando a proteina recombinante OmpA adsorvida na placa.
Esta proteina possui comprovada importancia imunogénica, pois é capaz de induzir tanto a
resposta imune humoral quanto a resposta imune celular contra Rickettsia rickettsii (Brito,
2016). Utilizou-se amostra de soro de camundongos imunizados com esta proteina para este
ensaio. Foram feitas diluicBes seriadas de 5x com o soro dos camundongos pré-imunes, pos-
imunes e imunizados apenas com adjuvante como mostra o grafico 1, plotado no software
GraphPad Prism 8.0.1.
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Grafico 1: indice ELISA frente a diluigBes de 5x do soro de camundongos imunizados com a rOmpA.
Fonte: do autor, 2024.

Como observado no grafico acima, as amostras de soro de camundongos pos-imune
permaneceram reativas contra a rOmpA até a faixa de dilui¢cdo 1/12500, dando margem na
confiabilidade do teste em dilui¢des mais concentradas, como 1/100 que € mais comumente
usada. Foi possivel perceber que os soros dos camundongos pré-imunes e imunizados apenas
com adjuvante ndo reagiram contra a proteina recombinante como esperado.

CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou a expressdo de uma proteina recombinante de Rickettsia
rickettsii e o desenvolvimento de um ELISA-IgG para detectar anticorpos especificos,
mostrando potencial para o diagnostico de febre maculosa. O estudo é relevante para a satde
publica brasileira, especialmente em areas com alta incidéncia de doencas, e pode ajudar a
reduzir a mortalidade com um diagnéstico mais preciso. Embora promissor, o trabalho
envolveu desafios de purificacéo proteica e necessidade de validagdo em amostras humanas.
Estudos futuros devem aprimorar 0 ensaio para uso em laboratorios de saude publica,
contribuindo para o controle da febre maculosa no Brasil.

REFERENCIAS

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Salude e Ambiente.
Departamento de A¢Oes Estratégicas de Epidemiologia e Vigilancia em Salude e Ambiente.
Guia de Vigilancia em Saude. 6. ed. Brasilia, DF, 2024. p. 1019-1038.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Salde e Ambiente. Boletim
Epidemiologico. Brasilia: Ministério da Saude, v. 55, n. 9, 19 jun. 2024.

BRITO. M. de O. Expressdo, purificagdo e caracterizacdo da proteina OmpA de
Rickettsia rickettsii. 2016. 33 f. Dissertacdo (Especializa¢do) — Instituto Adolfo Lutz, Sdo
Paulo, 2016.




esPeEc lALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

GREEN, M.; SAMBROOK, J. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 4. ed. New York:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2012.

LOZA, M. L. et al. Production and immunochemical characterization of Rickettsia rickettsii
recombinant proteins. Veterinary Research, 2023.

OLIVEIRA, E. L. de. Prospeccdo de Antigenos de Rickettsia rickettsii por phage
display. 2017. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo,
2017.

OLIVEIRA, S. V. etal. An update on the epidemiological situation of spotted fever in Brazil.
Journal of Venomous Animals and Toxins Including Tropical Diseases, v. 22, n. 1, p. 1-
8, 2016.

WYATT, T. M. et al. Febre maculosa: relato de caso. Residéncia Pediatrica. Vila Velha,
Espirito Santo, Brasil, Ahead of Print, 2020. Disponivel em: 10.25060/residpediatr-
2020.v10n3-82. Acesso em 19 ago. 2024.

YAMAGUCHI, H.; MIYAZAKI, M. Refolding techniques for recovering biologically
active recombinant proteins from inclusion bodies. Biomolecules, v. 4, n. 1, p. 235-251,
2014. DOI: 10.3390/biom4010235. Acesso em: 23 out. 2024.



https://residpediatr-2020.v10n3-82/
https://residpediatr-2020.v10n3-82/

especlALiZACAG %

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

Capitulo 04
DOI: 10.53934/agronfy-2025-02-04

ANALISE DE RESISTENCIA AOS TRATAMENTOS
ANTIRRETROVIRAIS EM MULHERES VIVENDO COM HIV

Mayrla Costa Correial; Luis Fernando de Macedo Brigido?

! Aluno do Curso de Especializacdo. Ncleo de Doencas Sanguineas e Sexuais, Centro de
Virologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, mayrlacostacorreial2@gmail.com
2 Pesquisador Cientifico, Diretor Técnico, Nlcleo de Doencas Sanguineas e Sexuais,
Centro de Virologia, Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, lubrigido@gmail.com

Resumo: O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € um dos principais desafios para a
salde publica mundial. A terapia antirretroviral (TARV) iniciada precocemente esta
associada ao bom prognostico da doenca, porém as mutacdes geneticas podem impactar a
eficacia dos antirretrovirais (ARVS). Os primeiros casos de HIV-1 estavam mais
relacionados aos homens, porém a transmissao heterossexual € um dos fatores responsaveis
pelo o envolvimento das mulheres na epidemia. Foi realizado um estudo envolvendo 1278
casos de pacientes adultos jovens (18-49 anos) que viviam com HIV-1 na regido
metropolitana de Sdo Paulo que tiveram solicitacdo de genotipagem enviadas ao Nucleo de
Doencas Sanguineas e Sexuais (NDSS) do Centro de Virologia do Instituto Adolfo Lutz no
periodo de 10 anos (2014-2023). Dentre o total de casos 548 eram mulheres e 730 homens,
dos quais 78% das mulheres e 83% dos homens (p=0,0082) apresentaram mutacfes
(principais e/ ou acessorias) aos ARVs. Dos casos que apresentaram mutacgdes, 26% das
mulheres e 28% dos homens foi para Inibidores de Protease (IP) (p=0,2709) 79% das
mulheres e 87% dos homens para Inibidores Anéalogos de Nucleos(ti)deos (NRTI)
(p<0,0001) e 58% das mulheres e 80% dos homens para Inibidores Ndo Anéalogos de
Nucleos(t)ideos (NNRTI) (p=0,0013). Dentre as 548 mulheres analisadas, 39 (7%), eram
gestantes das quais 22 apresentaram alguma mutacdo associadas ao virus e, dentre elas 17
mostraram algum grau (implicacdo clinica) de resisténcia aos antirretrovirais. Os resultados
indicam que, como esperado, ha alta prevaléncia de mutagbes (principais e acessorias)
associadas a resisténcia aos ARVs em pacientes em falha terapéutica, sendo maior nos
homens. Os dados destacam a importancia do monitoramento continuo da carga viral,
essencial para identificar falhas terapéuticas e possibilitar a realizagdo da genotipagem,
garantindo que as adaptacdes terapéuticas sejam implementadas.

Palavras-chave: Aids; HIV; mutacdo; resisténcia

INTRODUCAO

O HIV é um retrovirus que pertence a familia retroviridae e ao género lentivirus, tem
formato esférico, com aproximadamente 120 nandmetros de diametro, com nucleocapsideo
cbnico e envelopado, que codifica proteinas que podem ser classificadas em: estruturais,
reguladoras e acessorias (JUNIOR, 2017). O virus ataca o sistema__imunologico,
enfraquecendo-o e tornando o corpo vulneravel a doengas e infecgbes oportunistas
(FRANKEL; YOUNG, 1998). As mutacGes sdo alteracGes no genoma do virus que afetam




espEC|ALIZACAG 5

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

a eficacia dos ARVs de forma parcial ou completa (CHAVES, 2021). Dentre os genes do
HIV, a regido da polimerase (pol) é a mais acometida pelas mutacdes, pois € onde atua a
maioria dos ARVs. A classificacao dos subtipos € realizada através das sequéncias genéticas
do virus, sendo classificados de A, B, C, D, E, F, G, H, | e recombinantes. No Brasil, o
subtipo mais expressivo € 0 B, F e C (SIMON et al. 2010). No Brasil, foram notificados ao
SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo) pouco mais de 20 mil casos de
HIV em 2023, sendo 26% em mulheres (BRASIL1, 2023). Segundo os Indicadores e Dados
Basicos do HIV/AIDS nos Municipios Brasileiros, no estado de Sdo Paulo a taxa de
diagnostico de HIV em mulheres diminuiu 28%, de 2014 até o primeiro semestre de 2023,
mostrando a eficacia do sistema de salde da regido (BRASIL2, 2024). As estratégias globais
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), do Fundo Global e do UNAIDS (Programa
Conjunto das Nag6es Unidas sobre HIV/Aids) visam erradicar a epidemia de HIV até 2030.
Até 2025, a meta é que 95% das pessoas vivendo com HIV sejam diagnosticadas, 95% destas
recebam tratamento antirretroviral e 95% destas atinjam uma carga viral suprimida (Meta
95/95/95) (OMS, 2024). A transmissao heterossexual é apontada como um dos fatores para
a feminizacdo da epidemia de HIV/AIDS e a transmissdo materno-infantil cresce como
consequéncia do envolvimento feminino. Fatores biologicos, culturais e socioeconémicos
contribuem para a elevada incidéncia e prevaléncia da infecgdo por HIV-1 entre as mulheres
(GALVAO et al. 2004). A transmissdo da doenca ocorre, principalmente via sexual,
compartilhamento de perfuro cortantes contaminados como agulhas e alicates e de mée para
filho (durante o parto ou aleitamento materno) (BRASIL3, 2016). A infeccdo ndo tratada
evoluira para Aids (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) facilitando o acometimento
por infec¢Bes oportunistas. A implementacdo precoce da terapia antirretroviral (TARV) é
associada a uma significativa reducdo na morbimortalidade, a interrupcdo da cadeia de
transmissdo, ao aumento na expectativa de vida dos pacientes e ao favorecimento da
recuperacdo da funcdo imune (BRASIL4, 2024). O teste de genotipagem é realizado para
avaliacdo e manejo de resisténcia viral em individuos vivendo com HIV (PVHIV). A técnica
identifica mutagdes genéticas do HIV-1, que podem afetar a eficacia dos antirretrovirais
(ARVs) e deste modo facilita a personalizacao dos esquemas terapéuticos (BRASIL5, 2024).
Este trabalho visa levantar informagdes sobre mulheres vivendo com HIV para compreender
e abordar as especificidades da epidemia que afetam esse grupo. Os objetivos foram
identificar os padrdes de resisténcia aos ARVS, avaliar a prevaléncia de diferentes mutagdes
genéticas na regido da polimerase e transcriptase reversa e investigar o desenvolvimento de
resisténcia aos ARVs em amostras de rotina de pacientes adultos jovens da regido
metropolitana de Sdo Paulo que deram entrada no Laboratério de Genotipagem do Instituto
Adolfo Lutz Central no periodo de 2014 a 2023.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas genotipagens de adultos jovens de 18 a 49 anos que tiveram
solicitacGes de genotipagens encaminhadas ao Laboratério de Genotipagem do HIV-1
disponiveis nos bancos de dados oficiais do Nucleo de Doengas Sanguineas e Sexuais
(NDSS) do Centro de Virologia do Instituto Adolfo Lutz— Central. Em cumprimento as
disposicOes da Lei Geral de Protecdo de Dados (LGPD), todos os dados dos pacientes
apresentados neste estudo foram devidamente anonimizados. Nenhuma informagéegpessoail
ou qualquer outro dado que possa direta ou indiretamente identificarZum individuo foi
incluida. A metodologia utilizada é o descritivo longitudinal. Foram incluidos resultados
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genotipagem de pacientes de 18 a 49 anos, caracterizados pelos seus médicos em falha
terapéutica e que apresentaram historico terapéutico de no minimo trés meses que deram
entrada no Laboratério no periodo de 2014 a 2023 (10 anos). Os casos foram estratificados
pelos resultados de genotipagem para a regido da polimerase (Protease e Transcriptase
Reversa). Foram excluidas reentradas, casos sem histérico de tratamento antirretroviral e
casos que ndo apresentavam sequenciamento genético. As analises das amostras foram
realizadas pela equipe do Laboratério em momento oportuno a partir da data de sua entrada.
A quantificacdo da viremia plasmaética foi feita através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) de acordo com os protocolos do fabricante (Abbott M2000 Real Time HIV-1, Alinity
e COBAS 5800). As amostras foram submetidas a genotipagem para identificacdo de
mutacdes genéticas, para 0 grau de suscetibilidade aos antirretrovirais foi utilizada a
plataforma Standford University HIV Drug Resistance Database para a leitura dos resultados
em arquivo fasta gerado pelo sistema Bioedit (software utilizado para o alinhamento dos
genes). O banco de dados foi gerado a partir do REDCap (Research Electronic Data
Capture), uma ferramenta para gerenciamento de banco de dados onde € preenchido a partir
da ficha do paciente enviada pelo médico ao NDSS contendo informacdes basicas como
sexo, nome, idade e dados de carga viral, contagem de células imunologicas TCD4 e
tratamento terapéutico. Para consisténcia dos dados foi utilizado o SISCEL/SICLOM
(Sistema de Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfdcitos
CD4+/CD8+ e Carga Viral). Para a analise de dados foi utilizado o software STATA®
(versdo 14.0). A andlise descritiva foi via tabelas de frequéncia (variaveis qualitativas). Para
as variaveis quantitativas foram calculadas as medianas e interquartile ranger (IQR 25-75).
As comparacdes entre as categorias foram realizadas por meio do teste Qui-quadrado para
variaveis categoricas, e testes t Student, ndo paramétrico de Mann-Whitney e Kruskall-
Wallis para as variaveis continuas, quando aplicavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O banco de dados do RedCap apresentava 9011 entradas, sendo de homens e
mulheres. Preenchendo os critérios de inclusdo: 1278, dos quais 548 eram mulheres e 730
homens. A idade mediana dos pacientes ndo foi semelhante entre os sexos, com as mulheres
apresentando mediana de 39 anos e 0s homens 40 (p=0,0054). Em relacdo a contagem de
células TCD4 (p=0,5297), ambos 0s grupos apresentaram valores comparaveis, sendo 278
para mulheres e 277 para homens. Sobre a mediana da carga viral (p= 0,0571) o valor para
mulheres foi de 3,85 e 3,72 para homens. Embora o valor de p ndo seja estatisticamente
significativo, a proximidade ao limiar sugere uma possivel associa¢do que pode ndo ter sido
detectada devido a alta variabilidade dos dados ou outras limitagdes, porém ao contrario dos
dados sobre carga viral deste estudo, outras pesquisas (LOUPA et al, 2006; NICASTRI,
2005; TAMBWE et al, 2024) apontam que ha diferenca entre carga viral e sexo, onde
normalmente, 0os homens costumam ter os niveis de carga viral mais elevado que as
mulheres, provavelmente, por hormonios. O tempo de tratamento antirretroviral (TARV) foi
significativamente (p< 0,0001) maior entre as mulheres que apresentaram mediana de 10
anos e os homens 7. Os indicadores clinicos mostram que, na cidade de Sdo Paulo, o
percentual de diagndstico tardio costuma ser maior entre as mulheres desde 2014, porém o
percentual de individuos elegiveis para TARV que iniciaram tratamento em atéunymésapos
a realizacdo do primeiro CD4 é maior entre as mulheres desde 2009 a 2047, 0 cenario muda
a partir de 2018, passando pela pandemia onde houve muitos casos de subnotificacao
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doencas (BRASIL6, 2024). Quanto a prevaléncia de subtipos de HIV-1, (p< 0,0051) o
subtipo B foi 0 mais comum em ambos os grupos, 72% nas mulheres e 78% dos homens. A
predominancia do subtipo B é bem documentada na literatura brasileira desde 1960. A
estabilizacdo da soroprevaléncia no Brasil pode ser explicada pelo tempo atuante (ja que o
subtipo B foi um dos primeiros detectados), variagdes comportamentais referentes a pratica
sexual e a conscientizacdo da populacdo (BELLO et al. 2007). Ao analisar as mutacdes
(principais e acessorias), observa-se que as mutacdes relacionadas aos inibidores de protease
(IP) ocorreram em ambos os grupos de forma homogenia, 112 mulheres e 168 homens
(p=0,2709). No que diz respeito as mutacfes associadas aos inibidores analogos de
nucleos(t)ideos (NRTI) e ndo analogos (NNRTI), os dados indicam que ha uma proporcéao
maior de homens em comparacgdo as mulheres, o percentual para NRTI para mulheres foi de
79% e 87% dos homens, e NNRTI 58% das mulheres e 80% dos homens. Provavelmente,
pode estar relacionado a baixa barreira genética dessas classes e ser as principais utilizadas
nos esquemas terapéuticos, enquanto que a classe de IP apresenta alta barreira genética, onde
€ necessario tempo maior de tratamento para que elas aparecam (ZAZZI, 2010). A analise
de resisténcia genotipica evidenciou que entre os casos que tinham alguma mutacdo 96%
das mulheres eram resistentes a algum antirretroviral, e 97% dos homens (p=0,0027). A alta
taxa de resisténcia neste banco foi esperada por se tratar de pacientes que, provavelmente,
ndo tém boa adesdo ao tratamento, apresenta falhas na terapia e fatores genéticos do virus
(CHAVES, 2021). O acompanhamento de mulheres gravidas com HIV é crucial, pois a
transmissdo vertical do virus pode ser prevenida com intervengdes adequadas. Além disso,
a saude da mée e do bebé pode ser impactada pelo manejo do HIV-1 durante a gestacdo. A
Tabela 3 a seguir apresenta dados sobre o perfil de gravidas com HIV-1. 39 das mulheres
analisadas eram gestantes e 22 delas apresentava alguma mutacéo, dentre as que tinham
mutacdo 77% tinham resisténcia a algum ARV. 1sso ndo apenas aumenta o risco de
transmissao vertical do HIV-1, mas também compromete a salde materna e neonatal
(BRASIL7, 2022).

CONCLUSAO

Os resultados indicam uma alta prevaléncia de mutacdes associadas a resisténcia aos
ARVs em pacientes em falha com histérico de uso de antirretroviral que ressalta a
importancia de monitoramento continuo e de adaptacGes terapéuticas personalizadas. O
longo tempo de tratamento observado sugere problema de adesdo e consequente
desenvolvimento de resisténcia, o que enfatiza a necessidade de estratégias que promovam
a adesdo, garantindo que pessoas vivendo com HIV-1, especialmente mulheres (pela
transmisséo vertical) tenham acesso a cuidados adequados e eficazes. O monitoramento
continuo da carga viral é fundamental para a deteccdo de falhas terapéuticas, viabilizando a
genotipagem e garantindo a implementacédo de ajustes necessarios no tratamento.
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Resumo: A agua pode ser contaminada por microrganismos patogénicos, como bactérias,
virus e parasitas, principalmente devido ao esgoto ndo tratado, resultando em doencas
graves. Os virus entéricos humanos sao responsaveis por muitas dessas infec¢des. O controle
sanitario deve considerar o perfil epidemiologico das Doencas de Transmissdo Hidrica e
Alimentar (DTHA), e os registros de vigilancia sdo fundamentais para monitorar a
frequéncia desses patdgenos ao longo do tempo. O objetivo foi analisar o perfil
epidemioldgico dos surtos de doencas causadas por virus transmitidos através de agua
contaminada e descrever as principais causas associadas a esses eventos no Brasil no periodo
de 2000 a 2023. O presente estudo € uma revisao bibliografica sobre surtos de DTHA no
Brasil, com foco na transmisséo hidrica por virus entéricos, no periodo de 2000 a 2023.
Foram selecionados estudos a partir de fontes como o Ministério da Saude (MS), PubMed,
SciELO, Google Académico e ScienceDirect. A andlise dos dados revelou que a distribuicao
dos surtos de DTHA no Brasil esta relacionada a desigualdade no acesso ao saneamento
basico, com a Regido Nordeste concentrando a maior parte dos surtos (56%), seguida pela
Sudeste (38%). Observou-se uma diminuicdo no nimero de casos ao longo dos anos,
possivelmente atribuida a introducdo de vacinas e a melhorias pontuais em infraestrutura.
Apesar dessa reducdo, a gravidade do problema persiste, reforcando a necessidade de
investimentos continuos em saneamento basico e no controle da qualidade da agua para

prevenir novos surtos e proteger a saude publica.

Palavras-chave: contaminacdo da dgua; doenca de transmissdo hidrica; saneamento basico;
surtos de doenca; vigilancia sanitaria
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1. Introdugéo

A 4gua, representando 70% do corpo humano, é essencial para processos
bioldgicos, producédo de alimentos e sistemas de saneamento (MITCHELL et al., 1945). Sua
contaminacdo, especialmente em paises em desenvolvimento, é uma preocupacgéo crescente
(WHO, 2023). No Brasil, apesar de avancos, a falta de infraestrutura em areas rurais e
periurbanas ainda resulta em surtos de doengas gastrointestinais graves, como cdlera e
hepatite A e E (MS, 2018).

Os virus entéricos, como norovirus, rotavirus e adenovirus, sdo responsaveis por
muitas infec¢bes transmitidas pela &gua, podendo causar hospitalizaces e mortes,
especialmente em grupos vulneraveis. Eliminados nas fezes, esses virus podem permanecer
viaveis por longos periodos, resistindo a condi¢des adversas e a tratamentos convencionais,
0 que torna a &gua destinada ao consumo humano um vetor de contaminagdo. A investigacdo
epidemioldgica € fundamental para entender suas causas e melhorar as estratégias de
prevencgédo (PULIDO et al., 2005; TAVARES et al., 2007).

Este estudo visa analisar o perfil epidemiologico dos surtos causados por virus
transmitidos por agua, fornecendo dados para politicas de saude publica e melhorias em
saneamento, com o objetivo de reduzir a carga de doencas e promover a seguranca alimentar
e hidrica e descrever as principais causas associadas a esses eventos no Brasil no periodo de
2000 a 2023.

2. Material e Métodos

Este estudo € uma revisdo bibliografica dos dados sobre surtos de Doencas
Transmitidas por Agua e Alimentos (DTHA) no Brasil, focando na transmissao hidrica de
virus entéricos entre 2000 e 2023. Os dados foram coletados no banco de dados publicos do
Ministério da Salde e de artigos cientificos em bases como PubMed, Scielo, Google
Académico e ScienceDirect, utilizando descritores como “Contaminacio da Agua”;
“Doenga de Transmissdo Hidrica”; “Saneamento Basico”; “Surtos de Doenga” e “Vigilancia
Sanitaria”.

Os critérios de inclusdo abarcaram artigos e dados publicos do Ministério da Saude
que abordaram surtos notificados e analises de vigilancia sanitaria, permitindo a extracdo de
dados sobre incidéncia, agentes patogénicos e impactos em salde publica. A analise
qualitativa dos dados possibilitou identificar padrbes e tendéncias nos surtos, além de
relacionar as condi¢des de saneamento basico com a ocorréncia dessas doencas.

3. Resultados e Discussao

Com base no banco de dados publicos do MS (2024) os dados revelaram que, entre
2000 e 2023, foram registrados 16.839 surtos de Doencas de Transmissdo Hidrica e
Alimentar (DTHA), dos quais 1.144 (aproximadamente 6,8%) estavam associados ao
consumo de agua contaminada ocasionando as Doencas de Transmissdo Hidrica (DTH).
Dentre os surtos relacionados a agua, 155 (13,5%) foram causados por virus, acometendo
18.347 pessoas e causando 37 dbitos, e 417 surtos foram classificados como "ignorados”,
correspondendo a aproximadamente 36,5% do total, o que destaca a necessidade de melhorar
a coleta e a precisdo dos dados para compreender melhor as causas dos SUrtos.
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A Figura 1 mostra a distribuicdo dos surtos de virus por veiculacdo hidrica nas
diferentes regides do Brasil entre 2000 e 2023, com 155 surtos registrados em total. A regido
Nordeste foi a mais afetada, com 86 surtos (56%), possivelmente devido a fatores
socioecondmicos e infraestrutura de salde. O Sudeste registrou 59 surtos (38%),
influenciado pela alta densidade populacional e urbanizacdo. O Sul teve 5 surtos (3%), o
Norte 3 surtos (2%), e o0 Centro-Oeste 2 surtos (1%), com esses baixos indices podendo ser
atribuidos a caracteristicas regionais e desafios de notificacao.

A escassez de dados sobre virus em aguas residuais em paises em desenvolvimento
¢ preocupante, pois a poluicdo hidrica advinda do esgoto inadequado é uma fonte
significativa de contaminagéo viral (OKOH et al., 2010; ROSE E MOLLOY, 2007). No
Brasil, 85,8% da populacdo tem acesso a agua, mas apenas 66,3% tém coleta de esgoto
(IBGE, 2018), expondo riscos de doencas em &reas com saneamento deficiente.

Dados do Trata Brasil (2022) mostram que as regides Norte e Nordeste apresentam
as maiores deficiéncias em saneamento: no Norte, 37,6% da populacdo carece de agua
potavel e 85,7% ndo tém coleta de esgoto; no Nordeste, esses indices sdo de 24,4% e 69,1%,
respectivamente. Nas demais regides, embora 0 acesso a &gua seja maior, a coleta de esgoto
ainda ¢ insuficiente, indicando desafios continuos para o saneamento basico e a saude
publica.

Sul Centro-Oeste
3% 1%

Sudeste
38%

Nordeste
56%

Norte
2%

Figura 1- Distribuicdo, por regido, dos surtos de transmisséo hidrica envolvendo virus entéricos, Brasil,
2000-2023.
Fonte: elaborada pelos autores (Dados do Ministério da Salde, 2024)

A Figura 2 mostra a variacdo do nimero de casos de doencas causadas por virus
veiculados por agua entre 2000 e 2023. A analise revela grandes flutuac@es, com picos em
2006 e 2011. Apb6s o aumento em 2006, houve uma queda, possivelmente relacionada a
introducdo da vacina contra o rotavirus no Brasil, em 2006 (ASSIS et al., 2013). Em 2011,
0 numero de casos subiu novamente, mas, ap0s esse pico, a tendéncia foi de reducdo até
2021. Esse declinio pode ter sido influenciado pela introducéo da vacina monovalente contra
a hepatite A em 2014, o que resultou em uma significativa diminuigdo de surtos e contribuiu
para a reducdo geral dos casos (BRITO E SOUTO, 2020). A queda nos casos apos 2022
pode ser atribuida a uma reducéo efetiva nos surtos, embora fatores como surtos regionais e
a retomada das notificacBes apds a pandemia de Covid-19 também possam ter influenciado
0s numeros (BATISTA et al., 2022).
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Figura 2- Distribuicdo anual do nimero de afetados nos surtos de transmisséo hidrica envolvendo virus
entéricos, Brasil, 2000-2023.
Fonte: elaborada pelos autores (Dados do Ministério da Salde, 2024)

A Figura 3 apresenta os surtos de diferentes virus transmitidos por agua
contaminada entre 2000 e 2023, incluindo adenovirus, enterovirus, virus da hepatite A
(VHA), norovirus e rotavirus. Os locais de ocorréncia incluem alojamentos, asilos, casos
dispersos, creches, eventos, hospitais, residéncias e locais nao especificados.

Nos alojamentos e locais de trabalho, o norovirus foi responsavel por 62,5%, VHA
por 25% e enterovirus por 12,5%. O norovirus é especialmente transmissivel em ambientes
com alta interacdo, como demonstrado em estudos de Menezes et al. (2010).

No asilo, o agente causador do surto foi 0 norovirus. Trivedi et al. (2013) destacam
que pessoas acima de 90 anos em instituicdes de longa permanéncia apresentam um risco
20% a 30% maior de morte e hospitalizagdo durante surtos de norovirus.

Em casos dispersos no municipio, houve uma diversidade de virus, com o VHA
(40,9%) e norovirus (27,2%) sendo os mais frequentes. Apesar da melhora nas condigdes de
higiene, surtos ainda ocorrem devido a alimentos contaminados e contato em hospitais
(PEREIRA E GONCALVES, 2003).

Em creches e escolas, os surtos causados foram predominantemente causados pelo
VHA (64,7%). A hepatite A é comum em criangas pequenas, que muitas vezes ndo
apresentam sintomas (NESTI E GOLDAUM, 2007). Anualmente, a gastroenterite viral
causa mais de 200.000 mortes infantis, com rotavirus e adenovirus como principais
responsaveis (KONUKSEVER E KARAKAYA, 2024).

Nos eventos, o numero de surtos foi baixo, tendo como causa o rotavirus, que
provoca diarreia severa em criancas menores de 5 anos e resulta em muitas mortes
(ARAKAKI et al., 2021).

Nos hospitais e unidades de salde, foram registrados surtos causados pelo
norovirus. Altamente contagioso, ele pode provocar diarreia aguda em locais com grande
aglomeracdo de pessoas, como escolas, universidades e hospitais (MORILLO E
TIMENETSKY, 2011).

Em 28 surtos em locais ndo especificados, a maioria dos surtos foi atribuida ao
VHA. A falta de investigacdo contribuiu para a escassez de dados. A vigilancia
epidemioldgica € essencial para o controle de doencas infecciosas, mas muitos casos ndo sdo
notificados devido a leveza dos sintomas (GAMA et al., 2024; POULSEN, 2015).

As residéncias apresentaram o maior nimero de surtos, sendo o VHA e o rotavirus
0s responsaveis pela maioria das ocorréncias. Em 2018, as residéncias r
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dos casos de DTHA no Brasil. A educacdo sobre boas praticas de manipulacdo de alimentos
é essencial para mitigar esses riscos (FERRARI E FONSECA, 2019).
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Figura 3- Distribuicéo, segundo local de ocorréncia e agentes etioldgicos, dos surtos de transmissao hidrica
envolvendo virus entéricos, Brasil, 2000-2023.
Fonte: elaborada pelos autores (Dados do Ministério da Saude, 2024)

4. Conclusoes

Em conclusdo, embora o nimero de surtos relacionados a veiculacdo hidrica tenha
diminuido nos Gltimos anos, a gravidade do problema persiste. A vigilancia epidemiolégica
e sanitaria é crucial para mitigar esses surtos, especialmente em regides com infraestrutura
deficiente. A adocédo de novas tecnologias de purificacdo, o fortalecimento da vigilancia da
qualidade da agua e a capacitacdo dos profissionais sdo essenciais. Além disso, é
fundamental promover campanhas de conscientizagdo e investir em politicas publicas para
melhorar a infraestrutura hidrica e o saneamento, visando a prevencéo de surtos e a protecao
da salde publica.
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Resumo: Dentre as doencas transmitidas por agua e alimentos (DTHA) registradas no
mundo, Salmonella estd entre os quatro maiores agentes envolvidos. Este estudo teve por
objetivo avaliar o perfil epidemiologico dos surtos de DTHA por Salmonella no periodo de
2004 a 2023, no Brasil. Trata-se de trabalho de reviséo elaborado com base no banco dados
publico do Ministério da Saude, em artigo cientificos, livros, manuais e portais eletrénicos,
sendo utilizadas as seguintes bases de dados: PubMed, MEDLINE, LILACS, SciELO,
Biblioteca Virtual de Saude e Google Académico. Dos 13.954 surtos de DTHA causados
por diversos agentes etioldgicos no periodo avaliado, 1.031 (7,4%) foram ocasionados por
Salmonella, totalizando 26.522 doentes. Em 73 (7,1%) dos surtos foi identificado o sorotipo,
sendo S. Enteritidis responsavel por 54 (74%) deles. Os veiculos de transmissdo mais
envolvidos em relacdo aos 1.031 surtos foram ovos/produtos a base de ovos (34,6%),
seguido de alimentos mistos (16,3%) e maltiplos alimentos (13,4%). Os locais de maior
ocorréncia dos surtos foram residéncias (46,2%), seguido de restaurantes/padarias e
similares (20,1%) e outras institui¢cdes, alojamentos e trabalho (8,9%). A regido Sul registrou
0 maior nimero de episodios (64,5%), seguida pelo sudeste (16,7%) e nordeste (12,5%). Em
74% do total das ocorréncias ndo houve a confirmacdo por meio de analise dos alimentos.
Diante do exposto enfatiza-se o impacto da Salmonella como agente de DTHA e a
importancia do conhecimento do perfil epidemioldgico destes agravos para melhor
compreender a propor¢édo dessa problematica no pais e para implantagcdo/implementagéo de
Programas de prevencao e controle destas doengas.

Palavras—chave: contaminacdo de alimentos; doencas transmitidas por alimentos; perfil
epidemioldgico; Salmonella; sorotipo

INTRODUCAO

Doencas de transmissdao hidrica e alimentar (DTHA) sdo aquelas resultantes do
consumo de agua e alimentos contaminados. Para que seja considerado como surto de DTHA
€ necessario que duas ou mais pessoas adoegcam apOs consumir alimentos em comum,
geralmente de um mesmo local, apresentando sinais e sintomas semelhantes. Entretanto,
quando se trata de doencas graves, como a colera, apenas um caso € necessario para se
considerar um surto de DTHA (Ministério da Saude, n.d.-a). De acordo.com..dados
publicos do Ministério da Saude, no Brasil, 16.839 surtos de DTHA4oram notificados
entre 2000 e 2023 totalizando 304.147 doentes e 262 Obitos (Ministério/da Saude, 2024).
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Salmonella spp. € um patdgeno responsavel por causar surtos de DTHA no Brasil e
no mundo, podendo provocar graves infecgdes e levar ao obito.

Dentre todos os tipos de DTHA ja registrados no mundo, o género Salmonella esta
entre os quatro mais frequentemente associados a ocorréncias de doengas diarreicas (WHO,
2018).

Considerando que os registros de vigilancia sdo essenciais para observar os niveis de
mudanca destes agravos (NEWELL, 2010) e que os dados epidemioldgicos sobre estas
doengas permanecem escassos, principalmente em paises em desenvolvimento (WHO,
2015), este estudo podera subsidiar acbes em saude publica voltadas a prevengdo de novos
episodios incluindo a conscientizacdo da populacéo, em especial a importancia das praticas
corretas quanto a manipulacéo, preparo e conservagao dos alimentos.

Diante do panorama global acerca dos casos de doencas envolvendo Salmonella spp.,
esse estudo tem por objetivo geral realizar estudo epidemioldgico dos surtos de doencas
transmitidas por alimentos causadas por Salmonella no periodo de 2004 a 2023, no Brasil e,
como especificos: avaliar a frequéncia das fontes alimentares, dos sorotipos envolvidos,
dos critérios de confirmacdo dos surtos causados por este patdgeno e do local e regido
geografica de ocorréncia. Ainda, tem como objetivos especificos avaliar a distribuicdo dos
sorotipos em relacdo as fontes de transmissao no periodo avaliado e identificar as possiveis
alteracdes epidemioldgicas ao longo do periodo avaliado.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo de revisdo elaborado com base no banco de dados publico do
Ministério da Saude-MS (onde constam os episddios de DTHA notificados no Brasil no
periodo de 2000 a 2023). Adicionalmente, artigos referenciados nos estudos encontrados
foram utilizados nesta revisao, ampliando, dessa forma, o campo da pesquisa. Para a selecéo
de textos académicos foram utilizadas as seguintes bases de dados: PubMed, MEDLINE,
LILACS, SciELO, Biblioteca Virtual de Saude e Google Académico, os quais forneceram
uma base inicial de referéncias utilizando os descritores: “Salmonella spp.”, “DTHA”,
“epidemiologia” e “sorotipo”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo as informacGes obtidas no banco de dados referente aos surtos de DTHA
disponibilizados pelo Ministério da Satde (Ministério da Saude, 2024), constatou-se que no
periodo analisado (2004 a 2023) foram notificados 13.954 surtos causados por diversos
agentes etiologicos. Desse total, 1.031 (7,4%) surtos foram ocasionados por bactérias do
género Salmonella acometendo um total de 26.522 pessoas e 30 6bitos. No entanto, esse
valor pode ndo representar a quantidade real dos surtos provocados por Salmonella, visto
que em 9.171 (65,7%) episddios do total descrito ndo foi informado o agente etioldgico
causador da doenga.

A subnotificacdo leva a desinformacdo da populacdo quanto ao conhecimento e as
consequéncias provenientes de DTHA, o que diminui a procura por unidades de saude e
impossibilita o diagnostico e tratamento adequado. Além disso, a subnotificagdo enfatiza o
cenario de descaso e subestimacao no registro de dados (Oliveira & Ferreira, 2021).

Os veiculos de transmissao envolvidos em relagdo aos 1.031 surtos de Salmonella
estdo distribuidos na Figura 1.
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FIGURA 1 - Distribuic&o dos surtos de DTHA por Salmonella de acordo com o tipo de alimento envolvido,

Brasil, 2004-2023.
Fonte: elaborada pelo autor, 2024 (Dados do Ministério da Salde)

Dos 1.031 episddios de DTHA por Salmonella, apenas em 73 (7%) deles foi revelado
0 sorotipo envolvido e nas seguintes frequéncias: S. Enteritidisem 54 (74%) surtos, S. Typhi
emdez (13,7, S. Typhimurium em quatro (5,5%), S. Newport em dois (2,7%) e S. Diarizonae,
S. Johannesburg e S. Paratyphi, com um (1,4%) surto cada.

Observou-se que os sorotipos apresentaram diferencas na distribuicéo, estando mais
associados a determinadas fontes alimentares, sendo S. Enteritidis mais associada a ovos e
produtos a base de ovos (38,9% dos casos), seguido de alimentos mistos (18,5%) e doces e
sobremesas (11,1%), ressaltando que 44,4% dos surtos por este sorotipo ocorreram entre 0s
anos de 2004 e 2005, e em 2019 foram notificados os dois ultimos episodios po
S. Typhi teve a maior parte dos veiculos de transmissdo ignorados (40%
gue constam descritos, a agua foi o veiculo mais frequente (30%).
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causados por este sorotipo ocorreram no ano de 2004, um em 2007, dois em 2008, dois em
2016 e o ultimo em 2019. S. Typhimurium teve sua distribuicdo semelhante em todos os
veiculos identificados (frutas/produtos de frutas e similares; ovos/produtos a base de ovos;
leite e derivados e maltiplos alimentos), com 25% cada. Quanto aos demais sorotipos, S.
Newport foi associada a maltiplos alimentos nos dois surtos em que foi identificada, S.
Paratyphi foi associada a especiarias, temperos secos e similares, S. Johannesburg a
hortalicas e o veiculo de transmissdo de S. Diarizonae nao foi identificado. A auséncia de
informacdes sobre os sorotipos demonstra deficiéncia na investigacéo que pode ser atribuida
a fatores como ndo envio de amostras de alimentos aos laboratdrios, limitacdo de métodos
laboratoriais de identificacdo bacteriana e preenchimento incompleto do agente etiolégico
por parte do 6rgdo de vigilancia envolvido. Tal situacdo se estende também aos surtos por
outras etiologias, dos quais 65,7% ndo apresentavam a informacdo referente ao agente
etioldgico.

Certos sorotipos de Salmonella apresentam uma forte correlagdo com determinados
alimentos (Tavechio et al., 2002) e a compreensao da epidemiologia destes patdgenos, que
envolve a diversidade, a frequéncia dos sorotipos e os padrdes regionais de ocorréncia tem
extrema importancia para o controle e monitoramento do comportamento da bactéria.

Os surtos de DTHA foram confirmados por meio dos seguintes critérios: clinico-
epidemioldgico (observacdo dos sintomas dos pacientes e analise do padrdo de ocorréncia
dos casos, como padrao geogréafico, inicio dos sintomas e ligacao entre 0s casos), laboratorial
bromatoldgico (analise laboratorial do alimento associado ao surto), laboratorial clinico
(exames laboratoriais com amostras bioldgicas dos pacientes afetados) e laboratorial clinico-
bromatoldgico (combina aspectos de analise laboratorial clinica e bromatologica).

A distribuicdo percentual quanto aos critérios de confirmacdo dos surtos por
Salmonella esta apresentada na Figura 2.

IGNORADO
® INCONCLUSIVO

CLINICO
EPIDEMIOLOGICO

5 LABORATORIAL
BROMATOLOGICO

= ABORATORIAL
CLINICO

= LABORATORIAL
CLINICO
BROMATOLOGICO

Figura 2 — Distribuicao dos critérios de confirmacéo dos surtos de DTHA por Salmonella spp,
Brasil, 2004-2023.
Fonte: elaborada pelo autor, 2024 (Dados do Ministério da Saude)

Ressalta-se que em 8% dos surtos esta informacao apresentou-se inconclusiva ou foi
ignorada, comprometendo, desse modo, uma analise mais precisa dos dados. A baixa
notificagdo, associada & utilizagdo apenas do critério clinico-epidemioldgico pode ser
limitante para realizacdo do diagnéstico de DTHA de maneira efetiva (Godoy et al.,
Ressalta-se que auséncia dos critérios laboratoriais dificulta a elucidacé
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muitos sintomas sdo semelhantes em infeccdes causadas por diferentes patdgenos (Batista
etal., 2022).

Os locais de maior ocorréncia dos surtos foram residéncias correspondendo a 46,2%
do total, seguido de restaurantes/padarias e similares (20,1%), outras instituicdes-
alojamentos e trabalho (8,9%) e eventos (8,3%).

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo geogréafica dos surtos de DTHA, no periodo
analisado. A discrepancia entre os resultados nas diferentes regibes do pais traz o
questionamento acerca da real dimensdo do problema, pois ndo se sabe se refletem a
verdadeira situacdo do local ou é consequéncia da subnotificacdo dos surtos, ressaltando que
falhas na investigacdo, comprometem diretamente a elucidacéo laboratorial dos possiveis
patogenos e alimentos envolvidos, e contribuem para o elevado nimero de processos nao
concluidos (Oliveira & Ferreira, 2021).

TABELA 1 — Distribuig8o dos surtos de DTHA por Salmonella de acordo com a regido geografica e nimero
de afetados, Brasil, 2004-2023.

N° de surtos

13 0
Regiéo N % N° de afetados

Sul 665 64,5 13.042
Sudeste 172 16,7 6515
Nordeste 129 12,5 3733
Centro-Oeste 33 3,2 2060
Norte 32 3,1 1.172
TOTAL 1.031 100% 26.522

Fonte: elaborada pelo autor, 2024 (Dados do Ministério da Saude)

Observando-se a ocorréncia dos surtos de DTHA por Salmonella, constatou-se que
na primeira década (2004 a 2013) foram registrados 80% dos episddios e 79,7% dos
afetados, sendo 2007 o ano com maior nimero de acometidos, 3.375 (12,7%). Por outro
lado, a segunda década (2014-2023) representou 20% do total, com 5.371 (20,3%)
acometidos, e em 2014 houve o maior nimero de afetados, 1.235 (4,7%).

No periodo avaliado foi possivel observar uma reducéo gradual do numero de surtos
de DTHA por Salmonella. A diminuicdo das frequéncias pode ser atribuida aos resultados
das campanhas de conscientizacdo, as medidas sanitarias tomadas diante dos nimeros de
afetados na primeira década e, ainda, a auséncia de notificacdo das ocorréncias.

CONCLUSOES

Considerando a reconhecida subnotificagdo dos surtos de DTHA e que a etiologia
dos patogenos envolvidos tem sofrido mudangas temporais e regionais, o estudo
epidemioldgico destes agravos é de extrema importancia para compreender a dindmica da
DTHA, identificar tendéncias e padrdes e subsidiar agdes em satide publica para controle
dos riscos associados.

Os resultados revelados enfatizam o impacto da Salmonella como agente de DTHA
no Brasil e a necessidade da implantacdo/implementacéo de Programas de vigilancia para a
melhoria do sistema de investigacédo e de notificacdo de surtos, uma vez que enfermidades
de origem alimentar constituem um grande problema em salde publica e afetam a economia
mundial.
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Resumo: Angiostrongylus cantonensis, nematdédeo causador da neuroangiostrongiliase,
possui ciclo de vida heteroxeno complexo, envolvendo roedores como hospedeiros
definitivos e diversas espécies de moluscos como hospedeiros intermediarios e a expansao
geografica do parasito estd diretamente relacionada a sua baixa especificidade em relagao
aos hospedeiros. Neste contexto, este estudo busca avaliar a resisténcia das larvas L1 de A.
cantonensis em fezes de Rattus norvegicus, considerando diferentes tempos de exposicéo,
temperaturas e niveis de umidade. O estudo foi conduzido utilizando trés temperaturas: 4°C,
temperatura ambiente, e 37°C, também foram estabelecidas condic6es distintas de umidade,
sendo seco e Umido. Para tanto, as amostras foram expostas a essas condi¢Ges em diferentes
intervalos de tempo, o material foi processado pela técnica de Rugai para obtencédo de larvas
vivas e mortas, as quais foram contabilizadas separadamente. Como resultado, o nimero de
larvas vivas recuperadas foi maior em 48 horas, a 4°C, na presenca de umidade. No entanto
foi possivel recuperar larvas ainda vivas até o 21° dias, nessas condi¢fes. Desta forma, em
experimentos controlados, foi possivel constatar consideravel resisténcia desta forma
evolutiva do parasito fora do corpo de seu hospedeiro. Esse achado abre novas perspectivas
para estudos futuros sobre a dindmica do ciclo de vida do parasito em diferentes ambientes,
especialmente em areas urbanas.

Palavras—chave: Angiostrongylus cantonensis; estudos de viabilidade, infeccoes por nematoides

INTRODUCAO

O nematédeo Angiostrongylus cantonensis, pertencente a superfamilia
Metastrongyloidea, é conhecido como "verme do pulmdo do rato" e é um patdgeno
zoonotico (Wang et al., 2008). Este parasito € o principal agente etiologico da
neuroangiostrongiliase, uma condigdo amplamente associada a meningite eosinofilica no
mundo (Re Il e Gluckman, 2003). A. cantonensis possui ciclo de vida heteroxeno,
envolvendo roedores como hospedeiros definitivos e diversas espécies de moluscos como
hospedeiros intermediarios (Mendonca, 2002).

Em seu ciclo, roedores ingerem larvas infectantes (L3), que migram para o sistema
nervoso e, depois, para as artérias pulmonares, onde se tornam adultos e se reproduzemyAs
larvas (L1) sdo eliminadas nas fezes e infectam hospedeiros intermediatios (Bolanos et al.,
2020). J& em humanos, que sd@o hospedeiros acidentais, a infeccao ocorre principalme
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pela ingestdo de hospedeiros intermediarios e paraténicos crus ou mal cozidos (Cowie,
2013). Os sintomas comuns de A.cantonensis incluem cefaleia, rigidez de nuca, parestesia,
nauseas, vomitos e febre. Em casos graves, ocorrem alteragdes motoras, digestivas e
urinarias, podendo evoluir para diplopia, cegueira, ataxia, coma e morte, dependendo da
localizagdo das larvas e do dano neurologico (Pien e Pien, 1999).

O diagndstico presuntivo de infeccdo por A. cantonensis baseia-se em critérios
clinicos, como meningite, eosinofilia e historico de exposicao aos hospedeiros com a larvas
infectantes. No entanto, o diagnéstico definitivo ocorre com a identificagdo de larvas ou a
deteccdo de DNA do parasito no liquor (Ansdell et al., 2021), o que pode depender da carga
parasitiria adquirida ou estagio da doenca. O tratamento e o diagnostico da
neuroangiostrongiliase séo desafiadores, agravados pela rapida expansdo global do parasito
tendo casos na Asia, Australia, Américas, Europa e Africa (Pryor et al., 2003; Wang et al.,
2008; Barrat et al., 2016; Morgan et al., 2021; Chan et al., 2024).

A expanséo de A. cantonensis esté ligada a sua baixa especificidade de hospedeiros,
podendo infectar moluscos de mais de 50 familias, tanto terrestres quanto de agua doce, o
que facilita sua disseminacdo. Sua adaptacdo a diversos ambientes e hospedeiros torna o
controle mais desafiador, especialmente em areas de alta interacdo entre humanos e
hospedeiros (Kim et al., 2014; Bargues et al., 2023). Os principais hospedeiros definitivos
do parasito sdo os roedores Rattus rattus e Rattus norvegicus, embora mais de 15 espécies
de roedores também possam ser naturalmente infectadas e liberar larvas L1 nas fezes (Yong
e Eamsobhana, 2013; Barratt et al., 2016).

Dada & ampla distribuicdo de hospedeiros intermediérios e definitivos, é essencial
investigar a resisténcia das larvas L1 no ambiente, pois esta parece ser a fase mais vulneravel
do parasita. Durante essa etapa, fatores ambientais podem impactar de forma significativa a
continuidade de seu ciclo de vida, tanto positiva quanto negativamente. Portanto,
compreender os riscos de transmissdo da doenca em diferentes condi¢cdes ambientais, como
temperatura, umidade e tempo de permanéncia fora do hospedeiro, é crucial para o controle
e desenvolvimento de estratégias eficazes no combate a essa parasitose.

Nesse sentido, analisar a resisténcia das larvas pode facilitar a prevencao de infeccoes
e a elaboracdo de métodos de controle mais eficientes, permitindo a identificacdo de areas
de risco e grupos populacionais suscetiveis.

Assim, com o intuito de compreender a dindmica das infeccdes em hospedeiros
naturais, especialmente em ambientes urbanos, onde as variacdes de temperatura e umidade
sdo mais imprevisiveis, este estudo tem como objetivo avaliar a resisténcia das larvas L1 de
A. cantonensis em fezes de R. norvegicus, levando em conta diferentes tempos de exposicao,
temperaturas e niveis de umidade.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho estd vinculado ao projeto “Infec¢do experimental de Biomphalaria
glabrata por A. cantonensis: Aspectos histolégicos e imunolégicos da resposta de defesa no
hospedeiro intermediario,” aprovado pelo CTC: CTC-IAL 30-P/2023, ndo necessitando de
aprovagdo do Comité de Etica, pois foram coletadas apenas as fezes de roedores utilizados
no ciclo experimental, mantido no Nucleo de Enteroparasitas do IAL, para obtencdo de
antigenos e DNA para a realizacdo dos diagndsticos imunoldgico e molecular de rotina.

Um total de 300 gramas de fezes foram coletadas diretamente da ampolasretaldos
animais para a realizag@o do estudo. Dez fragmentos fecais foram pesades individualmente
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para calcular a média do peso. O material coletado foi homogeneizado, acondicionado em
moldes de 1 g e modelado em trés pequenos cibalos, simulando o peso e formato naturais.

O material foi acondicionado em placas de Petri de 5 cm de diametro, devidamente
identificadas, com tampas perfuradas para ventilagdo. As amostras marcadas com “U”
continham papel filtro para manter a umidade e foram mantidas em cdmaras Umidas. Apos
o0 periodo de exposicao de cada amostra, as fezes foram submetidas a técnica de Rugai, com
adaptacOes, para a obtencéo das larvas L1.

O material foi transferido para uma gaze com um palito de madeira e submergido em
um tubo Falcon identificado, contendo 45 mL de agua declorada, por duas horas em
temperatura ambiente. Foram recolhidos 8 mL do sedimento com uma pipeta Pasteur e
transferidos para outro tubo Falcon, que foi centrifugado por 5 minutos a 1.500 rotacdes por
minuto. O sobrenadante foi removido, mantendo 1 mL do material no tubo. Em uma lamina,
foram pipetados 20 pL de agua declorada e 20 pL do material homogeneizado, cobertos com
uma laminula. Usando um microscépio com aumento de 4x, foram contadas as larvas vivas
e mortas em toda a lamina, e os valores foram extrapolados para 1 mL e registrados em uma
tabela para analise posterior.

Condigdes ambientais: O estudo foi realizado em trés temperaturas: 4°C,
temperatura ambiente (variando de 21 a 27°C) e 37°C. As condicGes de armazenamento
foram classificadas da seguinte forma: “F” para material mantido na geladeira a 4°C; “A”
para temperatura ambiente; e “Q” para material em estufa a 37°C. CondigGes distintas de
umidade foram estabelecidas no estudo: a letra “S” representa o material mantido seco,
enquanto “U” indica amostras mantidas umidas, onde houve a adicdo de 2 mL de agua
declorada em papel filtro conforme a necessidade de cada amostra.. As amostras foram
expostas as condicBes estabelecidas por diferentes intervalos de tempo, categorizados em
zero (0), seis (1), 24 (2), 48 (3), 72 (4) e 96 horas (5), além de sete (6), 14 (7) e 21 dias (8).
Esses intervalos foram numerados de zero a oito, respectivamente, para facilitar a
identificacdo (Figura 1).

Figura 1 - Classificagdo das amostras.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em amostras mantidas a 4°C sem umidade, a taxa de sobrevivéncia variou de 10% a
98%. Destacam-se as amostras OSF, 1SF e 2SF, com 95%, 97% e 98% de larvas vivas,
respectivamente, enquanto as amostras 5SF a 8SF tinham 100% de larvas mortas. Nas
amostras com umidade, a taxa de sobrevivéncia foi mais alta, com varias amostras
apresentando 100% de larvas vivas, como OUF, 1UF, 3UF e 6UF. A menor taxa de
sobrevivéncia em amostras com umidade foi 56% (amostra 8UF). A presenca de umidade
favoreceu a sobrevivéncia das larvas.

Em amostras mantidas a temperatura ambiente sem umidade, as taxas de
sobrevivéncia variaram de 96% a 100% nas amostras 0SA a 2SA, com destaque para 1SA,
que teve 100% de larvas vivas. A partir da amostra 3SA, todas as larvas estavam mortas.
Nas amostras com umidade, a maioria teve sobrevivéncia entre 95% e 98%, como nas
amostras OUA (98%) e 1UA (99%). A sobrevivéncia caiu para 87% na amostra 5SUA e 95%
na 6UA, enquanto as amostras 7UA tinha 100% de larvas mortas e 8UA nao houve
recuperagéo de larvas.

Em amostras mantidas a 37°C sem umidade, as amostras 0SQ e 1SQ apresentaram
taxas de sobrevivéncia de 97% e 95%, respectivamente. A partir da amostra 2SQ, todas as
larvas estavam mortas. Nas amostras com umidade, as taxas de sobrevivéncia foram altas
em 0UQ (98%) e 1UQ (100%). A amostra 2UQ teve uma queda para 74% de larvas vivas,
enguanto as amostras 3UQ a 7UQ apresentaram 100% de mortalidade, sendo que 8UQ néo
houve recuperacéo de larvas.

Tabela 1 - Quantidade de larvas obtidas nas amostras

T 4°C Seco (SF) 42C Umido (UF) Ambiente Seco (SA) Ambiente Umido (UA) 372C Seco (SQ) 372C Umido (UQ)
empo Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas  Vivas Mortas Vivas Mortas

Oh 70(95%) 4(5%) 65(100%) 0(0%)  67(96%) 3(4%)  79(98%) 22%)  62(97%)  2(3%)  62(98%)  1(2%)

6h 125(97%)  4(3%) 97(100%) 0(0%)  45(100%) 0(0%)  78(99%) 1(1%)  62(95%)  3(5%) 33(100%)  0(0%)

24h 83(98%) 2(2%) 163(99%) 2(1%)  108(99%) 1(1%)  39(95%) 2(5%) 0(0%)  3(100%) 17(74%)  6(26%)
48h 14(78%)  4(22%) 34(100%)  0(0%) 0(0%)  5(100%)  59(95%) 3(5%) 0(0%)  8(100%)  0(0%)  4(100%)
72h 211%)  17(89%) 24(89%)  3(1%) 0(0%) 11(100%) 39(95%) 2(5%) 0(0%) 15(100%) 0(0%)  25(100%)
96h 0(0%)  25(100%) 25(96%)  1(4%) 0(0%) 2(100%) 26(87%)  4(13%) 0(0%) 11(100%) 0(0%)  9(100%)
7d 0(0%)  25(100%) 5(100%)  0(0%) 0(0%) 10(100%) 35(95%) 2(5%) 0(0%)  1(100%)  0(0%)  1(100%)
14d 0(0%) 6(100%) 12(92%)  1(8%) 0(0%) 1(100%)  0(0%) 2(100%)  0(0%)  1(100%)  0(0%)  1(100%)

)
)
21d 00%)  8(100%) 5(56%) A4(44%)  0(0%) 2(100%) - . 0(0%)  2(100%)
)

Total  204(70%) 95(30%) 430(98%) 11(2%) 220(86%) 35(14%) 355(9506) 18(5%) 124(73%) 46(27%) 112(70%) 47(30%)

Fonte: Elaborado pelos autores, 2024.

CONCLUSOES

O indice de recuperacdo de larvas foi maior em 48 horas, a 4°C, na presenca de
umidade. No entanto foi possivel recuperar larvas ainda vivas até o 21° dias, nessas
condicdes. Desta forma, em experimentos controlados, foi possivel constatar consideravel
resisténcia desta forma evolutiva do parasito fora do corpo de seu hospedeiro. Esse achado
abre novas perspectivas para estudos futuros sobre a dinamica do ciclo de vida,do parasito
em diferentes ambientes, especialmente em areas urbanas.
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Resumo: A saude Unica engloba a satde animal, humana e ambiental, tornando-se cada vez
mais relevante diante do crescente contato entre humanos e animais e as mudancas
ambientais. Nesse contexto, 0 estudo das zoonoses é crucial e emerge como um desafio
global, com ferramentas moleculares e analise espacial contribuindo para a compreenséo da
epidemiologia das doencas de importancia em saude publica. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a ocorréncia de micobactérias, agentes causadores de diversas doencas,
em animais silvestres mortos por atropelamento em duas regides brasileiras: Sul e Sudeste.
Foram analisadas 43 amostras de pulméo, pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
convencional, utilizando primers da regido da sequéncia repetitiva 1S6110 do género
Mycobacterium. Foi possivel a amplificacdo de sete amostras, sendo trés de Botucatu-SP e
quatro de Santa Catarina. As amostras positivas foram sequenciadas, confirmando ser do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), em Cerdocyon thous; Leopardus tigrinus;
Didelphis albiventris; Cavia sp.; Akodon montensis; roedor sem identificagdo e
Oligoryzomys sp., demonstrando que a tuberculose pode circular em diversas espeécies,
aumentando o risco de transmissao. Portanto, a identificacdo de micobactérias em diferentes
especies e regifes ressalta a importancia de estudos epidemioldgicos para melhor
compreensdo da doenca, além de reforcar a importancia de implementar medidas de
prevencdo e controle da tuberculose zoondtica.

Palavras-chave: Reacio em Cadeia da Polimerase, Satide Unica e Zoonoses

INTRODUCAO

A salde humana, animal e ambiental estdo interligadas e, as doencas emergentes e
zoonoticas evidenciam essa relacdo. Essas doencas representam uma ameaca a Ssaude
publica, economia e seguranca global (NARROD et al., 2012; RUPASINGHE; CHOMEL,;
MARTINEZ-LOPEZ, 2022;). Segundo a organizacdo mundial da Satde (OMS), mais de
60% dos patdgenos humanos tém origem zoonotica, incluindo bactérias, virus, fungos,
helmintos e protozoéarios sendo, seu surgimento e distribuicdo influenciadas por diversos
fatores, como mudancas climaticas, urbanizacdo, migracdo, comércio, tarismo, biologia de
vetores, além de fatores naturais e antropogénicos (KARESH, 2012).
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O aumento do contato entre humanos e outras espéecies, somados a mudancas no uso
da terra e intensificagdo da agricultura, facilita a emergéncia de novas doencas em escala
global. Isso ressalta a importancia da abordagem de Salde Unica para prevencéo e controle
de zoonoses (RUPASINGHE; CHOMEL ; MARTINEZ-LOPEZ, 2022). Dentre as zoonoses,
aquelas causadas por micobactérias sdo especialmente relevantes.

As micobactérias sdo pertencentes a familia Mycobacteriaceae, género
Mycobacterium com mais de 180 espécies com caracteristicas diversas (GUPTA; LO; SON,
2018). H& trés grupos principais: o complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC),
Mycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis, além das micobactérias néo
tuberculosas (MNT) (HAN et al., 2008; JAGIELSKI et al., 2016). MTBC inclui agentes
causadores da tuberculose, como M. tuberculosis, responsavel pela tuberculose humana,
além de diversas espécies adaptadas a diferentes hospedeiros como Mycobacterium bovis,
Mycobacterium microti e Mycobacterium caprae, causadores da tuberculose zoonética que
pode infectar humanos especialmente por meio do consumo de leite contaminado,
destacando a interconexdo entre saude humana, animal e ambiental (GHIELMETTI et al.,
2021; MATOS et al., 2016; CARNEIRO et al., 2022).

A andlise de animais atropelados é uma ferramenta valiosa para compreender a
epidemiologia desses microrganismos, além de, contribuir para a conservacdo da fauna
silvestre, uma vez que, é uma abordagem menos invasiva que permite utilizar técnicas
moleculares para a deteccdo de patégenos (RICHINI-PEREIRA et al., 2008; COBA-
MALES et al., 2023), oferecendo informacdes relevantes para salde publica visto que,
fornece dados sobre a diversidade de patdgenos presente na fauna silvestre brasileira.

Com base nisso, a vigilancia epidemioldgica é essencial para prevenir e controlar
doencas somadas a epidemiologia espacial, que analisa a distribuicdo geografica e os fatores
que influenciam a disseminacdo das doencas (ELLIOTT; WARTENBERG, 2004).

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi analisar amostras de animais atropelados
em Botucatu - SP e diversos municipios de Santa Catarina, utilizando biologia molecular na
identificacdo de micobactérias do complexo tuberculose (MTCB), sendo extremamente
relevante para o controle da tuberculose zoondtica. Além disso, investigar interacfes
ecoepidemiolégicas que podem auxiliar na compreensdo da transmissao e distribuicdo das
doencas, permitindo a implementacdo de medidas de controle mais eficazes e informando
politicas publicas voltadas a saide e manejo da fauna nas regides estudadas.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 43 amostras de pulmdo de diferentes espécies de animais silvestres
coletadas no periodo de 2009 a 2012 em Botucatu - SP e de diversos municipios catarinenses
(Blumenau, Dr. Pedrinho, Gaspar, Indaial, Navegantes, Aguas de Chapecd, Chapeco, Itapod)
que estdo de acordo com a Instrugdo normativa n°119, de 11 de outubro de 2006, Capitulo
VI, Art. 26 do IBAMA. O projeto foi aprovado pelo Conselho Técnico Cientifico (CTC) do
Instituto Adolfo Lutz (CTC-IAL 42-P/2023).

As amostras foram maceradas e, em seguida submetidas a extracdo do material
genético utilizando o kit Illustra tissue & cells genomic Prep Mini Spin (Cytiva, USA),
conforme instrucbes do fabricante. Apds, foram quantificadas em espectrofotémetro
(Epoch-Biotek, USA) a fim de verificar a qualidade das amostras.A andlise do DNA foi
realizada pela Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e, para avaliar a qualidade endogena,
foi amplificada uma regido conservada do gene B-globulina (DNA nuclear)sde vertebrados
que resulta em um produto de 140 pares de bases (pb) com o uso dos primers: B-1 (5°-
ACCACCAACTTCATCCACGTTCAC-3) e B-2 ‘
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CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3"), ou com o uso do gene gliceraldeido 3-
fosfato, com os primers GAPDH-4F (5’-AGGCTGAGAACGGGAAACTT-3’) e GAPDH-
4R (5’-ATTAAGTTGGGGCAGGGACT-3’), que amplificam um produto de 911pb. Ja para
deteccdo de micobactérias foram utilizados primers da sequéncia repetitiva 156110, 1S6110
- F (5’-CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3) e IS6110-R (5°-
CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-3’), resultando em um produto de 123 pb.

As amostras amplificadas foram purificadas com 4 pl da enzima ExoSap (GE) - USB
ExoSap-IT ® (USB Affymetrix, USA) e 10ul do produto da PCR, conforme instrugdes do
fabricante. Apos esse procedimento as amostras foram sequenciadas pelo método Sanger no
Instituto de Biotecnologia (IBTEC-UNESP - Botucatu), como servigo de terceiros. As
sequéncias obtidas foram visualizadas no software Chromas 2.6.6, alinhadas no programa
MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (KUMAR et al., 2018) e, comparadas
com as sequéncias presentes no banco de dados NCBI via Blastn. Para os estudos
ecoepidemioldgicos, as informac@es de georreferenciamento foram coletadas via localizagédo
GPS (Sistema de Posicionamento Global).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo analisou 43 amostras de pulmdo de animais silvestres mortos por
atropelamentos no periodo de 2009 a 2012, sendo 20 da regido de Botucatu - SP e 23 da
regido de Santa Catarina (Blumenau, Dr. Pedrinho, Gaspar, Indaial, Navegantes, Aguas de
Chapeco, Chapeco, Itapod). Foi realizada a quantificagdo do material genético e a analise de
genes constitutivos de mamiferos para validar a técnica e assegurar a confiabilidade dos
resultados, passando pela analise molecular para deteccdo do género Mycobacterium,
obtendo-se, sete animais foram positivos, como demonstrado na Figura 1.

Figura 1- Gel de agarose a 1,5% utilizando os primers Mycobacterium 1S6110 F e R de 123 pb.

500 pb

200 pb
100 pb

Legenda: M - DNA Ladder 100pb; 1 - C. thous; 2 - L. tigrinus; 3 - D. albiventris; 4 - Cavia sp.; 5 -
A. montensis; 6 - roedor sem identificacdo;; 7 - Oligoryzomys sp.; 8 - DNA positivo utilizando cepa de MTBC;
9 - controle negativo; M- DNA Ladder 50pb. Fonte: Elaborada pela autora (2024)

A deteccdo de Mycobacterium em diferentes regides do Brasil, como Sul e Sudeste
destaca a influéncia de fatores ecoepidemioldgicos na dispersdo dessas bactérias (VERA et
al., 2020; CONCEICAO et al., 2021). Embora a tuberculose humana causada por
Mycobacterium tuberculosis seja priorizada, a tuberculose zoonoética torna-se uma
preocupacao importante e reemergente em salde publica (COUTO et al., 2022). O presente
trabalho confirmou, por meio do sequenciamento, a presenca do complexo Mycobacterium
tuberculosis em diversas espécies (Figura 2), sendo a porcentagem de identificacdo
observada na tabela 1, sugerindo que estratégias de controle e vigilancia devem incluir a
fauna silvestre na prevencdo e manejo da doenca.

Portanto, das 43 amostras analisadas 16,28% (7 amostras) f
micobactérias, destas, trés eram da regido de Botucatu-SP e, quatro do
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Oeste de Santa Catarina. O DNA de Mycobacterium spp. foi detectado em 20% (1/5) das
amostras de Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) de Botucatu - SP. Em um estudo anterior,
ndo foi encontrado M. leprae em animais atropelados nesta espécie (PEDRINI et al., 2010).
Porém, outros estudos identificaram M. bovis em canideos silvestres atropelados (MATOS et
al.,2016). O DNA também foi encontrado no Unico exemplar de Leopardus tigrinus (gato-do-
mato) e em 14,28% (1/7) das amostras de Didelphis albiventris (gambéa-de-orelha-branca),
Além desses animais, 0 DNA
(pred), Akodon montesis (rato-
embora esses roedores sejam

corroborando com achados de Abdala e colaboradores (2015).
de Mycobacterium foi identificado em roedores como Cavia sp.

do-mato), Oligoryzomys sp. (rato) e roedor sem identificacao,
considerados reservatorios de patdgenos zoonoticos, ha poucos trabalhos da presenca de
micobactérias naturalmente nessas espécies (ABDALA et al., 2015; VALOIS et al., 2024)

Figura 2: Arvore genética com a anélise evolutiva inferida usando o método Neighbor-Joining, de amostras

sequenciadas para Mycobacterium sp. em animais silvestres mortos por atropelamento.

Cavia sp-Gaspar

—— Akodon sp-DrPedrinho

Fonte:Elaborado pela autora, utilizando 0 MEGA X (2024)

Cerdocyon thous-Botucatu
—{——: Leopardus tigrinus-Botucatu
Didelphis albiventris-Botucatu

L roedor sem identificacao-DrPedrinho
Oligoryzomys sp.-DrPedrinho

Tabela 1 - Porcentagem de identidade de Mycobacterium nas amostras sequenciadas

Espécie Municipio % identidade Acesso GenBank
Cerdocyon thous Botucatu-SP 98,37% CP069065.1*/CP096840.1+
Leopardus tigrinus Botucatu-SP 100,00% CP069065.1*/CP096840.1+
Didelphis albiventris Botucatu-SP 95,89% CP041872.1*/CP096848.1+
Cavia sp. Gaspar-SC 98,68% CP018302.1*/CP008744.1+
Akodon serrensis Dr.Pedrinho-SC 99,20% CP018302.1*/CP008744.1+

Roedor sem identificacdo Dr. Pedrinho-SC 94,51% CP130809.1*

Oligoryzomys sp. Aguas do Chapec6-SC 97,60% CP018302.1*/CP008744.1+

Legenda: *M. tuberculosis; M. bovis + Fonte: Elaborada pela autora (2024)

Diversos trabalhos identificaram Mycobacterium em animais silvestres pelo mundo
is em animais silvestres em
cativeiro comum, devido ao contato frequente com humanos, levando a preocupagdes sobre
2017). Logo, a deteccdo de
MTBC ressalta a interconexdo entre humanos, animais silvestres e 0 meio ambiente
enfatizando a necessidade de uma abordagem de satde Unica (COUTO et al., 2022). Além
disso, o presente estudo contribui para a vigilancia epidemioldgica da tuberculose e destaca
0 potencial de usar animais silvestres atropelados para monitorar a circulacdo de patdgenos,

(AKHTAR et al., 2023), sendo a presenca de M. tuberculos

zoonose reversa (LOPES et al., 2021; ZACHARIAH et al.,

fornecendo uma alternativa para investigar a distribuicdo de doencas infecciosas.

CONCLUSOES
O presente estudo identificou a presenca do complexo

Mycobacteriumptuberculosis
(MTBC) em amostras de animais silvestres atropelados em Santa Catarina e Sao Paulo,

indicando a presenca de patdgenos na fauna brasileira. Além disso, ressalta a importanci
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utilizacdo de ferramentas moleculares e de georreferenciamento nos estudos
epidemioldgicos, contribuindo significativamente para a satde publica.
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DESFECHOS VIRO LOGICOS E IMUNOLOGICOS APOS 10 ANOS
DA GENOTIPAGEM REALIZADA ENTRE 2011 E 2014 EM
CRIANCAS DE 5 A 15 ANOS VIVENDO COM HIV EM SAO PAULO.
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Resumo: Criangas vivendo com HIV enfrentam desafios significativos devido a
dependéncia de cuidadores para um tratamento adequado, a progressao acelerada da doenca
e a necessidade de adaptacOes nos antirretrovirais (ARV) para essa faixa etaria. Este estudo
teve como objetivo analisar os desfechos virologicos e imunoldgicos de criangas que fizeram
teste de genotipagem no Instituto Adolfo Lutz entre 2011 e 2014 ap6s uma decada. A
pesquisa incluiu 84 criangas e adolescentes, cujas sequéncias genéticas foram analisadas pela
plataforma HIV Drug Resistance Database em conjunto com dados disponiveis no banco de
dados do laboratério. A evolugdo da carga viral (CV) e a contagem de células TCD4+ foram
avaliadas a partir de exames realizados recentemente, e comparados com os dados iniciais.
Das 84 criangas virémicas na época do teste, 36% (30/84) apresentaram supressao viral no
ultimo teste, com 47% (27/58) dos que realizaram teste de CV no ultimo ano suprimidos.
Metade apresenta uma contagem de TCD4+ superior a 500 céls/mm3, contudo 64% tiveram
reducao nesse numero. A presenca de resisténcia foi associada a menores taxas de supressao
(p=0,005), e 65% mostraram resisténcia a pelo menos duas das trés classes de ARV
analisadas, evidenciando um desafio persistente. Os achados ressaltam a necessidade de
aprimorar o regime terapéutico para melhorar o controle viroldgico e imunoldgico, bem
como a importancia de politicas publicas voltadas para a prevencdo da transmissao vertical
do HIV e a ampliagdo do acesso a opcOes terapéuticas adaptadas para criangas, visando
superar as barreiras do tratamento e melhorar os desfechos clinicos dessa populagdo
vulneravel.

Palavras—chave: AIDS; criangas; genotipagem do HIV; HIV

INTRODUCAO

Em 1981, foram identificados os primeiros casos de AIDS entre homens que faziam
sexo com homens, marcados por doengas oportunistas como sarcoma de Kaposi e candidiase
oral, inicialmente atribuidas ao citomegalovirus. Posteriormente, determinou-se que a
condicdo era causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), identificado entre
1983 € 1984 (GOTTLIEB et al., 1981; DE COCK; JAFFE; CURRAN, 2021). Apesar disso,
0s primeiros tratamentos s surgiram ap6s uma década (FAUCI; EISINGER, 2018). A
propagacdo assintomatica do virus permitiu que milhdes fossem infeCtados antes do
reconhecimento da doenga (DE COCK; JAFFE; CURRAN, 2021). O HIV. € um retrovirus
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de RNA com cerca de 9 kb, contendo genes estruturais (gag, pol, env), reguladores (Tat,
Rev) e acessorios (Vpu, Vpr, Vif, Nef), que auxiliam na replicacdo e evasdo imunoldgica
(GREENE, 2007; LIU et al., 2019). Ele infecta células TCD4* ao integrar seu DNA a
cromatina do hospedeiro, criando reservatorios virais latentes que dificultam a erradicacao
do virus (ENGELMAN; ENGELMAN, 2021). Desde o inicio da pandemia, o HIV causou
mais de 40,4 milhGes de mortes entre os 85,6 milhdes de infectados. Em 2022, havia 39
milhGes de pessoas vivendo com HIV, incluindo 1,3 milhdo de novos casos, sendo que
76,41% estavam em TARV (UNAIDS, 2022). Na Africa, a epidemia atingiu niveis
alarmantes, com mais de 30 milhGes de infectados em 2003, incluindo trés milhdes de
criangas, e em alguns paises, um terco da populagdo adulta era soropositiva (“Fact Sheet:
The President’s Emergency Plan for AIDS Relief”, 2003). No Brasil, mais de um milhdo de
casos foram registrados até junho de 2023, incluindo 18.327 criancas menores de 5 anos.
Houve uma reducdo de 14,7% nos novos casos totais e de 52,6% em criancas entre 2011 e
2022 (BRASIL, 2024). A transmissdo vertical, principal via de infec¢do infantil, pode
ocorrer durante a gestacdo, parto ou amamentagdo, com riscos que variam de 5% a 20%
dependendo da fase e do uso de TARV (CARDENAS et al., 2023; YANG; CAMBOU;
NIELSEN-SAINES, 2023). Cesarea eletiva e a abstencdo do aleitamento em locais com
acesso a agua potavel reduzem significativamente os riscos (NDUATI R, 2000). Sem TARV,
a mortalidade infantil por infeccdo perinatal ultrapassa 50% antes dos dois anos. A TARV
precoce aumenta a sobrevida e melhora os desfechos clinicos, mas ndo elimina os
reservatorios virais, exigindo um tratamento vitalicio. Além disso, a adesdo ao tratamento
em criancas e adolescentes é desafiadora e a exposi¢cdo prolongada ao virus pode levar a
comorbidades e falhas virologicas (BERENDAM et al., 2020). Estudos mostram alta
prevaléncia de resisténcia a antirretrovirais, especialmente aos ITRNN e ITRN, com
mutagdes comuns como M184V, M41L e T215Y (ITRN), K103N e G190A (ITRNN), e
154V e V82A (IP) (Arrais et al., 2021). O esquema terapéutico inicial recomendado inclui
dois Inibidores da Transcriptase Reversa Nucleosideos (ITRN) e um terceiro medicamento,
sendo da classe dos Inibidores da Integrase (INI) ou Inibidores de Protease (IP), dependendo
da faixa etdria do paciente (BRASIL, 2023). Este estudo analisa a resisténcia aos
antirretrovirais, além de desfechos viroldgicos e imunolégicos em criancas e adolescentes,
considerando as dificuldades de adesdo a TARV e a necessidade de ampliar as op¢oes
terapéuticas para melhorar a eficacia do tratamento em populacGes pediatricas.

MATERIAL E METODOS

Este estudo analisou amostras de criancas entre 5 e 15 anos de idade vivendo com
HIV, residentes do Estado de S&o Paulo, que foram encaminhadas ao Laboratério de
Retrovirus do Instituto Adolfo Lutz para teste de genotipagem por falha virolégica ou pré-
tratamento. Foram selecionadas sequéncias genéticas de amostras coletadas entre 2011 e
2014, excluindo pacientes sem genotipagem realizada e aqueles com dados insuficientes
para analise. A quantificacdo da viremia plasmatica foi realizada pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), com resultados expressos em cépias/mL e escala logaritmica, utilizando
um sistema fechado e automatizado da Abbott. A extracdo do RNA viral para genotipagem
foi realizada com o kit QIAmp Viral RNA Mini Qiagen, e a amplificagéo foi feita por One
Step RT-PCR, confirmada por eletroforese em gel e sequenciada pelo método de Sanger,
com analise dos cromatogramas no RECall (V2.32). A susceptibilidade aos antirretrovirais
(ARV) foi avaliada com o algoritmo da Stanford HIV Drug Regsistance Database
(https://hivdb.stanford.edu/), que indicou mutagdes e gerou escores/de resisténcia aos
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medicamentos. A analise estatistica foi conduzida no software STATA® (versdo 14.0),
utilizando andlises descritivas, testes qui-quadrado para varidveis categoricas e testes t de
Student ou Mann-Whitney para varidveis continuas. Os dados de Carga viral e Contagem de
células TCD4* foram avaliados a partir de dados do Sistema de Controle de Exames
Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfdocitos CD4*/CD8* e Carga Viral
(SISCEL).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os anos de 2011 até 2014, 3625 pacientes tiveram amostra analisada no
Laboratério de Retrovirus do Instituto Adolfo Lutz para a realizacdo do exame de
genotipagem, sendo 129 criancas e adolescentes com idades entre 5 e 15 anos de idade.
Destas 129, apenas 84 de fato fizeram genotipagem e possuem os dados necessarios para a
realizacdo da pesquisa. A média de idade dos pacientes foi de 12 anos (I1Q 11-14) e, 0 grupo
possui a mesma quantidade de pessoas do sexo masculino e feminino. Excetuando-se os 15
pacientes pré-tratamento, os demais ja estavam em tratamento ha 8 anos em meédia, com
mediana entre 2 e 11 anos; o subtipo viral predominante foi o subtipo B. A média dos valores
de CV foi de 3,74 (2,86 — 4,53) log'® e a média da contagem de células TCD4* foi 509 (326
— 742) célsimm3. As mutacdes principais mais frequentes foram V82 (37%), 154 (37%),
M46 (31%), e L90 (14%) que estdo ligadas a reducdo da susceptibilidade aos IPs usados na
clinica. No entanto, mutagdes isoladas geralmente causam apenas uma leve reducdo na
susceptibilidade, exceto por algumas, como D30N, 147A, G48V e I50L/V. Assim, para
superar a barreira genética dessa classe de medicamentos, sdo necessarias mdltiplas
mutacdes (SVICHER et al., 2005). Mais da metade dos pacientes do estudo ainda
apresentava sensibilidade aos medicamentos desta classe, isso se explica devido a alta
barreira genética dos IPs (AOKI et al., 2018). As mutacdes principais mais frequentes para
esta classe sdo a M184 (54%), T215 (50%), M4l (40%) e D67 (44%), que foram
significativamente associadas a diminui¢do da suscetibilidade a um ou mais ITRNs
(MELIKIAN et al., 2012). Na classe dos ITRNs, hd um maior nimero de pacientes com alta
resisténcia. Os medicamentos desta classe foram os primeiros medicamentos ARV a serem
aprovados para o tratamento do HIV, sendo a Zidovudina (AZT) o primeiro medicamento,
portanto, mutacdes de resisténcia associadas ao uso desta classe predominam no Brasil e no
mundo. A mutacdo M184V é uma mutacao principal associada a um alto nivel de resisténcia
a Lamivudina (3TC), o que explica a grande quantidade de pessoas com essa resisténcia
(39/70) (WHITCOMB et al., 2003; Moura, 2014). A mutacdo predominante nesse grupo
para os Inibidores da Transcriptase Reversa Nucleosideos (ITRNN) é a K103 (52%), G190
(22%), K101 (17%) e P225 (15%), que de acordo com estudos, foi a mutagéo de resisténcia
ITRNN mais frequentemente observada em amostras de pacientes expostos ao Efavirenz
(EFV) e que apresentaram um rebote significativo na carga viral. Essa mutagao foi detectada
em mais de 90% dos casos de falha no tratamento com EFV (BACHELER et al., 2000). O
alto indice dessa mutacdo no presente estudo pode ser explicado pelo fato de que 44% do
grupo estudado foi exposto ao EFV. A K103N é uma mutacao de resisténcia selecionada em
pessoas que recebem Nevirapina (NVP) e EFV. Ela reduz a suscetibilidade a NVP e EFV
em cerca de 50 e 20 vezes, respectivamente (HIV drug resistance database, 2024), o que
explica a alta resisténcia a esses medicamentos (33/46). Vale destacar que esta foi a mutagéo
mais frequente na populacdo avaliada no presente estudo. As mutacGesqdentificadas em
pacientes pré tratamento foram: para IP, M361; para ITRN, E44D, M184V, T215Y/F, S68G
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e M41L; e para ITRNN, K103N, Y181C, E138A, Y188L e V106l. Essas mutacbes foram
observadas em 5 dos pacientes pré tratamento, que indicam que essas mutacfes foram
transmitidas ou representam polimorfismo do virus, o que ndo € incomum, como por
exemplo a mutacdo E138A que € uma mutacdo polimorfica que acontece em 2% a 5% dos
pacientes naives (HIV drug resistance database, 2024). A tabela a seguir apresenta a faixa
de carga viral e de células TCD4" atuais dos pacientes, visando apresentar se houve ou ndo
melhora desses pacientes.

Tabela 1 — Faixa de CV e TCD4* na ultima observacao

Todos Pré Tratamento Tratados 21 -
acompanhamento
n 84 (100) 15 (100) 69 (100) 58 (100)
CV <Lim.
Min. (log<1.3) 30 (36) 8 (53) 22 (32) 27 (47)
Cvlbg'f‘g)('og 20 (24) 2 (13) 18 (26) 12 (21)
Virémicos
(log>3) 34 (40) 5 (33) 29 (42) 19 (33)
TCD4*
Entrada (80) 500 (326,5 - 742) 512 (274 —593) 506 (332 — 783) 549 (381 - 805,5)
TCD4* atual 474 (158 — 817) 585 (258 — 973) 422 (154 — 790) 608,5 (243 — 862)
TCD(‘;O)de'ta .99 (-304,5 — 219,5) 1(-256 — 515) 170 (-315— 161)  -83,5 (3045 297)

*inclui apenas aqueles com dados de retirada de medicacao e testes de CV no Gltimo ano (set/23 a set/24).
Fonte: Nicleo de Doengas Sanguineas e Sexuais - Centro de Virologia — 1AL, 2024

A Tabela 1 apresenta os dados de supressdo viral e contagem de células TCD4* dos
84 pacientes analisados. Podemos evidenciar que atualmente 36% dos pacientes possuem
carga viral suprimida, enquanto 50% apresentam uma contagem de células T CD4* acima
de 500 céls/mm3. Em comparacao com os dados de entrada no estudo, onde nenhum paciente
havia atingido a supressdo viral, isso demonstra progresso no controle da infeccdo. No
entanto, a contagem de TCD4* se manteve estavel ao longo do tempo, com 51% (41/80) dos
pacientes ja& com >500 céls/mm3 na entrada. Entre aqueles que realizaram exames
recentemente, 47% (27/58) apresentam supressao viral, e 57% (33/58) apresentam uma
contagem de TCD4* satisfatdria, mostrando que, apesar de avan¢os no tratamento, ainda ha
uma parcela significativa de pacientes sem supressdo viral adequada. Ja nos pacientes que
deram entrada pré - tratamento, mais da metade atingiram a supressdo viral e conseguiram
manter a contagem de células TCD4*. Mas esses valores ainda estdo bem menores que a
meta 95-95-95 da UNAIDS que visa acabar com a pandemia do HIV ao estabelecer que 95%
das pessoas vivendo com HIV (PVHIV) saibam de sua condi¢do, 95% das PVHIV
diagnosticadas estejam em TARV e 95% das pessoas em tratamento alcancem supressao
viral (Brasil, 2023). No Brasil, os indices atingidos sdo de 91%-81%-95%, respectivamente
(UNAIDS, 2023). Dos 30 pacientes suprimidos, (37%) ndo possui resisténcia a nenhuma
classe, enquanto dos 54 pacientes ndo suprimidos, 89% tem 2 ou/mais mutacoes de
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resisténcia, 0 que mostra uma relacdo entre a presenca de mutaces e a supressdo viral
(p=0,005).

CONCLUSOES

De acordo com o0 nosso estudo, podemos concluir que dos 15 pacientes pré-
tratamento, 5 (33%) tém alguma mutacdo do virus HIV, o que indica que hd um indice de
transmissdo de DRM ou polimorfismos. Contudo, entre os pacientes previamente tratados,
90% apresentou resisténcia a multiplas classes de medicamentos, especialmente aos ITRNs
e ITRNNs, com mutagbes como M184 e K103 altamente prevalentes, o que reflete o uso
prolongado dessas classes de farmacos no tratamento inicial do HIV. No caso dos IPs,
embora muitos pacientes ainda apresentem susceptibilidade a esses medicamentos, a
presenca de mutagfes como V82 e 154, além da necessidade de acimulo de mutacdes para
o0 desenvolvimento de resisténcia significativa, ressalta a importancia da escolha criteriosa
de terapias combinadas para evitar a perda de eficacia dessa classe. Além disso, os dados de
supressdo viral e contagem de células TCD4* mostram que apenas 36% dos pacientes estdo
atualmente suprimidos e 50% possuem valores de TCD4* que sugerem um estado
imunologico adequado, embora uma parte significativa continue sem atingir os parametros
desejados. Esses achados sublinham a importancia de monitorar e ajustar continuamente 0s
tratamentos, bem como de desenvolver novas abordagens terapéuticas para combater a
resisténcia em longo prazo. Sendo assim, é importante que se invista mais em politicas
publicas que oferecam informacdes claras e acessiveis as gestantes vivendo com HIV sobre
como prevenir a transmissdo vertical. Essas politicas devem incluir a orientagdo sobre 0 uso
de formulas infantis como alternativa a amamentacao. Paralelamente, é essencial expandir a
oferta e os meios de favorecer a utilizagdo de antirretrovirais (ARV) para criangas, com foco
em férmulas farmacéuticas que facilitem a aceitacdo e, consequentemente, melhorem a
adesdo ao tratamento. Apesar dos avancos, ainda Sd0 necessarias mais pesquisas para
entender melhor o HIV em criangas e aperfeicoar as estratégias de prevencao e tratamento,
promovendo melhores desfechos de salde para essa populacao vulneravel.
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Resumo: A meningite é uma inflamacdo das meninges e representa um grande desafio de
salde publica devido a sua gravidade e diversidade de agentes etiologicos. O
desenvolvimento de vacinas para o sorogrupo B é desafiador. Apesar disso, as vacinas
Bexsero® e Trumenba® demonstram eficicia contra esse sorogrupo, proporcionando
protecdo relevante. Este estudo visou comparar essas vacinas, avaliando a relevancia de sua
inclusdo no calendario vacinal do Brasil. A pesquisa utilizou a base de dados PubMed, site
oficiais do governo e bulas dos fabricantes. Ambas as vacinas Bexsero® e Trumenba® sdo
eficazes contra 0 meningococo B. No Brasil, estdo disponiveis apenas no setor privado, e
sua inclusdo no SUS enfrenta desafios de custo e priorizacdo, apesar da importancia para a
salde publica. A meningite do sorogrupo B atualmente inclui vacinas como Bexsero® e
Trumenba®. Acreditamos que a inser¢cdo no SUS tera que superar barreiras de custo e
prioridade. Como é de conhecimento a integracdo publico-privada e campanhas sao
essenciais para ampliar o acesso e reduzir casos no Brasil.

Palavras—chave: Bexsero; Neisseria meningitidis B; OMVs;Trumenba; vacinas
INTRODUCAO

A meningite ¢ uma condig&o caracterizada pela inflamag&o das meninges, que sao as
membranas que protegem o cérebro. Essa doenca representa um significativo desafio para a
salde publica (BRASIL, 2022).

No Brasil, entre 2007 e 2020, foram registrados 265.644 casos confirmados de
meningite, sendo a maioria de origem viral, seguida pela bacteriana. A Neisseria
meningitidis destacou-se como o principal agente causador nos casos em que a espécie
bacteriana foi identificada, e, nesses casos, é apropriado referir-se ao quadro como doenga
meningocdcica (BRASIL, 2021).

A Neisseria meningitidis faz parte da familia Neisseriaceae e é caracterizada por ser
uma bactéria ndo maével, com uma parede celular gram-negativa. Essa espécie € classificada
em sorogrupos com base na composi¢do da capsula polissacaridica. Os seis sorogrupos mais
relevantes para a propagacéo da doenga meningococicasao: A, B, C, W, Xe Y. (FINDLOW
et al, 2019/ SAFADI et al, 2012). A Neisseria meningitidis também pode_semclassificada
com base em sorotipos e subtipos, que sdo determinados pela variago antigenica das
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proteinas da membrana externa da bactéria. Esses sorotipos e subtipos sdo identificados por
meio das proteinas PorA e PorB, respectivamente (BRASIL, 2017).

O desenvolvimento de vacinas contra o sorogrupo B da Neisseria meningitidis
enfrenta desafios devido a baixa imunogenicidade do polissacarideo deste sorogrupo. Esse
polissacarideo é semelhante ao &cido polisialico encontrado no tecido cerebral humano, o
que pode resultar em reacdes autoimunes (GASPARINI et al., 2014; LATARO, 2016).

A 4CMenB, também chamada de Bexsero®, desenvolvida pela GlaxoSmithKline,
foi a primeira vacina a proporcionar ampla prote¢do contra 0 meningococo B (MenB). Sua
formulacdo inclui multiplos componentes, como OMVs proteinas recombinantes e hidréxido
de aluminio, e foi aprovada pela European Medicines Agency (EMA) em 2013 e pela Food
and Drug Administration (FDA) em 2015 (SANTOLAYA, M. E., etal., 2012/FDA, c2024).
A vacina rLP2086, comercializada como Trumenba® pela Pfizer, obteve a aprovacdo da
FDA em 2014, comprovando eficacia contra quatro cepas distintas do sorogrupo B do
meningococo (PFIZER, 2014).

O objetivo deste estudo foi comparar as vacinas Bexsero® e Trumenba®,
examinando seus beneficios e limitagdes em diferentes aspectos, com a intencdo de avaliar
0 impacto para a inclusdo dessas vacinas no calendario vacinal do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Para desenvolver este estudo, foram realizadas pesquisas na base de dados PubMed,
utilizando os seguintes termos de busca: Vacinas meningocoécicas ,“Meningococcus B",
"Bexsero & Trumenba”, "Trumenba" e "Bexsero”. O levantamento abrangeu artigos
publicados entre 1985 e 2023, com a sele¢do focada na relevancia em relacdo aos temas
abordados nesta reviséo.

Adicionalmente, o site do Ministério da Saude do Brasil foi consultado para obter
dados atualizados sobre a meningite e seu panorama epidemioldgico no pais. As informacGes
relativas as vacinas Bexsero® (GlaxoSmithKline) e Trumenba® (Pfizer) foram obtidas a
partir das bulas disponibilizadas pelos respectivos fabricantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um estudo comparativo das vacinas Bexsero® e Trumenba®, foi observado que
a composicao e aplicacdo de faixa etaria sdo distintas entre si, uma vez que a vacina
Bexsero® possui multiplos componentes e aplicacdo de 2 meses a 50 anos, € a Trumenba®
com formulacdo de duas variagdes de fHbp e aplicacdo em faixas etarias de 10 a 25 anos
(GSK, 2021/Pfizer, 2022).

As vacinas sdo uma parte essencial da saude publica, auxiliando na prevencéo de
diversas doengas. Atualmente o Brasil tem um programa de imunizagdo bem estruturado,
s&o oferecidas pelo Sistema Unico de Saude (SUS). A tabela 1 faz uma relacio das vacinas
disponiveis gratuitamente dentro do Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) do Brasil
(BRASIL, 2022).

Tabela 1. Vacinas oferecidas pelo SUS que estdo dentro do PNI do Brasil

Vacinas contra doengas virais Vacinas contra doencas bacterianas

]
Vacina Rotavirus Humano (VRH) BCG (contra tubérculose)
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Hepatite B Penta (DTP/Hib/Hep. B)
| Febre Amarela | Pneumocacica 10 Valente I
| Triplice Viral (Sarampo, Caxumba e Rubéola) | Vacina Inativada Poliomielite (VIP) I
| Hepatite A | Vacina Oral Poliomielite (VOP) I
| Tetraviral (Sarampo, Caxumba, Rubéola e I Meningocdcica C (conjugada) I
Varicela)
| Varicela | DTP (Triplice Bacteriana: Difteria, Tétano e I

Coqueluche)

HPV Quadrivalente dT (Dupla Adulto: Difteria e Tétano)

dTpa (DTP Adulto)

Meningoc6cica ACWY (conjugada)

Fonte: Adaptado de BRASIL - Ministério da Saude (2022)

No Brasil a vacina meningocdécica contra o sorogrupo C é aplicada em criancas aos
3 e 5 meses de idade, com reforgo aos 12 meses, j& a vacina Meningocécica ACWY ¢
aplicada em adolescentes entre 11 e 12 anos de idade em dose Gnica. Como observado, ndo
ha vacina contra meningococo B no calendario vacinal, podendo somente ser adquiridas em
estabelecimentos privados (BRASIL, 2022).

A introducdo de vacinas mundialmente é controlada por diferentes 6rgdos
regulatorios, que variam de acordo com o pais, como por exemplo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) a nivel global, FDA nos Estados Unidos e EMA na Unido Europeia
(BRASIL, c2024).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) avalia a qualidade,
seguranga e eficacia de vacinas antes de conceder autorizacdo para comercializacdo, outras
entidades como o Ministério da Saude e Secretarias Estaduais/Municipais de Saude auxiliam
na formulacdo de politicas publicas de saude e na execucdo de campanhas de vacinacao
(ANVISA, c2024).

Por outro lado ha algumas etapas e critérios que devem ocorrer para garantir que as
vacinas sejam seguras e eficazes antes de serem introduzidas no mercado de um pais, entre
0s ja relatados podemos destacar :

1. Pesquisa e Desenvolvimento: Como a identificacdo de antigenos com potencial para
induzir uma resposta imunoldgica e estudos laboratoriais e de seguranca.
2. Ensaios clinicos:
- Fase 1: Testes iniciais em pequeno grupo para avaliar seguranca e dosagem;
- Fase 2: Testes em grupo maior para verificar eficacia e monitorar efeitos
colaterais;
- Fase 3: Ensaios em uma grande populacdo para confirmar eficicia e
seguranca em condices reais.
3. Registro e Aprovacdo: Submissdo de dados para as autoridades regulatérias como

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil;

4. Aprovagdo e Licenciamento: A vacina € aprovada para producée; distribuicao e
comercializacéo;
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5. Monitoramento Pds comercializacdo: Monitoramento da seguranca da vacina para
avaliar possiveis efeitos adversos;

6. Atualizacdo do Calendario Vacinal: As autoridades, como o Ministério da Saude,
avaliam a necessidade de introducdo de uma nova vacina no calendéario vacinal.

A dificuldade para introducéo de vacinas contra Neisseria meningitidis sorogrupo B
no calendario de vacinacdo pode compreender alguns fatores como custo e prioridades de
salde publica voltadas para a doenca.

. Uma estratégia para introducdo destas vacinas seria pautada na avaliacdo em relacdo
ao custo-beneficio, discussdo com especialistas, planejamento logistico, campanhas de
informacdo, implementacédo de projetos piloto para avaliar aceitacdo da vacina e aplicacéo
em larga escala e posteriormente a introducao ao calendario vacinal por meio de propostas
formais junto ao Ministério da Saude (BRASIL, 2013).

Atualmente alguns paises utilizam vacinas contra Neisseria meningitidis B, como por
exemplo: Reino Unido, Australia, Canada, Estados Unidos, Nova Zelandia e alguns paises
europeus como ltalia, Alemanha e Suécia também utilizam vacinas contra meningococo B
como as vacinas disponiveis Bexsero® e a Trumenba® (CDC, 2024/ECDC, 2024).

Como prevencao em caso de epidemia de N. meningitidis B, é necessario fazer a
notificagcdo e monitoramento dos casos registrados, implementar campanhas de vacinagéo e
assegurar que as vacinas como Bexsero® e Trumenba® estejam disponiveis como também
realizar a administracdo de medidas profilaticas para casos confirmados e contatos proximos
(BRASIL, 2024).

No caso de uma epidemia certamente ir4 ocorrer dificuldade quanto ao pagamento
em clinicas particulares devido ao alto custo de vacinas. Uma estratégia seria o
financiamento externo por organizagdes internacionais como a OMS para facilitar o acesso
as vacinas por um preco reduzido, bem como programas de acesso de imuniza¢fes em massa
no caso de surtos e/ou estratégias de colaboracgdes dos setores publico e privado para facilitar
0 acesso da populacdo as vacinas (BRASIL, 2013).

CONCLUSOES

A meningite causada pela Neisseria meningitidis do sorogrupo B é um grande desafio
no mundialmente e preocupante no Brasil . Embora as vacinas Bexsero® e Trumenba®
sejam eficazes, sua inclusdo no calendério vacinal enfrenta barreiras de custo e priorizagao.

Podemos sugerir a necessidade de promover campanhas de conscientizacdo e
colaboragdo entre governo e iniciativa privada para garantir acesso a essas vacinas,
protegendo a populacdo e reduzindo 0s casos no pais.
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Resumo: A hepatite C é um problema de saude publica global, afetando milhGes de pessoas
em escala internacional. Estima-se que cerca de 50 milhGes de individuos sejam portadores
do virus da hepatite C (HCV). Desse modo, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar o perfil das solicitacdes de exame de carga viral do HCV, realizadas pelo Centro
de Laboratorio Regional Instituto Adolfo Lutz S&o José do Rio Preto (CLR IAL SJRP). Foi
realizado o levantamento das solicitacdes de exames atraves da plataforma de Gerenciador
de Ambiente Laboratorial (GAL), recebidas no periodo de janeiro de 2022 a dezembro de
2023. Os dados foram organizados em tabela, levando em consideracdo caracteristicas
especificas, bem como o resultado da carga viral. Além disso, foi realizado uma analise
estatistica para avaliar a relevancia dos resultados. Os dados coletados mostraram que a
maior taxa de exames realizados ocorreu no ano de 2023 (55,8%). A maioria das solicitaces
pertencia a individuos do sexo masculino (52,7%), e 44,5% dos individuos na faixa etaria de
39-57 anos. A maioria apresentou carga viral indetectavel (63,1%), sendo o sexo feminino
o perfil que apresentou maior taxa 53,6%. A pesquisa revelou um aumento nas solicitacfes
de exames em 2023, em maior parte por individuos do sexo masculino, na fase adulta. O
sexo feminino foi predominante nos resultados de carga viral indetectavel, apresentando
maior taxa de eliminagdo espontanea. Conhecer o perfil das solicitacdes dos exames é um
importante subsidio para implementacédo de estratégias de controle, colaborando com a meta
de eliminacédo da hepatite C, até 2030.

Palavras—chave: caracterizacdo; diagnéstico; hepatite C

INTRODUCAO

A hepatite C é uma das infecgdes consideradas como questdo global de sadde publica,
afetando milhdes de pessoas em todo o mundo. Cerca de 50 milhGes de pessoas sédo
estimadas como portadoras do virus da hepatite C (HCV). No Brasil, foram notificados
318.916 casos, com 58,1% das testagens positivas provenientes da regido Sudeste (Brasil,
2024).

Causada por um virus de RNA pertencente a familia Flaviviridae, genero
Hepacivirus, o0 HCV infecta seres humanos e apresenta tropismo pela tecido hepatico
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infeccdo é caracterizada por resultar em danos hepéticos graves em casos de cronifica¢do da
doenca. O diagndstico pode ser feito em duas fases, visto que o HCV estabelece uma
infeccdo aguda que pode evoluir para um quadro cronico (Brasil, 2019; Pietschmann, 2019).

A fase aguda inicia logo ap06s o contato com o virus, e a soroconversdo ocorre nos
primeiros seis meses. Na maioria dos casos, os individuos podem néo apresentar sintomas,
dificultando a identificacdo da infeccdo. A eliminacdo do virus pode ocorrer
espontaneamente (Brasil, 2017).

J& a fase cronica, que abrange cerca de 85% dos casos, € marcada pelo seu carater
silencioso, evoluindo ao longo de décadas e sendo diagnosticada habitualmente em estagios
mais avancados. Nessa fase, a infeccdo pelo HCV persiste por mais de seis meses,
acompanhada de um processo inflamatério no figado que pode levar a complicagdes como
cirrose e carcinoma hepatocelular (Brasil, 2022; Abu-Freha, 2022).

A transmissdo do HCV pode ocorrer por diferentes meios: via sexual, vertical (de
mae para filho) e parenteral, sendo a Ultima a mais comum, ocorrendo através do contato
com sangue infectado, como o compartilhamento de instrumentos néo esterilizados (Brasil,
2022).

O diagnostico laboratorial € realizado por meio de testes soroldgicos e
imunocromatograficos, como testes rapidos (TR) para detectar a presenca de anticorpos anti-
HCV. A confirmacdo da infec¢éo ativa é feita por testes moleculares, como o PCR em tempo
real (QPCR), que detecta o genoma viral (HCV-RNA) tanto qualitativo quanto
quantitativamente (Brasil, 2017; Abu-Freha, 2022). Além disso, o exame molecular é
utilizado para acompanhar a eficdcia do tratamento em pacientes infectados e para auxiliar
na escolha do medicamento (Brasil, 2016).

A hepatite C é uma doenca que causa grande impacto global e nacional na populacéo.
Desse modo, os dados que foram analisados sdo essenciais para a implementacao de politicas
de saude publica. Compreender a demanda dos exames realizados e conhecer seu perfil nas
diversas regides do Estado e do Brasil é fundamental para desenvolver estratégias eficazes
de controle de saude publica que busquem prevenir, detectar e tratar essas infeccdes,
colaborando com a meta de eliminacédo da hepatite C, até 2030 (Brasil, 2018). Assim sendo,
os dados apresentados detalham as solicitacGes de exames, com o objetivo de proporcionar
um melhor entendimento da demanda.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados da plataforma de Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL)
dados de exames realizados no CLR IAL SJRP de janeiro de 2022 a dezembro de 2023.
Foram analisados municipios, motivo de solicitacdo, sexo, idade, gestante e resultado de
carga viral, garantindo a privacidade ao excluir nomes e enderegos. Os dados foram
organizados em tabelas no Microsoft Excel, foi realizado analises estatisticas basicas através
do software OpenEpi, considerando um valor de p<0,05 como estatisticamente significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo avaliado, foram solicitados 567 exames de carga virali(C\/)mparano
diagndstico da hepatite C. No ano de 2022, a taxa de pedido foi menorque em 2023, com
251 (44,2%) e 316 (55,8%) exames, respectivamente. Quanto a infeccdo por razao de se




esPEC lALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

0s homens apesentaram maior frequéncia, com 290 (52,7%) dos casos em relacdo as
mulheres, com 260 (47,2%). Quando consideramos a faixa etéria, 44,5% dos exames foram
provenientes de individuos na faixa etaria de 39-57 anos. A maior parte dos individuos
testados na triagem, apresentaram no diagnostico molecular, uma carga viral indetectavel
(63,1%). Notavelmente, os individuos do sexo feminino sdo a maioria dos casos de
eliminacdo esponténea observada, com 186 (53,6%) dos casos, apresentando uma diferenca
significativa em relacdo ao sexo masculino (p<0,005).

Tabela 1 — Caracteristicas epidemioldgicas e resultado da carga viral, das solicitacfes de diagndsticos.

Variaveis Desfechos n (%)

Ano 2022 251 (44,2%)
2023 316 (55,8%)
Sexo Feminino 260 (47,2%)
Masculino 290 (52,7%)

1-19 11 (1,9%)

20-38 76 (13,4%)
Faixa etaria (anos) 39-57 251 (44,5%)
58-76 200 (35,4%)

77-95 26 (4,6%)
Resultado carga viral cv 203 (36,6%)
ND* 347 (63,1%)
ND por razéo de sexo Feminino 186 (53,6%)
Masculino 161 (46,4%)

Fonte: Elaborada pelas autoras (2024).
*N&o Detectavel

O menor numero de solicitacbes no ano de 2022 pode ser devido ao impacto da
pandemia da Covid-19. No qual, a populagéo, por incentivo dos servigos de atendimento,
deixou de buscar os servicos de salde rotineiramente, com receio de se infectar com o novo
coronavirus. A concentragdo dos profissionais no atendimento da nova doenca resultou em
um declinio no acesso dos pacientes aos servicos de saude, impactando significativamente
0s programas de vigilancia epidemiol6dgica quanto a notificacdo da hepatite C. Esses fatores
podem ter levado a uma queda na realizacdo de diagnostico e a subnotificacdo dos casos
(Carmo; Souza, 2022)

A andlise estatistica das solicitacdes realizadas, em relacdo ao sexo, foi significativa
(p<0,05), com prevaléncia no sexo masculino. Essa prevaléncia também foi observada por
estudos nacionais e internacionais (Oliveira, 2018; Li et al., 2020), constatando que o perfil
de infectados se estabelece de maneira consistente por diversos paises. A taxa da infeccéo
por HCV é maior na populacdo masculina devido a apresentarem maior propensao em
realizar atividades de risco. Particularmente o uso de drogas injetaveis e inalaveis, as quais
sdo responsaveis pelo surgimento de novos casos todos 0s anos. Aspectos comportamentais,
como a préatica de atividades sexuais desprotegidas, principalmente entre homens que fazem
sexo com homens, possuirem multiplos parceiros, e a crenga de possuirempmaion
vulnerabilidade s&o fatores significativos na disseminagdo do virus (Melo et al., 2020; Silva,
2023; Nicolau, 2017;).
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O perfil das solicitagdes de carga viral do HCV, segundo faixa etéria, também é
consistente em outros paises, 0s quais também relataram prevaléncia em individuos acima
de 40 anos (Li et al., 2020). A prevaléncia observada na fase adulta ocorre devido ao
percurso lento da doenga. Devido a isso, 0 Ministério da Satde recomenda que adultos acima
dos 40 anos realizem pelo menos uma vez o teste para deteccdo do HCV (Brasil, 2020).

Ao analisar os resultados da CV, constatou-se que a maior parte dos individuos que
testaram positivos na triagem, apresentaram no diagnéstico molecular, uma CV indetectavel
(63,1%), com prevaléncia no sexo feminino, demostrando uma possivel cicatriz soroldgica,
enquanto 36,6% apresentou uma CV detectavel, confirmando uma infeccéo ativa pelo HCV.
A maioria dos casos de eliminagdo esponténea relacionado ao sexo feminino, embora ainda
nédo seja bem compreendida, alguns estudos relatam que essa relacdo pode ter como fator
contribuinte diferencas hormonais e de respostas imunoldgicas em que, frente a uma
infeccdo viral, as mulheres apresentem maior capacidade de uma resposta imune
diferenciada e mais robusta, apresentando, entdo, uma probabilidade significativamente
maior que os homens em relacdo a depuracdo da infeccdo (Ruggieri; Gagliard; Anticoli,
2018).

CONCLUSOES

A andlise revelou que, em 2023, a taxa de exames realizados foi superior ao ano de
2022. Entre os individuos atendidos, a maioria das solicitacdes eram do sexo masculino e
faixa etaria de 39 a 57 anos. A maioria apresentou resultado de carga viral ndo detectado,
indicando uma possivel eliminacao espontanea do virus, sendo que desses, 0 sexo feminino
foi predominante.

E indispensavel ter conhecimento sobre a demanda e o perfil dos pacientes atendidos
como informagdes Uteis para a implementacdo de estratégias de controle e tratamento,
considerando que a doenca é uma importante questdo de saude publica que afeta milhGes de
pessoas.
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Resumo: Os gelados comestiveis, popularmente conhecidos como sorvetes, sdo produtos
alimenticios amplamente consumidos em diversas partes do mundo e por diferentes
geracOes. Apesar do sorvete ser mantido em baixas temperaturas, microrganismos que
sobrevivem a essas condi¢Ges podem proliferar, tornando-o um veiculo para doengas de
transmissdo hidrica e alimentar (DTHA). Este estudo teve como objetivo verificar a
influéncia das Boas Préticas de Fabricacdo na qualidade microbioldgica de gelados
comestiveis e 0s principais contaminantes biologicos. Foi realizada uma revisao
bibliografica em bases cientificas como SCIELO, BVS e PubMed, abrangendo artigos
cientificos, legislacbes vigentes e normas oficiais. Foi observado que falhas nas Boas
Préticas de Fabricacdo (BPF), como higienizacdo inadequada e manuseio improéprio,
contribuem para a contaminacdo microbiologica. A adocdo rigorosa das BPF e o
monitoramento continuo dos contaminantes microbioldgicos sdo essenciais para assegurar a
qualidade dos produtos. A aproximacdo da legislacéo brasileira com normas internacionais
também pode contribuir para o controle sanitario destes produtos.

Palavras—chave: gelados comestiveis; microbiologia de alimentos; seguranca dos
alimentos, boas praticas de fabricacdo

INTRODUCAO

Os gelados comestiveis, popularmente conhecidos como sorvetes, sdo produtos
alimenticios amplamente consumidos em diversas partes do mundo e por diferentes
geracOes. A fabricacdo do sorvete envolve uma variedade de ingredientes, incluindo
produtos lacteos ou substitutos, corantes, aromatizantes, acUcares, estabilizantes e
emulsificantes. As etapas de processamento sdo geralmente agrupadas em trés fases: (1)
mistura e aquecimento dos ingredientes, seguido pela pasteurizacao; (2) congelamento ap6s
a homogeneizacdo para a incorporacdo de ar; e (3) endurecimento, onde a agua nao
congelada se deposita sobre os cristais de gelo, aumentando seu tamanho (SANTOS, 2009;
BRASIL, 2003).

Apesar do sorvete ser mantido em baixas temperaturas, mickerganiSmos que
sobrevivem a essas condicGes podem proliferar, tornando-o um rmieio propicio para
contaminagio microbiologica (HAMU, 2019). As doencas de transmisséo hidric
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alimentar (DTHA) sé@o consequéncias da ingestdo de alimentos e agua contaminados com
microrganismos patogénicos, substancias quimicas ou objetos lesivos, cujos sintomas
comuns incluem dores abdominais, diarreia, vomitos e nauseas (WHO, 2015). Os gelados
comestiveis podem atuar como veiculos de DTHA quando contaminados por
microrganismos patogénicos.

Assim, a seguranga bioldgica dos gelados comestiveis € uma questdo crucial tanto
para a Saude Publica quanto para a industria alimenticia. Este estudo teve como objetivo
verificar a influéncia das Boas Préaticas de Fabricacdo na qualidade microbiol6gica de
gelados comestiveis e 0s principais contaminantes biol6gicos.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado por meio de um levantamento bibliografico,
utilizando as seguintes bases de dados: SCIELO (Scientific Electronic Library Online), BVS
(Biblioteca Virtual em Saude) e PubMed (U.S. National Institutes of Health's National
Library of Medicine - NIH/NLM). Foram selecionados artigos cientificos, teses de mestrado
e doutorado publicados nos dltimos 15 anos. Alem disso, foram consultadas legislacfes e
sites de Orgdos oficiais, tanto nacionais quanto internacionais. Para a busca dos artigos
cientificos, foram utilizadas as seguintes palavras-chave: "gelados comestiveis",
"microbiologia de alimentos" e "inocuidade dos alimentos".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producéo de gelados comestiveis exige rigoroso controle de qualidade das
matérias-primas e do seu processamento para garantir a seguranga alimentar. Estudos
apontam que as principais falhas nas industrias de gelados comestiveis incluem instalagdes
inadequadas, temperaturas inadequadas e condi¢des de armazenamento insatisfatorias
(MILIKITA, 2002; LIMA et al., 2016).

As Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) para gelados comestiveis, regulamentada pela
RDC N° 267, de 25 de setembro de 2003, estabelece o processamento dos gelados
comestiveis em etapas como mistura, pasteurizacdo, congelamento e maturacdo, visando a
textura, estabilidade e higiene do produto (BRASIL, 2003).

A pasteurizacdo, essencial para reduzir a carga microbiana, ocorre em alta
temperatura e tempo curto (HTST), conforme exigido pela ANVISA. O congelamento e a
homogeneizacdo, que incluem a incorporacdo de ar (overrun), sdo cruciais para a
cremosidade e leveza do sorvete. Apds o envase, o produto é submetido a um congelamento
final em temperatura de -18 °C ou inferior para assegurar a estabilidade até a venda
(BRASIL, 2003). A figura 1 apresenta um resumo das etapas de producdo dos gelados
comestiveis.
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Figura 1 - Processamento dos gelados comestiveis
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FONTE: Elaborado pelo autor (2024)

Os gelados comestiveis apresentam fatores como alta umidade e pH préximo ao
neutro que favorecem o crescimento microbiano (MIKILITA, 2002). O risco de
contaminacdo estad frequentemente associado as praticas de manipulagdo, higienizacéo,
qualidade das matérias-primas e armazenamento em temperaturas inadequadas (MIKILITA,
2002; SIQUEIRA et al., 2010; HAMU, 2019).

Ferrari (2007) realizou um estudo que avaliou o padrdo higiénico-sanitario de
alimentos na regido de Londrina/PR e, dentre estes, os gelados comestiveis. Foi verificado
que 50% das amostras de sorvetes apresentaram contaminacdo por E. coli. Esta
contaminacdo foi justificada pelo processo de pasteurizacdo incompleto e falho e pela alta
contaminacdo das matérias-primas utilizadas no processamento.

Uma das principais matérias-primas utilizadas na producéo dos gelados comestiveis
é o leite. O Staphylococcus aureus € um dos principais microrganismos patogénicos
encontrado no leite cru (ZECCONI, 2001). Possui a capacidade de formar biofilmes, resistir
ao calor e a desinfetantes. Estas caracteristicas conferem uma maior capacidade de
contaminacdo em superficies, utensilios e equipamentos utilizados no preparo de alimentos
(BOTELHO, 2017).

A contaminagédo por bolores e leveduras geralmente indica problemas na area de
producdo relacionados a praticas de higiene insuficientes e limpeza inadequada de
superficies (JUNQUEIRA et al., 2012; ALLATA et al., 2017; DE AMARANTE et al.,
2021). Em um estudo realizado na cidade de Pelotas/ RS foram analisadas 30 amostras de
gelados cosmetiveis provenientes de buffets e maquinas expressas de sorvete. Todas as
amostras apresentaram contaminacdo de bolores e leveduras e bactérias mesofilas aerdbias
indicando a necessidade de aprimoramentos das BPF (DE AMARANTE et al., 2021).
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Allata et al. (2017) realizaram um estudo em uma fabrica de gelados comestiveis
localizada na cidade de Mazafroid no norte da Argélia e verificaram altas contagens de
bactérias aerobias mesofilas em sorvetes de chocolate, morango e baunilha. Esta
contaminacdo foi associada a possivel utilizacdo de matérias-primas contaminadas, limpeza
e desinfeccdo de superficies inadequadas e higiene insuficiente no processamento (ALLATA
etal., 2017).

L. monocytogenes pode causar uma série de doencas graves como encefalites,
septicemias e aborto. Possui capacidade de atingir grupos de risco como criangas, gravidas
e idosos (MIKILITA, 2002). Pode sobreviver em temperaturas de refrigeracéo, proliferar em
superficies e pode ser encontrada em leites e frutas contaminadas devido a falhas de
higienizacdo (FDA, 2017). Um estudo realizado por Tinareli et. al (2020) para verificar a
presenca de Listeria monocytogenes na area de producdo de uma industria de sorvetes,
constatou a contaminacdo de L. monocytogenes em utensilios utilizados na producao dos
gelados comestiveis e em utensilios de limpeza, ocasionando contaminacdo cruzada e
contaminando o produto.

No Brasil, a Resolugéo da Diretoria Colegiada RDC N° 724 e a Instrugdo Normativa
IN n® 161 de 1° de julho de 2022 dispbe os padrdes microbioldgicos dos alimentos e sua
aplicagdo (BRASIL, 2022). De acordo com a legislagdo, os limites microbianos para os
gelados comestiveis sdo baseados em contagem de Enterobacteriaceae, pesquisa de
Salmonella spp e contagem de estafilococos coagulase positiva para produtos a base de leite
(BRASIL, 2022).

Além dos microrganismos regulamentados no Brasil, paises como EUA e a Unido
Europeia monitoram também a bactéria Listeria monocytogenes em gelados comestiveis (US
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2017; UE,2005). Nos Estados Unidos, o FDA
exige a auséncia de Salmonella spp e Listeria monocytogenes em sorvetes, além de
monitorar a presenca de Escherichia coli devido a frequéncia de surtos relacionados ao
patdgeno no pais (US FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2023). A Unido Europeia,
através do Regulamento (CE) n® 2073/2005, exige a andlise de Salmonella spp, Listeria
monocytogenes e Enterobacteriaceae, alinhando-se com as préaticas de seguranca da maioria
dos paises-membros (EU, 2005). O quadro 1 apresenta uma compara¢do do que é
preconizado na legislacdo para o controle microbioldgico dos gelados comestiveis no Brasil,
Estados Unidos e Unido Europeia.

Quadro 1 - Comparacao das Legislagdes no Brasil, Estados Unidos e Uni&o Europeia

Microrganismo Brasil EUA Unido Europeia
Enterobacteriaceae Monitorado N&o mencionado Monitorado
Listeria N&o monitorado Monitorado Monitorado
monocytogenes
Salmonella spp. Monitorado Monitorado Monitorado
Estafilococos Monitorado Monitorado Monitorado
coagulase positivo
Escherichia coli Monitorado* Monitorado Monitorado*

*através da familia Enterobacteriacea
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Fonte: elaborado pelo autor (2024)

CONCLUSOES

A seguranca bioldgica em gelados comestiveis € essencial para garantir tanto a
qualidade do produto quanto a protecdo dos consumidores. Os gelados comestiveis podem
ser um meio de proliferagdo de microrganismos patogénicos e uma fonte de veiculacdo de
doencas alimentares.

Falhas nas Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), como higienizacdo inadequada,
manuseio impréprio e uso de matérias-primas de baixa qualidade contribuem para a
contaminacdo microbioldgica em gelados comestiveis. O monitoramento microbioldgico
continuo aliado as Boas Praticas de Fabricacdo sdo ferramentas que podem contribuir com a
seguranga bioldgica dos gelados comestiveis.

A atuacdo das autoridades sanitarias na fiscalizacdo rigorosa dos processos de
producdo é fundamental para assegurar que os produtos atendam aos padrfes de seguranca
dos alimentos.

Alinhando-se as praticas internacionais, a inclusdo de Listeria monocytogenes na
regulamentacdo brasileira seria uma medida significativa para elevar a protecdo a Salde
Publica, harmonizando as normas nacionais com as praticas seguidas em paises como
Estados Unidos e Unido Europeia.
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Resumo: a leptospirose é uma infeccdo causada por bactérias do género Leptospira,
transmitida principalmente pelo contato com a urina de animais infectados, especialmente
roedores. A infeccdo pode ser assintomatica ou variar de leve a grave com danos sistémicos.
A doenca € prevalente em ambientes urbanos, especialmente em regiées com infraestrutura
deficiente. O diagndstico é realizado por meio de testes soroldgicos, deteccdo de DNA e com
analises histopatoldgica e imuno-histoquimica para os casos fatais, realizadas pelo Nucleo
de Anatomia Patologica do Instituto Adolfo Lutz, laboratorio de referéncia. Este estudo
retrospectivo e descritivo analisou dados histopatoldgicos de 6bitos confirmados por
pesquisa imuno-histoquimica para leptospirose entre 2013 e 2023, coletados de laudos
anatomopatoldgicos disponiveis nos sistemas Gerenciamento de Ambiente Laboratorial -
Ministério da Satde (GAL) e Sistema Integrado de Gestdo Hospitalar - Prodesp/SP (SIGH).
Foram registrados 182 &bitos por leptospirose no periodo. As analises histopatologicas
realizadas em 141 casos revelaram lesdes caracteristicas no figado e rins, como desarranjo
de hepatdcitos e nefrite intersticial, evidenciando a gravidade da infeccdo. Os achados
corroboram a literatura existente, reforcam a importancia do diagnostico precoce e da
pesquisa imuno-histoquimica para entender melhor a patologia da leptospirose e suas
complicagdes.

Palavras-chave: Leptospira spp, Imuno-Histoguimica, Patologia

INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca infecciosa causada por bactérias patogénicas do género
Leptospira. A transmissdo ao ser humano ocorre pelo contato direto ou indireto com urina
de animais infectados. Os roedores sdo 0s principais reservatorios, e quando infectados
podem transmitir a doenga cronicamente pela urina (WHO, 2009; CARABALLO et al.,
2024).
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Esta presente em todos 0s continentes, exceto Antartica. A leptospirose era
inicialmente associada a areas rurais, mas atualmente é comum em ambientes urbanos,
especialmente em paises em desenvolvimento. Os fatores como infraestrutura precéria,
saneamento deficiente e alta densidade populacional favorecem a proliferacéo de roedores e
aumentam o risco de contaminacdo (BROWNE et al., 2023). Segundo dados do Ministério
da Saude (2024), a leptospirose apresenta letalidade média de 9% no Brasil, e € considerada
epidémica durante periodos de chuva, especialmente em areas metropolitanas.

A infeccdo provocada por Leptospira spp pode ser assintomatica ou variar de leve a
grave, com danos sistémicos (MATEUS et al., 2022).

Os métodos designados para diagnostico da leptospirose in vivo sdo testes
soroldgicos especificos, como ELISA-IgM e a microaglutinacdo (MAT), e deteccdo de DNA
via PCR em sangue. Para critério de confirmacéo de caso, sdo considerados o isolamento de
Leptospira spp em sangue, a pesquisa de DNA por PCR, a analise anatomopatologica e
imuno-histoquimica em tecidos. Esses exames devem ser realizados pelos Laboratdrios
Centrais de Saude Publica - LACENs (BRASIL, 2014).

O laboratdrio de Imuno-histoquimica (IHQ) do Nucleo de Anatomia Patoldgica do
Instituto Adolfo Lutz — Central (NAP — IAL/SP), € referéncia regional para o diagnéstico da
leptospirose (BRASIL, 2021), portanto recebe fragmentos de 6rgdos e tecidos, blocos de
parafina, e laminas para analise histopatoldgica e estudo imuno-histoquimico, com
finalidade de fornecer esclarecimento de Obitos e manter vigilancia epidemiolédgica da
doenca. Os 6rgdos analisados para investigar a suspeita histopatoldgica da doenca sao
coragdo, pulmdo, baco, figado e rins. Entre os achados anatomopatoldgicos, a principal
alteracdo histologica observada é uma lesdo vascular difusa, que causa comprometimento
dos 6rgdos, resultando em manifestacdes clinicas severas. (DUARTE et al., 2024). Em
relacdo a pesquisa imuno-histoquimica, o figado e o rim sdo os 6rgaos elencados para a
detec¢do padronizada de antigenos do patdgeno. A pesquisa imuno-histoquimica tem como
objetivo localizar antigenos e outras substancias em amostras histologicas. Para isso
emprega metodologias baseadas na ligacdo antigeno-anticorpo, utilizando enzimas,
cromogenos e anticorpos (FERRO, 2014). Quando aplicada para diagnostico de
leptospirose, permite observar a presenca dos antigenos em células endoteliais vasculares de
diversos 0rgaos, e nos intersticios dos tecidos nos rins, em muasculo esquelético e pulmdes,
permitindo um aprofundamento do estudo dessas lesdes e melhor entendimento da patologia
da doenca. (ALVES, BACHI & VASSALO, 1999).

A infeccdo por Leptospira spp costuma ser subdiagnosticada devido as caracteristicas
inespecificas de sua fase inicial e ter diagnostico tardio por conta das particularidades dos
métodos convencionais, condi¢cdes que impactam a conduta de tratamento, e podem
contribuir com a progressao de casos leves para formas graves (RODRIGUES, 2017). Nesse
contexto, a pesquisa imuno-histoquimica ndo apenas auxilia na vigilancia epidemioldgica da
leptospirose por meio da investigacdo de Obitos suspeitos, mas também pode servir como
um metodo alternativo para o diagnostico precoce da doenca (UIP, AMATO NETO &
DUARTE, 1992).

Apesar de ser uma doenga tratavel, a leptospirose é considerada’um problema de
salude publica no Brasil e no mundo, e atualmente causa impacto SOcCioeconomic
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significativo. Conhecer melhor as caracteristicas deste agravo é fundamental para melhor
compreens&o e enfrentamento do problema.

O objetivo deste trabalho foi avaliar dados histopatoldgicos de Obitos por
leptospirose diagnosticados por imuno-histoquimica no NAP - IAL/SP entre 2013 e 2023.

2. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, transversal e descritivo, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, sob o protocolo (CTC05-M/2020) e Comité de Etica
do Instituto Adolfo Lutz (CAEE 36158820.0000.0059).

A partir dos registros internos dos casos, requisicbes originais e laudos
anatomopatoldgicos liberados nos sistemas Gerenciamento de Ambiente Laboratorial -
Ministério da Satde (GAL) e Sistema Integrado de Gestdo Hospitalar - Prodesp/SP (SIGH),
o trabalho analisou dados histopatolégicos de todos os ébitos confirmados por leptospirose,
via pesquisa a imuno-histoquimica, entre 2013 e 2023.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre 2013 e 2023, foram contabilizados 182 6bitos com diagndstico positivo para
leptospirose através de exame imuno-histoquimico pelo NAP — IAL/SP. O ano de 2018
apresentou 0 maior nimero de casos confirmados no periodo do estudo, com 33 @bitos
(18,1%), seguido por 2019 com 25 (13,8%).

O exame histopatoldgico foi realizado em 141 (77,5%) casos, aqueles em que as
amostras clinicas foram enviadas fixadas em formalina tamponada a 10%, e passaram pelo
processamento histolégico e inclusdo em bloco de parafina no NAP. Nos outros 41 (22,5%)
casos, foi realizada apenas a pesquisa imuno-histoquimica.

Foram priorizadas as analises histopatoldgicas do figado e rim, pois estes sdo 6rgaos
que passam por comprometimento significativo na patologia da leptospirose (ALVES et al.,
1989), além disso, o anti-soro (anti-Leptospira) empregado nas pesquisas imuno-
histoquimicas deste estudo permite identificar as caracteristicas da infeccdo especificamente
no figado, rins e musculos (IGLEZIAS et al., 2020).

As caracteristicas histopatoldgicas mais frequentes no exame histopatoldgico do
figado foram o desarranjo de hepatocitos, infiltrado inflamatorio, congestdo, colestase
(Grafico 1).
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Achados histopatolégicos em figado - Casos positivos de Leptospira sp
IAL/ SP -2013 a 2023
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Gréfico 1 — Distribuigdo quantitativa das caracteristicas histopatoldgicas observadas nas amostras
hepaticas dos 6bitos confirmados pela pesquisa imuno-histoquimica.
Fonte: NAP- IAL/SP (2024)

O desarranjo de hepatécitos € um achado recorrente em necropsias de leptospirose,
reconhecido desde os primeiros estudos sobre a doenca (Figura 1). Ocorre nas infecgcdes em
modelos experimentais e, de acordo com evidéncias de imuno-histoquimica e microscopia
imunoeletrénica, esta associado a depdsitos de antigenos bacterianos na membrana celular
(DE BRITO et al., 2018).

-~

Figura 1 — Amostra de figado apresentando desarranjo de hepatocitos (H&E, 200X)
Fonte: NAP — IAL/SP (2024)

As caracteristicas histopatoldgicas descritas na Tabela 1 e no Grafico 1 estdo de
acordo com a literatura e confirmam que as alteragdes histologicas do figado observadas na
leptospirose sdo predominantemente degenerativas, com inflamagé@o nos espacgos portais, e
com reatividade das células de Kupffer, observada em dois casos deste estudo. Além disso,
confirmam a presenca de colestase e congestdo em casos que evoluiram para 6bito
(DUARTE et al., 2024).

Tabela 1 — Distribui¢do quantitativa das caracteristicas histopatoldgicas observadas
nas amostras do figado dos 6bitos confirmados pela pesquisa imuno-histoquimica.
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Infiltrado Desarranjo de
Local de ocorréncia Congestio inflamatoério hepatécitos
n n n

Centrolobular 12 1
Centrolobular e mediozonal 4 -
Difuso 1 38
Mediozonal 4 2
Periportal 1
Portal 23 -
Portal e lobular - - 1 -
Portal linfomononuclear - - 1 -
Portal e mediozonal 1 1
Portal e sinusoidal - - 20 7
Sinusoidal - 6 2 1
ZonaZ2e3 4 3 1
Zona 3 1 1
Vascular - 1

Total 9 31 47 53

Fonte: NAP- IAL/SP (2024)

Entre as lesdes histologicas observadas nos rins (Grafico 2), a maior ocorréncia de
necrose tubular aguda e nefrite intersticial, fundamentando o fato do comprometimento renal
ser uma complicacdo comum em casos graves de leptospirose, como nos ébitos avaliados,
caracterizado por danos intersticiais e tubulares devido a acdo nefrotoxica de Leptospira spp
(DAHER, 2010).

Achados histopatolégicos em rim - Casos positivos de Leptospira sp
IAL/ SP -2013 a 2023

Congestao e trombos de fibrina - 1
Cilindros proteicos intratubulares - 1

Microcalcificagdes intraductuais - 1

Necrose i agud I ©

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Graéfico 2 — Distribuicdo quantitativa das caracteristicas histopatoldgicas
observadas nas amostras renais dos 6bitos confirmados pela pesquisa
imuno-histoquimica.

Fonte: NAP- IAL/SP (2024)

A pesquisa de Araudjo (2010) demonstrou que o uso de marcadores especificos na
imuno-histoquimica para Leptospira spp ndo apenas localiza o antigeno nas células, mas
também permite uma visualizacdo detalhada da atividade inflamatéria e das alteracdes
morfolégicas no tecido renal, demonstrando a relevancia dos rins com
investigacao para diagndstico da leptospirose.
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Os rins tém importancia significativa na evolucédo da leptospirose, e na epidemiologia
da doenca, pois a urina contaminada é a principal via de dissemina¢do do patégeno. A
colonizacdo renal e a excrecdo persistente de Leptospira spp sdo comuns em animais
reservatorio, como roedores, mas ja foi detectada em humanos que ndo apresentavam
sintomas clinicos, condicdo critica, que pode aumentar risco de contaminacdo e impactar
estratégias de controle e prevencdo (GANOZA et al., 2010).

4. CONCLUSAO

Os achados histopatoldgicos observados neste estudo corroboram a literatura,
atualmente, existente e denotam a importancia da pesquisa imuno-histoquimica para
entender melhor a patologia da leptospirose e suas complicagdes.

Fatores como o subdiagnostico, subnotificacdo e métodos de diagndstico tardios
ressaltam a necessidade urgente de mais estudos e investimento em pesquisas sobre o tema.

5. AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Cinthya dos Santos Cirqueira Borges, pela oportunidade, pelo apoio e
por todos os ensinamentos compartilhados. A equipe do NAP — IAL/SP por todo suporte
durante a elaboracao deste trabalho.

6. REFERENCIAS

ALVES, V.AF.; SIQUEIRA, S.A.C.; PESTANA, C.B. Patologia da leptospirose. Analise
critica dos aspectos morfoldgicos e imuno-histoquimicos relevantes para a compreensdo da
patogenia. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49 (1)75-80, 1989. Disponivel em:
http://www.ial.sp.gov.br/resources/insituto-adolfo-
lutz/publicacoes/rial/80/rial_49 1 1989/1662.pdf. Acesso em: 16 out 2024.

ALVES, V.A.F.; BACCHI, C.E.; VASSALLO, J. Manual de imuno-histoquimica. Séo
Paulo: Sociedade Brasileira de Patologia, v. 57, 1999.

ARAUJO, E.R. et al. Acute kidney injury in human leptospirosis: an immunohistochemical
study with pathophysiological correlation. Virchows Archiv, v. 456, p. 367-375, 2010. DOI:
https://doi.org/10.1007/s00428-010-0894-8

BRASIL. Ministério da Saude - Assuntos, Saude de A a Z, L, Leptospirose, Situacdo
Epidemioldgica, 2024. Disponivel em https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-
a-Z/l/leptospirose/situacao-epidemiologica. Acesso em: 04 out. 2024.

BRASIL. Ministério da saude. Secretaria de Vigilancia em Salde Departamento de
Vigilancia das Doengas Transmissiveis. Leptospirose diagnoéstico e manejo clinico.
Brasilia, 2014  https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/leptospirose-diagnostico-
manejo-clinico2.pdf

BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de
Articulacdo Estratégica de Vigilancia em Salde. Guia para diagnostico laboratorial em satde
publica: orientacfes para o sistema nacional de laboratérios de satde pdblica. Brasilia, 36



https://doi.org/10.1007/s00428-010-0894-8
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/leptospirose-diagnostico-manejo-clinico2.pdf
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/leptospirose-diagnostico-manejo-clinico2.pdf

esPEC lALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

P; 2021. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/guia_laboratorial_sistema_nacional.pdf. Acesso
em: 25 out 2024.

BROWNE, E. S. et al. Prevalence of human leptospirosis in the Americas: a systematic
review and meta-analysis. Revista Panamericana de Salud Puablica, v. 47, p. €126, 2023.
https://doi.org/10.26633/RPSP.2023.126

CARABALLDO, L. et al. Outbreak of Intermediate Species Leptospira venezuelensis Spread
by Rodents to Cows and Humans in L. interrogans Endemic Region, Venezuela. Emerging
Infectious Diseases, v. 30, n. 8, p. 1514, 2024. DOI: 10.3201/eid3008.231562

DAHER, E.D.F.; ABREU, K.L.S.; SILVA JUNIOR, G.B. Insuficiéncia renal aguda
associada a leptospirose. Brazilian Journal of Nephrology, v. 32, p. 408-415, 2010.
DOI: https://doi.org/10.1590/S0101-28002010000400010

DE BRITO, T.; SILVA, A.M.G.; ABREU, P.A.E. Pathology and pathogenesis of human
leptospirosis: a commented review. Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o
Paulo, v. 60, p. €23, 2018. DOI: https://doi.org/10.1590/S1678-9946201860023

DUARTE, M.L.S. et al. Doencas Infecciosas: Visdo Integrada da Patologia, da Clinica e
dos Mecanismos Patogénicos. Artmed Editora, 2024.

FERRO, A.B. Imunohistoquimica. 2014. Disponivel em:
http://hdl.handle.net/10400.21/4569 Acesso em: 14 out 2024.

GANOZA, C.A. et al. Asymptomatic renal colonization of humans in the peruvian Amazon
by Leptospira. PL0S neglected tropical diseases, v. 4, n. 2, p. €612, 2010. DOI:
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000612

IGLEZIAS, S. D. et al. Immunohistochemical detection of Lp25 and LipL32 proteins in
skeletal and cardiac muscles of fatal human leptospirosis. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sdo Paulo, v. 62, p. e85, 2020. DOI: https://doi.org/10.1590/S1678-
9946202062085

MATEUS, L.B.O. et al. Zoonoses tropicais negligenciadas no Brasil. Congresso
Internacional de Salde Unica (Interface Mundial), cap. 111, p. 20 -229, 2022. DOI:
10.29327/icidsuim20221.459678

RODRIGUES, C. M. O circulo vicioso da negligéncia da leptospirose no Brasil. Revista
Instituto  Adolfo Lutz. Sado Paulo, 2017; 76:e1729. Disponivel em:
http://www.ial.sp.gov.br/resources/insituto-adolfo-
lutz/publicacoes/rial/10/rial76_completa/artigos-separados/1729.pdf Acesso em: 06 out
2024.

UIP, D. E.; AMATO NETO, V.; DUARTE, M. S. Diagnostico precoce dagléptopirose por
demonstragdo de antigenos através de exame imuno-histoquimicof em musculo da




panturrilha. Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, v. 34, p. 375-381,
1992. https://doi.org/10.1590/S0036-46651992000500001

WHO - World Health Organization. Leptospirose: Fact Sheet. Reference numbers B4221,
2009. Disponivel em:
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/205437/B4221.pdf?sequence=1. Acesso em: 02
out. 2024.




eseclALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

Capitulo 14
DOI: 10.53934/agronfy-2025-02-14

CONTROLE DE QUALIDADE E ASPECTOS REGULATORIOS DOS
PRODUTOS DE CANNABIS PARA FINS MEDICINAIS NO BRASIL

Elaine Moura Ferreiral; Marcia Lombardo?

'Estudante do Curso de Especializacdo em Vigilancia Laboratorial em Salde Publica/
Unidade didatica Instituto Adolfo Lutz - CEFOR/SUS — IAL.
E-mail: e.laine1996@hotmail.com
2Docente/Pesquisador do Nucleo de Ensaios Fisicos e Quimicos em
Medicamentos/Instituto Adolfo Lutz — NFQM — IAL.
E-mail: marcia.lombardo@ial.sp.gov.br

Resumo: O uso terapéutico dos derivados da Cannabis esta causando grande repercussao na
comunidade médica e cientifica. Neste trabalho foi realizada uma revisdo bibliografica
narrativa sobre Produtos de Cannabis (PC) para fins medicinais no Brasil, por meio de buscas
online de artigos cientificos, manuais e normas em bases de dados de pesquisa e sites oficiais
de agéncias reguladoras. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria definiu os PC
medicinais como uma categoria regulatoria temporéaria e estabeleceu procedimentos para
autorizar empresas nacionais a fabricar, importar e comercializar estes produtos no pais,
além de requisitos de prescricdo, monitoramento e fiscalizagdo. E importante que os PC
medicinais atendam a limites de canabidiol (CBD) e tetrahidrocanabinol (THC) e os
principais métodos analiticos sdo a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Nos ultimos anos o Brasil apresentou avancos no tema e criou muitos desafios,
especialmente nas &reas regulatéria e de produgéo e controle farmacéutico.

Palavras—chave: Cannabis sativa; legislacdo farmacéutica; métodos analiticos; seguranga
do paciente

INTRODUCAO

A Cannabis sativa L. € uma espécie de grande interesse em pesquisas ao redor do
mundo, demonstrando propriedades farmacoldgicas que auxiliam o tratamento de diversas
condicdes clinicas como epilepsia, fibromialgia, enxaqueca, ansiedade, doenca de
Parkinson, Alzheimer, esclerose multipla, transtorno do espectro autista, dentre outras (SBP,
2019; GREGORIO; MASCARENHAS, 2022; VIANA et al., 2022; VIANA et al., 2024).

No Brasil, 0 acesso a Produtos de Cannabis (PC) medicinal se da por meio de
prescricdo médica e importacdo individual, conforme procedimentos estabelecidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Mais recentemente, o acesso foi
facilitado com a Autorizacao Sanitaria (AS) de empresas nacionais para fabricar, importar e
comercializar PC no pais (ANVISA, 2019, 2022).

A concessdo da AS e os requisitos para a fabricacdo, prescricdo, comercializacao e
fiscalizacdo dos PC medicinal foram estabelecidos pela RDC 327/2019 da ANVISA. Esse
documento destaca a importancia do uso criterioso e do controle minucioso da composicao
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No futuro, estes produtos poderdo ser registrados como medicamentos apos a apresentacao
de estudos clinicos completos que comprovem a sua eficdcia e seguranca (ANVISA, 2019).

O mercado de Cannabis se encontra em ascensao, incentivando a pesquisa e a cadeia
produtiva. Trata-se de um tema atual e relevante para a area de desenvolvimento, controle
de qualidade e regulacdo de produtos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma
revisdo bibliografica narrativa sobre PC medicinal no Brasil, abordando aspectos
regulatorios e de controle de qualidade.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas buscas de documentos normativos nos sitios eletrénicos oficiais da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Food and Drug Administration
(FDA, EUA). Além disso, foram realizadas buscas de artigos cientificos e técnicos na
ferramenta de pesquisa Google Académico. Ap0s uma pesquisa ampla com a palavra
“Cannabis” foram selecionados artigos relacionados com uso terapéutico, regulacdo e
controle de qualidade, priorizando-se artigos nacionais publicados a partir de 2019. Buscas
complementares foram realizadas nas ferramentas de pesquisa Biblioteca Virtual em Salude
(BVS) e Pubmed (National Library of Medicine, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspectos regulatorios dos Produtos de Cannabis (PC) para fins medicinais

A escolha de tratamento com um PC deve ser indicada a pacientes ndo responsivos a
tratamentos convencionais ou quando ndo existem alternativas viaveis. O prescritor assume
a responsabilidade do tratamento e deve orientar o paciente ou o responsavel legal sobre o
uso correto, riscos e beneficios, e este deve estar de acordo com o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). A prescricao requer controle especial, que demanda notificacdo
de receita em itens “Notificagdo A e B” (MINISTERIO DA SAUDE, 1998; ANVISA, 2019).

A comercializacdo de PC em territorio nacional somente é permitida para produtos
medicinais industrializados de administracdo por via oral ou nasal, contendo derivados da
espécie C. sativa, sendo proibida a manipulacdo de formulas magistrais. Assim, para a
fabricacdo no Brasil, a empresa deve importar o insumo a granel (derivado vegetal ou
fitofarmaco) ou o produto final, sendo vetada a comercializagdo da planta ou de suas partes,
sob qualquer modo de preparo (ANVISA, 2019).

Além disso, os PC para uso medicinal devem atender aos limites de canabidiol (CBD)
e tetrahidrocanabinol (THC) em sua composicao. O percentual de CBD deve ser maior que
0 de THC, sendo que este Gltimo ndo deve ultrapassar 0,2%, salvo quando se trata de
cuidados paliativos, onde essa porcentagem pode ser maior (ANVISA, 2019).

Até o ano de 2023, nove empresas brasileiras possuiam AS para a fabricacdo ou
importacdo de extratos a base de Cannabis (espectro completo com CBD padronizado) e
treze empresas para solugdes de CBD (purificado), sendo estes produtos de uso oral, com
concentragdes variadas de CBD e menos de 0,2% de THC. Entre 2021 e 2023 foi autorizada
a comercializacdo de onze extratos de Cannabis e dezessete solucdes de CBD, sendo o ano
2022 com maior énfase de autorizagédo dessas duas modalidades de produto (LOMBARDO,
2023a, 2023b).
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Futuramente, com 0s avangos das pesquisas clinicas, os PC para uso medicinal
poderdo ser reclassificados como medicamento fitoterdpico ou medicamento especifico
(fitofarmaco) apds a apresentacdo de informacgdes dos estudos clinicos completos, em um
periodo de cinco anos a partir da obtencdo da AS (ANVISA, 2019; SANTOS;
VASCONCELOQS, 2020). A Figura 1 mostra as categorias regulatérias de medicamentos no

Brasil.
Figura 1- Classificacdo regulatdria para o registro de medicamentos no Brasil.

i Produto de matéria-prima vegetal obtido de uma ou mais espécies vegetais
(simples ou composta).

Medicamento

Fitoterapico RDC n° 26 de 13/05/2014

©
et
ﬁ@; Substancia ativa com estrutura quimica definida, isolada a partir de matéria-
i prima vegetal. Substancias obtidas por processos de semissintese ou
Medicamento modificagdo molecular ndo se enquadram nessa categoria.

Especifico
RDC n° 24 de 14/06/2011
g Medicamento que contenha nova molécula (novo Insumo Farmacéutico Ativo).
Medicamento
sintético RDC n° 753 de 28/09/2022

Fonte: elaborado pelas autoras (2024), segundo a legislacdo da ANVISA.

O Mevatyl® (solugdo oral spray) é o primeiro medicamento a base de Cannabis
registrado no Brasil. Trata-se de um medicamento especifico (fitofarmaco), pois contém
CBD e THC purificados a 25 e 27 mg/mL, sendo o THC em alta concentra¢do. Conhecido
como Sativex em outros paises, este medicamento é indicado no tratamento sintomatico de
pacientes com esclerose mdaltipla que ndo respondem a outros farmacos antiespasticos
(GREGORIO; MASCARENHAS, 2022; MEVATYL, 2023).

Nos Estados Unidos existem alguns produtos de Cannabis medicinal aprovados pelo
FDA. O Epidiolex® (solucao oral de CBD purificado) é indicado no tratamento da epilepsia
refrataria em pacientes adultos e pediatricos portadores das sindromes de Lennox-Gastaut,
Dravet ou Complexo de Esclerose Tuberosa. O Cesamet® (nabilona), Marinol® e Syndros®
(dronabinol) consistem em canabinoides sintéticos indicados no tratamento de nauseas
relacionadas a quimioterapia. O dronabinol também pode ser utilizado como auxiliar no
tratamento de anorexia em pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(ABU-SAWWA,; STEHLING, 2020; FDA, 2023, 2024).

Controle de Qualidade dos Produtos de Cannabis (PC) para fins medicinais

Os PC para uso medicinal apresentam matrizes complexas e heterogéneas e estdo
inseridos em diferentes contextos regulatérios ao redor do mundo. A qualidade variavel torna
necessaria a padronizacao de processos produtivos, métodos analiticos e especificagdes de
qualidade, de modo a garantir a seguranca do paciente e a reprodutibilidade das pesquisas
basicas e clinicas (SARMA et al., 2020).

Segundo a legislacéo brasileira, os PC para uso medicinal devem apresentar teor de
THC reduzido, devido aos seus efeitos alucindgenos, euforizantes e de relaxamento. Extratos
ricos em THC podem agravar as crises convulsivas e causar surtos psicoticos em pacientes
com determinadas sindromes. Logo, o monitoramento da qualidade desses produtos é
essencial para a eficacia e a seguranca da terapéutica (CARVALHO_eét aly=2020;
GREGORIO; MASCARENHAS, 2022).
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Os componentes majoritarios da Cannabis (Figura 2) sdo o acido
tetrahidrocanabindlico (THCA) e o 4acido canabididlico (CBDA), que ao sofrerem
descarboxilacao sdo convertidos em suas formas neutras e ativas, THC e CBD. Dependendo
das condic¢des de armazenamento, pode ocorrer a degradagdo do THC em canabinol (CBN).
Todos estes canabinoides sdo marcadores Uteis para o controle de qualidade de insumos e
produtos (CARVALHO et al., 2020; DANTAS et al., 2023).

Figura 2 — Principais canabinoides de Cannabis sativa L.

Canabidiol (CBD) Tetrahidrocanabinol (THC)

=g ] ' .
——a 8
OO~ Canabinol (CBN)

Fonte: elaborado pelas autoras (2024), utilizando o PubChem (National Library of Medicine, EUA).

A elaboragdo de monografias oficiais para a avaliagdo laboratorial de PC para uso
medicinal se encontra em discussdo em diversos paises. Atualmente, os métodos utilizados
sdo aqueles desenvolvidos e validados pelos préprios fabricantes (DANTAS et al., 2023).
Diversos programas internacionais voluntarios foram iniciados nos ultimos anos, visando a
elaboracgdo de guias e consensos, desde o cultivo da espécie até a embalagem e rotulagem do
produto final (SARMA et al., 2020).

Os métodos descritos na literatura para a determinacdo de canabinoides incluem a
cromatografia gasosa (CG), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a
cromatografia em fluido supercritico. A CLAE representa uma boa opcao, e quando é
acoplada a espectrometria de massas torna-se muito eficiente para a analise de derivados da
Cannabis (CARVALHO et al., 2020; DANTAS et al., 2023).

No Brasil, as principais barreiras enfrentadas no controle de qualidade de PC
medicinal sdo a demora na importacéo e o alto custo das substancias quimicas de referéncia,
sendo que o transporte e o armazenamento demandam atencdo. Além disso, os diferentes
veiculos oleosos usados na composi¢do dos produtos dificultam a padronizagdo dos métodos
de extracdo e analise (CARVALHO et al., 2020).

Métodos de extracdo e analise por CLAE em fase reversa ja foram propostos para
identificar e quantificar canabinoides em diferentes tipos de amostra, como resinas, extratos
e solucdes orais, de modo a auxiliar as agdes de Vigilancia Sanitaria e contribuir com futuras
implementacdes na Farmacopeia Brasileira. Os autores utilizaram coluna C18, elui¢do no
modo gradiente e deteccdo no ultravioleta, empregando detector de arranjo_de_diodos
(CARVALHO et al., 2020; DANTAS et al., 2023).
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Trabalho desenvolvido por um grupo de especialistas da Farmacopeia Americana
sugeriu como atributos de qualidade os aspectos morfoldgicos da inflorescéncia da
Cannabis, auséncia de matérias organicas estranhas na droga vegetal, avaliacdo de cinzas e
atividade de agua. Os autores também discutiram a avaliacdo de canabinoides e terpenos
quanto a identidade (cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia) e teor (CLAE e
CG), considerando diferentes quimiotipos da planta. Além disso, apontaram a necessidade
de limites para contaminantes em insumos e produtos, como residuos de pesticidas,
microrganismos patogénicos, micotoxinas e metais pesados. A demanda por métodos
capazes de avaliar adulteragfes com canabinoides sintéticos também foi destacada (SARMA
et al., 2020).

CONCLUSOES

Nos ultimos anos o Brasil apresentou avangos na regulagédo de produtos de Cannabis
com finalidade medicinal, especialmente com a autorizacdo sanitaria de empresas para
fabricar, importar e comercializar esses produtos no pais e o estabelecimento de requisitos
para a producdo, controle e fiscalizacdo. A discussdo sobre monografias farmacopeicas e a
conducdo de estudos clinicos se encontram em andamento em varios paises, 0 que é
fundamental para a evolucdo da terapéutica com derivados de Cannabis. Portanto, esta
temaética estd trazendo muitos desafios as areas da salde e da vigilancia sanitaria e pode
contribuir fortemente para atender as necessidades de uma populacao vulneravel.
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Resumo: Cronobacter spp. sdo bactérias oportunistas que pertencem a familia
Enterobacteriaceae, comumente associadas as contaminacdes em alimentos desidratados,
especialmente as formulas infantis e cereais. Sua capacidade de sobreviver em ambientes
secos e temperaturas elevadas favorece sua persisténcia nesses alimentos, tornando-se uma
ameaca significativa para neonatos, idosos e imunocomprometidos, grupos mais suscetiveis
a infeccOes graves. Este estudo apresenta uma revisao da literatura destacando as possiveis
vias de contaminacdo que podem ocorrer em diferentes estagios ao longo da cadeia
produtiva, ressaltando a capacidade dessa bactéria de sobreviver, se adaptar a hostilidade de
diversos ambientes formando biofilmes e sua crescente resisténcia a antimicrobianos. Além
disso, a inclusdo de notificacdo obrigatoria das infecgdes por Cronobacter spp., sugerindo
reforco na fiscalizagdo, melhoria dos métodos de identificagdo como o uso de técnicas
moleculares e a capacitacdo de profissionais e ambientes preparados para lidarem com esse
microrganismo.

Palavras-chave: férmulas infantis; doengas transmitidas por alimentos; Cronobacter spp.
INTRODUCAO

Cronobacter spp. pertence a familia Enterobacteriaceae, Gram-negativas, catalase
positivas, oxidase negativas e anaerdbias facultativas. Foram anteriormente classificadas
como variantes de Enterobacter clocae até sua reclassificacdo como Cronobacter spp. em
2007 (CECHIN et al., 2022).

Atualmente sdo descritas sete espécies: C. condimenti; C. dublinensis; C.
malonaticus; C. muytjensii; C. sakazakii; C. turicensis e C. universalis. Embora todas as
espécies tenham sido isoladas de espécimes clinicos, a maioria das infec¢des relatadas foram
causadas por C. sakazakii, C. malonaticus e C. turicensis (MOUSAVI et al., 2023).

A bactéria esta amplamente distribuida no ambiente, sendo isolada do solo, agua e
fezes de humanos e animais. A principal fonte de contaminacgéo parece ser as plantas, com
alta prevaléncia em alimentos como cereais e produtos prontos para consumo (LIU et al.,
2024).
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Os casos mais graves estdo associados com as variantes C. sakazakii, frequentemente
associados a meningite, responsaveis por altas taxas de infecgdes e letalidade em neonatos.
C. malonaticus esta relacionada a casos graves em adultos. (CECHIN et al., 2022).

O tratamento para infec¢bes por Cronobacter spp. consiste no uso de antibiéticos
como ampicilina, gentamicina e cloranfenicol. Embora o uso destes medicamentos apresente
bons resultados, ja foi identificada resisténcia a ampicilina e cefalosporinas de primeira e
segunda geragéo, por isso, cefalosporinas de terceira geracao sdo recomendadas. A bactéria
possui resisténcia intrinseca a macrolideos e clindamicina, além de alguns isolados
produzirem B-lactamases, enzimas que inativam a acdo de determinados antibidticos B-
lactamicos (CARVALHO et al., 2020).

A viruléncia de Cronobacter spp. é considerada multifatorial e ainda néo
completamente compreendida. No entanto, ja foram identificados fatores importantes, como
a producao de fimbrias e proteinas de membrana externa (OmpA e OmpX), que auxiliam na
formacéo de biofilmes, adesdo as células intestinais e disseminacao pela corrente sanguinea.
Além disso, a bactéria produz sideré6foros, que captam ferro, essencial para seu crescimento.
Outros fatores incluem a producdo de toxinas, como uma enterotoxina de 66 kDa e
hemolisinas, que contribuem para a patogenicidade (GARBOWSKA et al., 2023).

O presente estudo tem como objetivo realizar uma breve revisdo da literatura sobre
os diferentes ambientes em que Cronobacter spp. ja foi isolado, destacando as possiveis vias
de contaminacdo ao longo da cadeia produtiva, e as caracteristicas mais importantes
relacionadas a sua patogenicidade.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado através de revisdo bibliografica sobre contaminagdes em
alimentos e infec¢Ges causadas por Cronobacter spp. A pesquisa baseou-se em artigos
cientificos em portugués e inglés obtidos de bases de dados como, PubMed e Scielo, tanto
em inglés quanto em portugués. Além disso, foram feitas buscas sobre atualizacfes das
normas e notificacdes de lotes de alimentos contaminados, bem como sobre o preparo de
formula infantil, nos bancos de dados de 6rgdos competentes, como o Ministério da Saude e
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A busca ocorreu entre maio e
setembro de 2024, resultando no levantamento de 41 artigos, dos quais 20 foram excluidos
e 21 utilizados, especificando as cepas isoladas associadas aos alimentos e infeccdes.

METODOS DE ISOLAMENTO/IDENTIFICACAO E NORMAS

A legislagdo brasileira incluiu a analise de Cronobacter spp. em alimentos infantis
com a publicacdo da Resolucdo RDC 331/2019 e a Instrucdo Normativa IN 60/2019 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que entrou em vigor em dezembro de
2020 (ANVISA, 2019).

ARDC n° 724, de 01/07/2022, da ANVISA, dispde sobre os padrdes microbioldgicos
dos alimentos e sua aplicacdo, estabelecendo limites para microrganismos especificos e
orientacbes sobre a realizacdo das analises com métodos validados e reconhecidos
internacionalmente por 6rgaos competentes, como 1SO, AOAC, BAM e entre outros. Utiliza
essas referéncias a fim de garantir a qualidade e segurancammalimentar
(ANVISA, 2022).
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Alguns métodos descritos que apresentam boa acuracia para a identificacdo das
espécies sdo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Multilocus Sequence Typing (MLST),
que é eficiente para tipagem e identificacdo e mais recentemente o MALDI-TOF/MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry)
(CARVALHO et al., 2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil, uma revisdo bibliografica dos casos de infec¢des por Cronobacter spp.
reportados no periodo de 1997-2013 mostrou maior ocorréncia de infeccBes em neonatos.
Entretanto, o nimero preciso de casos ndao pdde ser determinado e, em alguns casos, a
identificacdo fidedigna da bactéria foi considerada questiondvel. Na maioria dos casos
relatados o veiculo de contaminacdo néo foi investigado ou ndo pdde ser determinado, nao
sendo possivel especificar se os casos foram transmitidos por alimentos contaminados. Os
dados disponiveis na literatura parecem ndo ser condizentes com a possivel realidade, pois
0s métodos fenotipicos utilizados nos laboratérios clinicos podem ndo ser adequados
levando a subestimag&o da ocorréncia do microrganismo (BRANDAO et al., 2017).

Em fevereiro de 2022 foi relatado pela agéncia regulamentadora do departamento de
salide dos Estados Unidos (Food and Drug Administration — FDA), um surto envolvendo a
presenca de Cronobacter em lotes de formulas infantis. Em 04/03/2022 a ANVISA emitiu
um alerta de recolhimento internacional voluntario dos produtos das marcas Human Milk
Fortifier, Similac PM 60/40, Similac, Alimentum e EleCare. A ANVISA recomendou que
0s consumidores verificassem 0s ndmeros de lote e interrompessem o uso dos produtos
inclusos no recall, e posteriormente a representante da Abbott no Brasil relatou que nédo
houve importagdo dos produtos. Em 2024, a ANVISA novamente emitiu um alerta sobre a
contaminacdo em formulas infantis. A marca Nutramigen LGG. A U.S. FDA detectou
contaminag&o por C. sakazakii nos lotes ZL3FHG, ZL3FMH, ZL3FPE, ZL3FQD, ZL3FRW
e ZL3FX, fabricados pela Reckitt/Mead Johnson e importados pela Mead Johnson Brasil. A
ANVISA ndo identificou esses lotes no Brasil e por precaugdo a importacdo e
comercializacdo foram proibidas no pais (ANVISA, 2022; ANVISA, 2024).

Houve um aumento significativo na comercializacdo de férmulas infantis entre o
periodo de 2005 e 2019 sendo a China o principal consumidor desse produto devido a baixa
taxa de amamentacéo, seguida pelos EUA, Nova Zelandia e América do Sul. Em relagdo a
producdo, a China e o Sudeste Asiatico sdo responsaveis por metade da producdo mundial,
enguanto a Unido Europeia responde por um terco do total. Devido a comercializacdo entre
paises, € recomendado que as agéncias regulamentadoras optem por aderir as diretrizes para
critérios microbioldgicos e de fabricacdo do Codex Alimentarius, recomendadas pela
FAO/OMS (MOUSAVI et al., 2023).

Estudos de métodos de biocontrole aplicados a C. sakazakii enfatizam opcdes
naturais para controle de crescimento em férmulas infantis reconstituidas, sendo uma
alternativa para o uso de conservantes quimicos. Alguns exemplos de compostos com efeito
antagonista que podem ser usados no biocontrole sdo os derivados de plantas (como 6leos
essenciais e extrato de ervas), os probioticos e os bacteri6fagos. Alguns desses compostos
bioativos atuam causando a perda da integridade da membrana celular da bactéria,
impedindo a formacéo de biofilmes. Como consequéncia, ocorre inibicdo dascapacidadesde
adesdo, da resisténcia ao calor e desidratagdo e diminuindo as chances de infeccoes
(CHAUHAN et al., 2020).
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Embora o uso de probioticos, bacteriéfagos e compostos vegetais tenham mostrado
eficacia, ainda existem desafios para sua implementacdo em larga escala, especialmente em
termos de padronizacdo de doses e garantia de seguranca alimentar, trazendo uma
perspectiva sustentavel e segura para a indudstria de alimentos, especialmente em relagdo a
resisténcia antimicrobiana crescente. Um ponto importante € que, apesar de algumas
estratégias biologicas serem promissoras, nenhuma delas elimina completamente o
patdgeno. Os resultados indicam que uma abordagem combinada, que associa agentes
biolégicos com tratamentos fisico-quimicos, pode ser a chave para garantir uma férmula
infantil segura (CHAUHAN et al., 2020).

Com o objetivo de conhecer as vias de transmissdo de Cronobacter spp. por meio
dos alimentos, as possiveis fontes de contaminacdo como ambiente doméstico, da inddstria
de producéo e os diferentes alimentos envolvidos tem sido investigado ao redor do mundo,
os resultados dos estudos usados como referéncia nessa revisdo estdo apresentados no
Quadro 1.

Quadro 1 — Relatos de isolamento de Cronobacter spp. em alimentos e ambientes no periodo de 2018 a 2024.

Ne total de Total de

Tipos de amostras e locais de coleta Espécies isoladas . Espécies prevalentes (n°) Referéncia
amostras positivas
IiSEIREOES de,produgao il 100 Cronobacter spp. 69 _ HAYMAN et al., 2020.
em p6 (EUA).
Alimentos vegetais prontos 24 C. sakasakil 24 C. sacazakii (15) [GARBOWSKA et al., 2023,
para consumo (Pol6nia). C. malonaticus
C. sakasakii
Ambientes |nt(zlr5n8i)de residéncias 2810 C.Cmtsl?)cr;ar::‘}lsjs 176 C. sacazakii (122)
’ c .dublinensis SAMADPOUR et al., 2024.
Produtos do varejo (EUAY). 4009 & muytensii 239 C. sakazakii (204)
C. universalis
Leit " bientais d C. sakasakii
elte cru e amostras amblentais de| - 4 g C. malonaticus 40 C. sakazakii (30) LIU et al., 2024.
fazendas leiteiras (China). . .
C. dublinensis
Produtos congelados a base de C. sakasakii C.
farinha. Carne de frango, pato, malonaticus
bovina, carneiro e porco 576 C. turicensis C. 154 C. sakazakii (109) Ll etal., 2023.
congeladas (China). dublinensis

Produtos lacteos destinado a C. sakasakii

adultos imunocomprometidos e 100 . 4 C. sakazakii (3) FLORES et al., 2023.
- C. malonaticus

Saladas prontas para consumo

(el 30 C. sakasakii 13 C. sakazakii (8)
e Y STy v - C. malonaticus VASCONCELLOS, 2018.
jap . 30 C. dublinensis 14 C. sakazakii (10)
(Brasil).
st esamas || et | - :
(ErEC SIS FREes), C. malonaticus CARVALHO, 2020.
Cereais infantis (Brasil). 5 20 C. sakazakii (13)

Fonte: Proprio autor (2024).
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados na literatura evidenciam da relevancia de incluir
Cronobacter spp. como patégeno emergente, especialmente em razédo das infeccdes graves
que causam nos grupos de risco, predominantemente adquiridas por meio de alimentos
desidratados, como férmulas infantis e cereais. A contaminacdo pode ocorrer em diferentes
estagios da cadeia produtiva, desde o cultivo até o produto final e consumo, evidenciando a
capacidade do patdgeno de sobreviver em ambientes hostis e formar biofilmes em
superficies de dificil higienizacdo. O estudo destaca a necessidade de aprimorar métodos de
detecgdo, como o uso de técnicas moleculares. Reforcando a importancia do trabalho da
vigilancia sanitaria e epidemioldgica em ambientes hospitalares, industriais e domésticos,
além de implementar praticas rigorosas de controle sanitario. Outro ponto destacado ¢ a
crescente resisténcia antimicrobiana do Cronobacter spp., que demanda cuidados na escolha
de antibidticos e desinfetantes. E sugerido por autores que a inclusio de Cronobacter spp.
na lista de notificacdes compulsérias seria fundamental para monitorar e reduzir os riscos de
infeccOes graves principalmente nos grupos de risco.
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Resumo: O manejo clinico das arboviroses dengue, zika e chikungunya, tornou-se um
desafio para a saude publica, devido a similaridade dos sinais e sintomas, o que dificulta o
diagndstico diferencial. Coinfecgdes entre estas arboviroses ja foram relatadas e podem
resultar em doencas mais graves. O objetivo deste estudo foi identificar os casos de
coinfecces entre os virus DENV, CHIKV e ZIKV no Brasil e avaliar a evolugéo clinica. A
investigacdo de casos de coinfeccdes entre estes arbovirus foi realizada por meio de uma
pesquisa exploratdria de carater bibliografico, no periodo de janeiro de 2016 a julho de 2024.
A anélise dos 17 artigos encontrados demonstrou que, embora a maioria dos casos tenha
apresentado sintomas leves a moderados, alguns grupos especificos, como gestantes e
idosos, foram mais suscetiveis a complicacdes graves. O diagndstico laboratorial por meio
de métodos moleculares demonstrou ser fundamental para confirmacdo dos casos e
consequente manejo do paciente. O uso da sintomatologia clinica ndo se mostrou eficaz para
diferenciar uma coinfeccdo de uma monoinfeccdo e a auséncia de respostas claras sobre 0s
impactos das coinfeccBes destaca a necessidade de mais pesquisas.

Palavras—chave: arbovirus; arboviroses; coinfeccbes

INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas virais transmitidas por artrépodes frequentemente
associadas a surtos em seres humanos e animais, representando um sério problema de salde
publica, com importante impacto econdmico e social (Brasil, 2023).

O Brasil é responsavel pela maioria das notificagdes anuais de dengue no mundo, e
vem enfrentando diversos surtos relacionados a outras arboviroses, como chikungunya, zika,
entre outras (Cerol et al., 2021).

A Dengue é a arbovirose de maior relevancia nas Américas, causada pelo Dengue
virus (DENV), que possui quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4) (Guimarées, 2019). Estes partilham entre 65%-75% de homologia em
suas sequéncias de material genético e sdo classificados com base em critérios imunoldgicos
e bioldgicos. Todos os sorotipos podem provocar uma ampla gama de manifestagdes clinicas
(Guimarées, 2019).

Historicamente, no Brasil, ha relatos de dengue desde 1845 e a primeira epidemia,
documentada clinica e laboratorialmente, ocorreu entre 1981 e 1982, em Boa Vista-RR,
causada por DENV-1 e DENV-4 (Barbosa, 2018). Em 1986, ocorreram epidemias gue
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atingiram algumas capitais da regido Nordeste e 0 Rio de Janeiro, com a introducdo do
DENV-2 (Ministério da Saude, 2009; Brasil, 2024).

O primeiro caso de dengue causado por DENV-3 foi relatado no pais em 2000, no
Rio de Janeiro (Fares et al, 2015; Nogueira et al., 2001; Ministério da Satde, 2009; Tumioto
etal., 2014).

O DENV-4 voltou a ser registrado apenas em 2008, quando o virus foi detectado em
trés pacientes, que ndo tinham histdrico de viagem Internacional, em Manaus (Souza et al.,
2011; Melo et al., 2012).

Outras arboviroses também importantes sdo a febre Chikungunya, provocada pelo
Chikungunya virus (CHIKV), um arbovirus artritogénico que ataca as articulagdes, e a febre
da Zika, causada pelo Zika virus (ZIKV), o qual é referenciado como potencial agente
teratogénico associado a importantes mas formag6es congénitas (Brasil, 2023).

CHIKYV foi primeiramente isolado em 1952 durante uma epidemia na Tanzania e tem
sido relatado em grandes epidemias pelo mundo todo (Weaver e Forrester, 2015; Halstead,
2015). Foi introduzido nas Américas pelo Caribe no final de 2013, e, no Brasil, 0s primeiros
casos foram relatados em 2014, inicialmente no estado do Amapa e depois na Bahia. No ano
seguinte, o CHIKV foi detectado na regido Sudeste, com o primeiro caso autoctone
registrado no estado do Rio de Janeiro (Silva, 2020).

Os primeiros casos da arbovirose causada pelo ZIKV foram registrados nas Américas
em fevereiro de 2014, e, em maio de 2015, os primeiros casos de transmissao autdctone do
virus foram reportados no Brasil, principalmente na regido Nordeste, a partir de casos
suspeitos de Dengue (Barbosa, 2018). No mesmo ano, ocorreu a transmissdo autoctone em
amostras que foram provenientes do Rio Grande do Norte (RN) (Barbosa, 2018). O ZIKV
disseminou rapidamente no pais, sendo detectado em dezenove estados ja em 2015 (Barbosa,
2018).

As epidemias que ocorreram em 2015 e 2016 no Brasil desencadearam muita
preocupacado nos 6rgdos de saude, pois diversos estudos ja associavam a infecgédo pelo ZIKV
com manifestagdes congénitas em bebés: microcefalia, complicacdes neuroldgicas e
Sindrome de Guillain-Barré (Barbosa, 2018).

As manifestagdes clinicas destas arboviroses sdo muito semelhantes, o que dificulta
o0 diagnostico (Lage, 2021). Em alguns casos, a doenca pode evoluir para gravidade com
complicacdes neuroldgicas, articulares, hemorragicas e até mesmo Obito (Lage, 2021).
Coinfecgdes entre essas arboviroses em humanos ja foram relatadas, inclusive casos de
infeccdo tripla (Carrillo-Hernandez et al., 2018; Villamil-Gomez et al., 2016; Waggoner et
al., 2016).

A presenca de mais de um arbovirus no organismo pode resultar em doencas mais
graves, justaposicdo de sintomas, e consequentemente, maior desafio no diagndstico clinico
(Chaves et al., 2018). Desta forma, o objetivo deste estudo foi identificar os casos de
coinfecces entre os virus DENV, CHIKV e ZIKV no Brasil e avaliar a evolugéo clinica.

MATERIAL E METODOS

A abordagem metodologica empregou como instrumento a pesquisa exploratoria de
carater bibliografico, no periodo de janeiro de 2016 a julho de 2024, utilizando como base
de dados PubMed, Google Académico, LILACS e SciELO. Os unitermos selecionados para
a pesquisa, associados ou nédo, foram: Arboviruses, Coinfection, Brazil.

O processo de busca incluiu 17 artigos, portarias e demais investigacées baseadas em
evidéncias cientificas e/ou de carater investigativo epidemioldgico/operacional. Os critérios
de exclusdo foram: dados publicados de outros paises e/ou fora do periodo deste estudo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos artigos foi organizada em trés categorias de coinfec¢des distintas, sendo
elas: coinfecgéo entre DENV e CHIKV, entre DENV e ZIKV, e entre CHIKV e ZIKV. Estas
coinfeccBes foram detectadas em diversas regifes do pais, com destaque para a regiao
Nordeste (de Lima et al., 2020; dos Santos S. Marinho et al., 2020; Farias et al., 2023; Silva
et al., 2019; Azeredo et al.,2018; Estofolete et al., 2019; Pessoa et al., 2016; Siqueira et al.,
2020; Brito et al., 2017; Mota et al., 2021; Prata-barbosa et al., 2018; Sardi et al., 2016; Silva
etal., 2018).

A maioria dos casos ndo apresentaram manifestagdes clinicas relevantes, entretanto,
alguns grupos especificos foram mais suscetiveis a complicacfes graves.

Na regido Nordeste, pacientes com distdrbios neuroldgicos, quando coinfectados por
DENV e CHIKYV apresentaram maior taxa de mortalidade (93,7%) quando comparado com
casos de monoinfec¢do (73,1%). Entretanto, ndo foi possivel concluir se os 6bitos foram
provocados por um virus ou outro ou se houve interacao entre os dois (de Lima et al., 2020).

Em outro estudo, com gestantes, realizado em Campo Grande, de onze coinfectadas
por DENV e ZIKV, duas apresentaram complicacdes fetais graves, na qual um dos bebés
precisou de internacdo prolongada em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), e o0 outro faleceu
logo apds o nascimento por insuficiéncia respiratoria grave (Azeredo et al.,2018).

Um relato de caso descreveu a ocorréncia de morte fetal de gestante coinfectada por
ZIKV e CHIKV, em 2016. N&o sendo possivel concluir qual dos virus foi responsavel pelo
6bito (Prata-barbosa et al., 2018). Reforcando, assim, a necessidade de acompanhamento das
gestantes, especialmente em casos com coinfec¢do por arbovirus.

Ainda, um trabalho realizado em Recife, relatou o caso de um idoso de 74 anos,
coinfectado por CHIKV e ZIKV, que apresentou complicacbes neuroldgicas centrais e
periféricas graves. O virus CHIKV é mais conhecido por afetar o sistema nervoso central,
enguanto que o ZIKV tende a afetar mais o sistema periférico. Este estudo sugere que a
interacdo entre estes dois arbovirus pode intensificar a resposta inflamatoria e causar casos
clinicos ainda mais atipicos (Brito et al., 2017).

Um outro paciente, coinfectado por CHIKV e ZIKV, e portador da doenca autoimune
Lupos Eritematoso Sistémico (LES) foi a obito, e a presenca de infec¢do pelo CHIKV e
ZIKV foi detectado em suas amostras, com viremia e virdria prolongadas. O trabalho sugeriu
que a gravidade do caso pode estar associada ao uso dos medicamentos imunossupressores
para tratar a doenca LES (Silva et al., 2018).

A partir das andlises realizadas, evidenciou-se que grande parte dos casos ndo evoluiu
para gravidade, assim como compartilhavam entre si sintomas comumente encontrados em
paciente diagnosticado com apenas um arbovirus. Os sintomas clinicos mais descritos foram
febre, exantema, cefaleia, mialgia e artralgia, ocorrendo em todas as coinfec¢des (Azeredo
et al.,2018; Brito et al., 2017; de Lima et al., 2020; Estofolete et al., 2019; Pessoa et al.,
2016; Silva et al., 2019; Siqueira et al., 2020; Silva et al., 2018). Deste modo, a utilizacdo da
sintomatologia como parametro para anélise de coinfec¢do mostrou-se inviével.

Com relagdo ao diagndstico laboratorial das arboviroses, diversos trabalhos
evidenciaram a importancia em determinar infecgdo somente por meio de uma reagdo
positiva ou negativa com PCR em tempo real para evitar a ocorréncia de reacdes cruzadas
que podem ocorrer em teste soroldgico, além de ser uma metodologia mais especifica e
sensivel (Azeredo et al.,2018; Cabral-castro et al., 2016; dos Santos S. Marinho'etal’;2020;
Mota et al., 2021).
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Contudo, cabe ressaltar que nem todas as unidades que recebem amostras para
diagndstico de arboviroses possuem a técnica de PCR em seus laboratérios, além de ser um
exame que requer o uso de amostras, em geral, até o 5° dia de sintomas (Cerol et al., 2021).

CONCLUSOES

Nesta Revisdo Bibliogréfica observou-se que casos de coinfeccdo entre as
Arboviroses de maior importancia no Brasil (Dengue, Chikungunya e Zika), ocorrem em
diversas regides do pais, destacando-se o Nordeste.

A analise dos casos demonstrou que, embora a maioria tenha apresentado sintomas
leves a moderados, alguns grupos especificos, como 0s previamente comprometidos,
gestantes, idosos e imunodeprimidos foram mais suscetiveis a complica¢fes graves, como
internacdo em UTI, complicacbes neuroldgicas, e dbito.

O uso da sintomatologia clinica ndo se mostrou eficaz para diferenciar uma
coinfecgdo de uma monoinfecgéo.

Ndo foi possivel esclarecer a influéncia e as consequéncias para 0 paciente
coinfectado por pelo menos dois dos arbovirus, o que ressalta a necessidade de mais estudos.

O diagnostico laboratorial por meio de métodos moleculares demonstrou ser
fundamental para confirmacéo dos casos e consequente manejo do paciente.
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Resumo: A esporotricose € uma doenca zoonotica causada pelo fungo termodimérfico
Sporothrix schenckii, que afeta principalmente humanos e gatos, mas, pode acometer
também outros animais de sangue quente. A transmissdo ocorre por contato traumatico
com fontes contaminadas, como mordeduras ou arranhaduras de animais infectados e
vegetacdo contaminada. O aumento progressivo dos casos levou a sua classificagdo como
notificacdo compulsodria no estado de Sdo Paulo, especialmente devido a emergéncia do
agente etioldgico Sporothrix brasiliensis, que se mostrou mais patogénico que o
Sporothrix schenckii. Isso enfatiza a importancia do trabalho epidemioldgico para rastrear
e caracterizar as espécies do complexo Sporothrix schenckii. Nos centros de referéncia,
como o Instituto Adolfo Lutz, utiliza-se a metodologia de sequenciamento e PCR de
regides alvo para identificar corretamente as espécies de Sporothrix sp. e monitorar o
aumento epidemioldgico das diferentes linhagens. No entanto, os métodos moleculares,
como PCR e sequenciamento Sanger, enfrentam o desafio do alto custo, tornando o
MALDI-TOF uma alternativa viavel. Contudo, o uso de bancos comerciais € limitado pela
similaridade dos perfis protedmicos das espécies e pela falta de atualizagdo com novas
linhagens. O objetivo deste estudo foi criar uma biblioteca interna para recaracterizar as
espécies Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana e Sporothrix
schenckii do acervo do Nucleo de Colecbes de Micro-organismos pela metodologia de
MALDI-TOF. O banco in-house foi criado e obteve sensibilidade de 96,15% na
identificacdo correta dos micro-organismos, comparando com os resultados obtidos por
meio de métodos moleculares de PCR multiplex e sequenciamento Sanger, com escore
médio de 2,32 na comparacdo dos espectros das linhagens validadas pelo banco in-house,
possibilitando desta forma o uso do banco como ferramenta diagndstica para a vigilancia
e novos estudos.

Palavras-chave: esporotricose; epidemiologia; espectrometria de masSa; MALDITOF;
Sporothrix.
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INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca zoonotica causada pelo fungo termodimofico
Sporothrix schenckii que afeta principalmente humanos e gatos, mas também pode acometer
outros animais de sangue quente. Algumas espécies estdo presentes em ambientes naturais e
tanto na esporotricose zoondtica como a ambiental a transmissdo ocorre pelo contato
traumatico com a fonte infectada (OLIVEIRA et al., 2015; COVISA, 2022; RODRIGUES
et al., 2022). O agente causador da esporotricose foi caracterizado inicialmente por Schenck
em 1898 e estudado no Brasil por Lutz em 1907, onde suas caracteristicas morfoldgicas
foram descritas como hifas hialinas, septadas, ramificadas e conidios pequenos agrupados
em forma de “margaridas” (SCHENCK APUD LARSSON, 2011; LUTZ ESPLENDORE
APUD LARSSON, 2011).

Os casos de esporotricose tém aumentado progressivamente levando a doenca a ser
classificada como notificacdo compulséria no estado de S&o Paulo (SAO PAULO, 2024). O
cenario atual se torna alarmante quando sdo comparados dados ao longo dos tltimos 10 anos
que evidenciam o aumento progressivo de casos de esporotricose zoonética em diversas
regides brasileiras que estdo relacionadas ao ciclo vital de infeccdo nos animais domésticos
bem como a capacidade de dispersdo geografica, emergindo o Sporothrix brasiliensis em
patamar nacional, tornando-se um problema de satde publica (RODRIGUES et al., 2013;
SANCHOTENE et al., 2015; RODRIGUES et al., 2022; POESTER et al., 2024).

O diagndstico considerado padrdo ouro para a esporotricose € a cultura, em centros
de referéncia como o Instituto Adolfo Lutz se utiliza os métodos de identificacdo de
sequenciamento genético, PCR e o MALDI-TOF, auxiliando desta forma, no entendimento
da epidemiologia do agente etiolégico, rastreando suas linhagens em casos suspeitos e
confirmados no estado de S&o Paulo (COVISA, 2022; DE CAROLIS, 2022). Em centros de
referencia a tecnologia do MALDI-TOF se torna a mais viavel, em comparacéo ao restante
dos métodos moleculares que apresentam um alto custo para a sua realizacdo, entretanto a
utilizacdo de bancos comercias ainda se tornam limitadas na identificacdo das espécies do
complexo Sporothrix schenckii devido a sua similaridade no perfil protebmico ribossomal
entre as espécies.

O conceito do MALDI-TOF se baseia na analise do perfil protedmico ribossomal
dos patdgenos. O processo inicia-se por uma lise mecanica e/ou quimica da amostra, para
que as proteinas mais internas possam ser expostas e sobrepostas a uma matriz que absorve
a atuacdo do laser sobre a amostra (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2014). Os ions sdo acelerados
e separados de acordo com sua razao massa/carga, gerando um espectro que é comparado
pelo software do fabricante com outros espectros de referéncia ja conhecidos, a similaridade
designa uma classificacdo de confiabilidade (JORDANA-LLUCH, 2012; SINGHAL et al.,
2015).

A tecnologia MALDI-TOF ainda possibilita criar projetos de bibliotecas internas,
que tem se mostrado um recurso valioso para microbiologistas, pois permitem aprimorar o
banco de com novos espectros de referéncia, acrescentando a identificagdo de linhagens
endémicas e emergentes cujo banco comercial ndo contempla (ALMEIDA-JUNIOR et al.,
2014; DE CAROLIS, 2022).

A proposta deste estudo foi utilizar a ferramenta de inserc¢éo do banco in-house para
criar uma biblioteca interna e recaracterizar as espécies; Sporothrix brasiliensis, Sporothrix
globosa, Sporothrix mexicana e Sporothrix schenckii identificadas dentro do complexo
Sporothrix schenckii pertencentes ao acervo da colecdo de fungos do Nucleeide Colecoes de
Micro-organismos (NCMO) do Instituto Adolfo Lutz (IAL) que ja foram caracterizadas por
outras metodologias moleculares.
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MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foram analisadas 32 linhagens isoladas de Sporothrix sp.

provenientes de culturas suspeitas para esporotricose humana e felina do sistema de
vigilancia epidemioldgica do estado de Sao Paulo e mantidas pelo método de liofilizacédo
(COSTA E FERREIRA, 1991). As linhagens foram divididas em dois grupos: o primeiro foi
composto por 6 linhagens de referéncia caracterizadas previamente por métodos fenotipicos
e moleculares de sequenciamento Sanger, PCR multiplex e MALDI-TOF, utilizados para
compor os espectros de referéncia do banco in-house: S. brasiliensis (IAL 10157), S. globosa
(IAL 7209), S. mexicana (IAL 10101/CBS 120.341), S. schenckii (IAL 10078), S. schenckii
(IAL 10068/ATCC 16345), S. brasiliensis (IAL 6913/CBS 120.339); o segundo grupo foi
composto por 26 linhagens suspeitas de esporotricose, caracterizadas através de
identificacdo polifasica e que serviram de validacdo do banco in-house criado durante esse
estudo.

As 32 linhagens isoladas de Sporothrix sp. foram mantidas em tubo agar Brain
Heart Infusion (BHI) e incubados na estufa bacterioldgica de 5 a 10 dias a 37°C em fase
leveduriforme para protocolo de extracédo das proteinas e também foram cultivadas em placa
e tubo agar dextrose batata (ADB), incubados de 5 a 10 dias a 27°C na forma filamentosa,
para caracterizacdo presuntiva através de coldnia gigante e microcultivo.

O protocolo para extracdo de proteinas de fungos na fase leveduriforme foi
adaptado no NCMO do manual: Cultivation and Sample Preparation for Filamentous Fungi
(BRUKER, 2015 apub UFRGS, 2016) Figura 1.

o
o
72h 3 min S B o 20
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e b d

caldo sabourau
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@ p— ) -
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/-
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Figura 1 — Fluxograma para extragdo de proteinas de fungo leveduriforme para analise em MALDI-TOF
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Ap0s a extracdo das proteinas, foi realizado em decaplicata e em dias aleatorios a
leitura dos espectros no aparelho MALDI-TOF MS Microflex da Bruker®. Os espectros
coletados foram analisados no software Bruker Daltonics flexAnalysis™ considerando a
razdo massa/carga das proteinas capturadas, intensidade, espectros com contagem de picos
abaixo de setenta e anomalias como Flatline e Outliers.

Ap0s a construcdo do banco in-house, a validacao foi realizada com as 26 linhagens
do segundo grupo caracterizadas com métodos fenotipicos e do protocolo de PCR Multiplex
adaptado a partir do estudo de Rodrigues et al. (2015) utilizando primers especificos para S.
brasiliensis; S. schenckii; S. globosa e S. mexicana, conforme Figura 2.
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Kit comercial de DNA DNA extraidoe A integridade do DNA 12,5 uL de tampio 95°C - 3 MIN A leitura dos S. brasiliensis - 469 pb
gendmico (Invitrogen purificado foi foi avaliada através da PCR (PROMEGA, 95°C - 1 MIN amplicons foi através S. schenckii - 331 pb
Purelink® genomic quantificado no nano eletroforese em gel de Gotaq® green); 6,5 uL 70°C - 1 MIN* | 20 crcLos da eletroforese em gel S. globosa - 243 pb
DNA mini kit, Life espectrofotémetro agarose a 1% / 100bp de H20 nuclease-free 72°C - 1 MIN de agarosea 1,5%/ S. mexicana - 183 pb
Technologies™) (DENOVIX™, DS-11) DNA Ladder H3 RTU (PROMEGA). 0.5uL 95°C - I MIN N 100bp DNA Ladder IPC - 101 pb
de cada primer F-R 60°C - 1 MIN H3IRTU
(THERMO FISHER 72°C - 1 MIN
SCIENTIFICD) e | 72°C - 5 MIN
pL de DNA * touchdown 0,5°Clciclo

Vol. Final: 25 pL a cada 2 ciclos

Figura 2 — Fluxograma do protocolo para PCR Multiplex adotado para caracterizacdo molecular das
linhagens
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros obtidos com as linhagens de referéncia e consequentemente usados
para criagdo do banco in-house também foram analisadas no banco Filamentous Fungi da
Bruker®, indicando a identificacéo fidedigna para género e espécie, conforme é demonstrado
na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizagao polifasica das linhagens de referéncia pertencentes ao Nucleo de Coleces
Biol6gicas do NCMO para criacdo da biblioteca in-house.

Referéncia I(Ijii?mttl)?ifoailggo PCR Multiplex Sequsegr(]:éaerpento Banco:dl:giwentous Ba:_rllgzslen-
IAL 6913 Sporothrix sp. S. brasiliensis S. brasiliensis* S. schenckii S. brasiliensis
IAL 7209 Sporothrix sp. S. globosa S. globosa? S. schenckii S. globosa
IAL 10068 Sporothrix sp. S. schenckii S. schenckii? S. schenckii S. schenckii
IAL 10078 Sporothrix sp. S. schenckii Teste inconclusivo S. schenckii S. schenckii
IAL 10101 Sporothrix sp. Teste inconclusivo S. mexicana” S. schenckii S. mexicana
IAL 10157 Sporothrix sp. S. brasiliensis S. brasiliensis & S. schenckii S. brasiliensis

Fonte: Nicleo de Colegdes de Micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz
Legenda: A Regido Internal Transcribed Spacer — ITS1/ITS4 (ITS)
BRegido Calmodulina — CL1/CL2A (CAL)

Os escores banco Filamentous Fungi da Bruker® obtiveram média de 2,02 com 3
linhagens préximas ao escore de 2,00 (o limiar de identificacdo confiavel recomendado pelo
fabricante) e 1 linhagem abaixo do limiar de identificacdo, enquanto os escores obtidos
dentro do banco in-house obtiveram média de 2,66.

Os espectros obtidos das linhagens controle foram analisadas por ambos os bancos
a titulo de comparagdo com o escore médio de 2,32 no banco in-house, enquanto o banco
Filamentous Fungi da Bruker® obteve escore médio de 1,91, além disso, o banco in-house
identificou de forma fidedigna 96,15% das linhagens do segundo grupo a nivel género e
espécie quando comparado ao resultado molecular, diferente do banco Filamentous Fungi
que so identifica em nivel de género, conforme Grafico 2.
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Gréfico 2 — Comparativo do escore das cepas controle obtido no MALDI-TOF em ambos os bancos
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

O banco in-house obteve sensibilidade de 96,15% em identificar de forma confiavel
género e espécie, identificando corretamente 25 das 26 linhagens utilizadas como validacédo
do banco in-house, resultado similares foram obtidos para este e outros grupos de fungos
(ALMEIDA-JUNIOR et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

CONCLUSOES

Através do estudo, foi possivel atingir o objetivo de recaracterizar, por meio do
MALDI-TOF, as linhagens suspeitas de Sporothrix sp. do acervo de fungos do NCMO que
anteriormente foram identificadas dentro do complexo Sporothrix schenckii.

O banco in-house, ao final do estudo, foi renomeado como Sporothrix dentro da
arvore taxondmica de projetos internos do software da Bruker® com sensibilidade de 96,15%
em comparagdo ao método de biologia molecular.

Os resultados apresentados neste trabalho servirdo para estudos futuros, com o
objetivo de melhorar a identificagdo de outros fungos também ndo contemplados nas
bibliotecas comerciais do MALDI-TOF, trazendo assim rapidez e confianca nos estudos
epidemioldgicos e diagndsticos nos centros de referéncia.
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Resumo:O pescado € uma excelente fonte de nutriente, porém devido as suas caracteristicas
intrisecas, como pH proximo a neutralidade, elevada atividade de &gua, abudancia de
nutrientes e alta atividade enzimatica, propiciando o rapido crescimento de microrganismos
que por sua vez irdo converter histidina em histamina, que ao ser consumida, pode causar
escombrotoxicose. A prevenc¢do, deteccdo e controle de histamina é fundamental para
garantir a seguranca alimentar do consumo de pescados. O presente estudo teve como
objetivo coletar e analisar informacgdes que contribuam para o desenvolvimento de
estratégias de controle e prevencdo de histamina em pescados. Foi realizado um
levantamento bibliografico de artigos cientificos publicados em portugués, inglés e espanhol
em plataformas de pesquisa académica como PubMed, Scielo, Google académico e Science
Direct. Foram consultadas legislagGes brasileiras vigentes e manuais técnicos nacionais e
internacionais. O pescado em decomposicdo sobre acao de bactérias pode levar a formagéo
de histamina. A histamina € resistente ao calor, ndo é eliminada pelo cozimento e ao ser
consumida, causa sintomas como vermelhiddo, coceira, cefaleia, nauseas e vomito. E
fundamental manter o pescado em baixas temperaturas e garantir boas praticas de higiene
durante todo o processo de manipulacdo do pescado como forma de prevenir a formacéo de
histamina. A escombrotoxicose € um problema de Saude Publica que exige atencéo especial,
ja que a deteccdo precoce e a adocdo de medidas preventivas podem evitar grandes
consequéncias para satde dos consumidores.

Palavras—chave: aminas biogénicas; histamina; pescado; produtos pesqueiros.

INTRODUCAO

Pescado é a denominacdo dada a qualquer animal aquatico, seja de agua doce ou
salgada, destinado & alimentacdo humana (BRASIL, 2017). E uma das principais fontes de
proteina, contudo apresenta uma vida Gtil mais curta devido as caracteristicas intrinsecas,
como pH préximo a neutralidade, elevada atividade de agua, abundancia de nutrientes e alta
atividade enzimaética, propiciando o crescimento de microrganismos eqprodu¢domde
substancias toxicas, comprometendo a seguranca alimentar (ALTEMIO gtal., 2020).
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O consumo mundial de pescados apresentou um aumento gradual e constante ao
longo das ultimas seis décadas, passando de 9,1 kg em 1961 para 20,6 kg em 2021, com uma
taxa média anual de crescimento de 1,4%. Essa média global oculta disparidades
significativas entre os paises, enquanto paises como os Estados Unidos apresentam um
consumo elevado, entre 30 e 50 kg por ano, o Brasil, por exemplo, apresenta um consumo
bem inferior, abaixo de 10 kg por ano (FAO, 2024)

O pescado em decomposicdo produz histamina por meio da descarboxilacdo
bacteriana do aminoacido L-histidina. Esta reagdo é catalisada pela enzima histidina-
descarboxilase e ocorre principalmente em condi¢bes de temperatura e pH favoraveis ao
crescimento bacteriano. A histamina é uma amina biogénica termoestavel, ndo volatil e que
ndo é eliminada durante o processo de cozimento. Além disso, apresenta um potencial
alergénico conhecido como escombrotoxicose, caracterizado por um quadro de intoxicagao
no ser humano quando consumida (SOUZA et al., 2016; HUNGERFORD et al., 2021).

A formacdo de histamina € induzida pela combinacgéo de tempo e temperatura, sendo
imprescindivel o controle das etapas de processamento apds o abate do pescado.
Temperaturas acima de 4,4°C favorecem o crescimento bacteriano e subsequente produgéo
dessa amina, destacando a importancia do controle de temperatura para prevenir a formacao
desse composto em alimentos (FDA, 2022). Este estudo teve como objetivo coletar e analisar
informacBes que contribuam para estratégias de controle e prevencdo na formacdo de
histamina em pescados.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado por meio de um levantamento bibliografico de artigos
publicados em portugués, inglés e espanhol, com os descritores “aminas biogénicas”,
"histamina", “escombrotoxicose”, "pescado" e "produtos pesqueiros" em plataformas de
pesquisa académica como PubMed, Scielo, Google Académico e Science Direct. Também
foram consultadas legislacdes brasileiras vigentes de 6rgaos nacionais como Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e

manuais técnicos nacionais e internacionais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entende-se por pescado 0s peixes, crustdceos, moluscos, anfibios, répteis
equinodermos e outros animais aquaticos usados na alimentacdo humana (BRASIL, 2017).
O pescado é umas das principais fontes de proteina na alimentacdo humana por ser um
alimento com alto valor nutricional, contudo apresenta alta susceptibilidade & deterioragdo
devido as caracteristicas intrinsecas do alimento, o que propicia 0 crescimento de
microrganismos e consequentemente, o comprometimento da seguranga alimentar
(ALTEMIO et al., 2020).

Apds a captura e processamento, o pescado pode ser transportado em diferentes
condicdes de temperatura: fresco com temperatura entre 0 e 4°C com uso de gelo para
conservacédo; resfriado com temperatura entre -0,5 e -2°C, exigindo gelo ou sistemas
mecanicos de refrigeracédo; e congelado com temperatura a — 18°C ou mengs,.com. uso de
sistemas de refrigeracéo potentes para manter a cadeia de frio (CRIBB; DE(SEIXAS FILHO;
MELLO, 2018).
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As aminas biogénicas sdo um subgrupo especifico de aminas formadas por processos
de decomposicdo. Em alimentos, podem causar problemas de satde quando consumidas em
altas concentracdes, como dores de cabeca, nauseas e reacdes alérgicas (BARDOCZ, 1995;
GIROTO; MASSOM; HARACEMIV, 2010; SILLA SANTOS, 1996).

A formacdo dessas aminas ocorre através de um processo de descarboxilacdo de
aminoacidos livres cuja reacdo é catalisada por enzimas descarboxilases, que podem ser de
origem microbiana ou do proprio alimento. A temperatura € um fator critico, pois altas
temperaturas aceleram o crescimento microbiano e a atividade enzimética. Alem disso, o
tempo de armazenamento e as condi¢fes de higiene também influenciam a formacéao de
maiores concentra¢des de aminas biogénicas (FAO; WHO, 2013).

A histamina é uma diamina biogénica heterociclica, ndo volatil e termostavel,
formada durante a deterioracdo do pescado. Sua producdo ocorre por meio da
descarboxilacdo do aminoacido L-histidina, catalisada pela enzima histidina-descarboxilase,
sob condi¢des favoraveis ao crescimento bacteriano, como temperatura inadequada e tempo
prolongado de armazenamento (DO CARMO et al., 2010).

Em algumas espécies de pescado hd uma maior suscetibilidade na formagdo de
histamina, devido a maior concentracdo de histidina livre. Dentre estas espécies, destacam-
se peixes da familia Scombridae (atum e cavala), Clupeidae (sardinha e arenque),
Engraulidae (anchova), Coryphaenidae (mahimahi) e espadarte (SCHIRONE et al., 2017).
O Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) estabelece o controle de histamina em espécies formadoras como um dos
marcadores de frescor do pescado (BRASIL, 2017; BRASIL 2022). A Instrugdo Normativa
n°161, de 1° de julho de 2022, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
estabelece que o limite maximo de histamina deve ser até 100 mg/kg em pescados miudos
crus, temperados ou ndo, fresco, resfriados ou congelados (BRASIL, 2022).

A histamina é uma molécula verséatil, desempenhando papéis cruciais tanto na
fisiologia normal do organismo quanto em processos patoldgicos como é o caso da
intoxicacdo alimentar por escombrotoxinas (HUNGERFORD, 2010). A intoxicagdo
histaminica recebe o nome de escombrotoxicose e, geralmente, tem curta duracao.
Manifesta-se com sintomas como rubor facial, prurido, cefaleia, nduseas, vémitos e diarreia
(HUNGERFORD, 2021; RIDOLO et al., 2016; TAYLOR, 1986).

A prevengdo da formag&o de histamina nos alimentos varia de acordo com a natureza
do produto, contudo para o pescado, 0 armazenamento em baixas temperaturas e a adocao
de rigorosas praticas de higiene sdo cruciais para inibir a atividade bacteriana responsavel
pela producao de histamina (TAYLOR, 1986).

A determinacgdo quantitativa de histamina e outras aminas em produtos pesqueiros
envolve um conjunto de técnicas analiticas. A cromatografia em coluna e a cromatografia
em camada delgada foram as técnicas pioneiras nesse campo. A evolucdo tecnoldgica
impulsionou o desenvolvimento de métodos mais sensiveis e precisos, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com derivacédo pré ou pds-coluna, e a eletroforese capilar.
Paralelamente, kits comerciais de imunoensaio oferecem uma alternativa rapida e pratica
para analises de rotina (EVANGELISTA, 2015).

O método oficial da Association of Official Agricultural Chemist (AOAC) para a
determinacdo de histamina em pescados é o método fluorométrico, que envolve etapas de
extracdo, purificacdo, derivacdo e leitura em fluorimetro, um método sensivel, porém
trabalhoso e demorado (BJORNSDOTTIR-BUTLER; BENCSATH; BENNER; 2015).

CONCLUSOES
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O pescado € um alimento nutricionalmente rico e consumido mundialmente. Sua alta
perecibilidade exige cuidados especiais em todas as etapas da produc¢do, desde a captura até
0 consumo. A refrigeracdo adequada e as boas praticas de higiene sdo fundamentais para
prevenir a deterioragdo e garantir a qualidade do produto. O pescado em condicOes
inadequadas pode ter um aumento da producéo de histamina e o seu consumo, levar a uma
intoxicagdo histaminica, a escombrotoxicose.

A escombrotoxicose € uma intoxicacdo alimentar e um problema de salde publica.
A compreensdo dos mecanismos dessa intoxicagdo, associada a importancia da manipulagédo
correta do pescado, € fundamental para a prevencao e o controle da histamina. A deteccdo
precoce e a ado¢do de medidas preventivas podem evitar graves consequéncias para a satde
dos consumidores.
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Resumo: Este estudo revisa préaticas fraudulentas em carnes e produtos carneos, abordando
métodos de deteccdo, mitigacdo das fraudes e suas consequéncias para a saude publica e a
integridade do mercado. As fraudes mais comuns incluem a substituicdo de espécies, adi¢ao
de ingredientes ndo declarados e rotulagem enganosa. Como metodologia, foi realizada uma
revisdo bibliogréfica com énfase nos métodos de deteccdo, mitigacdo das fraudes e seus
desafios. Entre os resultados, destacam-se métodos de deteccdo, como a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) e a espectrometria de massas, que, embora eficazes, enfrentam desafios
de custo e infraestrutura. A pesquisa também aponta o potencial do blockchain para
rastreabilidade, apesar dos obstaculos econdmicos e operacionais. Conclui-se que a
mitigacdo das fraudes exige uma abordagem integrada, combinando avancos tecnoldgicos e
regulamentacéo da cadeia produtiva.

Palavras—chave: adulteracdo de alimentos; métodos de andlise; produtos da carne;
seguranca e qualidade dos alimentos.

INTRODUCAO

As fraudes em carnes e produtos carneos tém impacto direto na saude publica e no
mercado, afetando a confianca dos consumidores. E um problema crescente e demanda
solugdes inovadoras para garantir a integridade da cadeia produtiva (EVERSTINE, 2018;
GARCIA & LEE, 2018). Praticas comuns incluem a substituicdo de espécies e a adi¢cdo de
ingredientes ndo declarados, como &gua e amido, sem o conhecimento dos consumidores
(CAl & ZHANG, 2019). A pressdo por reduzir custos e a complexidade da cadeia de
suprimentos criam oportunidades para essas fraudes (BROWN, 2018).

Casos notoérios, como a “Operagao Carne Fraca” no Brasil em 2017, ilustram como
frigorificos mascararam carnes impréprias para consumo usando produtos quimicos como
acido ascorbico e nitratos em excesso (O GLOBO, 2017). Além disso, essas praticas
fraudulentas podem causar graves riscos a satde, incluindo reacdes alérgicas e intoxicagdes
alimentares (MILLER et al., 2017).

Este estudo revisa as técnicas de detec¢do e mitigacdo de fraudes na cadeia produtiva
de carnes, destacando a eficacia de metodos como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
e a espectrometria de massas (THOMPSON et al., 2019). Também ¢ diseutidororusonde
tecnologias emergentes, como o blockchain, que prometem aumentar agrastreabilidade e a
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transparéncia, embora encontrem desafios econémicos e operacionais (LIANOU et al.,
2021).

Regulamentacdes como o Decreto n°® 9.013/2017 e a Portaria MAPA n° 672/2024
(BRASIL, 2017; 2024) visam coibir fraudes e ter padrGes de inspecdes especificas, mas as
tecnologias laboratoriais continuam sendo essenciais para garantir a eficacia dessas normas.
O presente estudo revisa os principais métodos de deteccdo e tecnologias emergentes
aplicados na mitigacao de fraudes alimentares na cadeia de producéo de carnes.

MATERIAL E METODOS

A revisdo foi realizada a partir de fontes como artigos cientificos, relatérios técnicos,
livros especializados e reportagens. As bases de dados utilizadas incluem PubMed,
ScienceDirect e Google Scholar, a coleta de dados foi feita por meio de buscas eletronicas,
utilizando palavras-chave como “fraudes em carnes”, “adulteragdo", "espectrometria de
massa”, “PCR”. Foram excluidos artigos que tratassem de fraudes em outros tipos de

alimentos e artigos ndo disponibilizados na integra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da revisdo indicam que fraudes em carnes e produtos carneos sao uma
pratica comum em mercados emergentes e desenvolvidos. A industria de carnes enfrenta um
problema sério de fraudes, colocando em risco a saude dos consumidores e a confianca no
setor.

As fraudes mais comuns na industria de carnes abrangem a substituicdo de espécies
de carnes (onde, carnes de menor valor sdo vendidas como sendo de espécies mais caras), a
adicdo de ingredientes ndo declarados (como agua, amido, gelatina, corantes e conservantes
sdo adicionados para aumentar o peso, melhorar a textura e prolongar a vida util dos
produtos) e a rotulagem enganosa (informacdes sobre origem, qualidade e ingredientes
falsos ou incompletos, induzindo o consumidor ao erro) (CAl & ZHANG, 2019; DOE, 2021;
WILLIAMS & TAYLOR, 2020). Essas praticas ndo apenas violam normas de seguranca
dos alimentos, mas também podem provocar reacdes alérgicas severas, intoxicagoes e riscos
a salde publica a depender da suscetibilidade do consumidor (MILLER et al., 2017).

Um estudo realizado na Africa do Sul revelou que cerca de 60% dos produtos
analisados apresentavam algum tipo de adulteracdo (CAWTHORN et al., 2013). No Brasil,
praticas como a adicdo de &gua e amido séo recorrentes em produtos como salsichas e
hambdrgueres, esses ingredientes aumentam o peso dos produtos, enganando o consumidor
e violando as normas de rotulagem (GARCIA & LEE, 2018).

Essas fraudes, além de prejudicar o consumidor, dificultam a fiscalizacdo e
prejudicam empresas que atuam de forma ética. A deteccdo dessas préaticas exige o uso de
tecnologias avangadas e a implementacdo de medidas rigorosas de controle de qualidade.

Dentre os métodos de deteccdo de fraudes, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
se destaca por sua eficacia em identificar fraudes envolvendo a substituicdo de espécies,
mesmo em misturas complexas (CAl & ZHANG, 2019; THOMPSON et al., 2020). Em um
estudo realizado por Marciano et al. (2018), a pesquisa microscopica e a pesquisa molecular
por técnica de PCR foi aplicado na anélise de um pastel de carne vendido em ltapira, Sao
Paulo, Brasil. As anélises revelaram a presenca de papilas gustativas bovinas, sub produto
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carneo que nao deveria estar presente, caracterizando uma adulteracdo grave. Esse exemplo
demonstra a eficacia da PCR em identificar fraudes.

Outra técnica de destaque é a combinacdo da espectrometria de massa com técnicas
de cromatografia, sendo amplamente utilizada para detectar ingredientes ndo declarados,
como corantes e conservantes proibidos, essencial para garantir a seguranca dos alimentos
(THOMPSON et al., 2020; WILLIAMS & TAYLOR, 2020). No entanto, tanto a PCR
quanto a espectrometria de massa apresentam limitacGes relacionadas ao custo elevado e a
necessidade de infraestrutura e capacitagdo técnica (CAl & ZHANG, 2019). A Tabela 1
apresenta uma analise das fraudes mais frequentes na industria de carnes, juntamente com
0s métodos de deteccéo.

Tabela 1 - Tipos de adulterantes mais comuns em carnes e produtos carneos e os principais métodos de

analises.
Alimento Método de A
Adulterante Adulterado Deteccio Referéncia
PCR, Ballin (2010);
Proteinas vegetais Hamburguer Espectrometria de Fengou et al.
massas (2024)
. Everstine et al.
Carne de cavalo Carne bovina PCR (2018)
< . . Anélise fisico- Garcia & Lee
Agua Salsichas, embutidos quimica (2018)
. Espectrometria
. Produtos carneos . Fengou et al.
Amido UV/Vis,
processados . (2024)
Cromatografia
Conservantes Produtos carneos Espectrometria

ilegais (nitratos)

processados

UV/Vis

Miller et al. (2017)

Carne de animais
silvestres

Produtos de origem
animal

Andlise de DNA

Lianou et al. (2021)

Corantes (ex.:
Sudao 1V)

Carnes processadas

Cromatografia
acoplada a
Espectrometria de
massas

Clark et al. (2020)
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Marciano et al.

Tecidos inferiores Carne moida Microscopia (2018)

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Apesar do avanco tecnoldgico na deteccdo de fraudes, a aplicacdo dessas tecnologias
enfrenta desafios significativos. Em mercados emergentes, os custos elevados dos
equipamentos e a falta de profissionais qualificados séo as principais barreiras. Pequenas e
médias empresas do setor alimenticio muitas vezes ndo conseguem arcar com o investimento
necessario para adquirir e manter as ferramentas de detec¢do mais avancgadas. Além disso, a
complexidade das cadeias de suprimento gera mais pontos de vulnerabilidade, dificultando
a implementacao de sistemas de controle eficazes em todas as etapas do processo (SMITH
& JONES, 2021).

Para superar esses desafios, é fundamental a criacdo de politicas publicas que
incentivem a adocdo de novas tecnologias, por meio de subsidios, incentivos fiscais e
treinamento de pessoal qualificado. A cooperacao entre governos e a industria alimenticia é
essencial para garantir que todos os envolvidos tenham acesso a ferramentas adequadas para
a deteccdo e mitigacdo de fraudes, promovendo a integridade da cadeia de suprimentos
(CLARK et al., 2020).

Ferramentas para melhorar a rastreabilidade e a transparéncia na cadeia produtiva de
carnes, como 0 blockchain surgem como uma alternativa promissora. Essa tecnologia
permite o registro imutavel de todas as etapas da producdo, dificultando adulteracdes e
fornecendo informacdes claras para o consumidor final (LIANOU et al., 2021). No entanto,
sua aplicagdo ainda enfrenta barreiras significativas, principalmente para pequenas
empresas, que possuem recursos financeiros limitados e pouca infraestrutura para integrar
sistemas digitais complexos (FENGOU et al., 2024). A efetivacdo dessas tecnologias exige
colaboragéo entre governo e setor privado, aléem de incentivos financeiros que facilitem a
adocdo por empresas menores (JOHNSON et al., 2020).

CONCLUSOES

As fraudes em carnes e produtos carneos continuam sendo um problema relevante,
impactando tanto a segurancga dos alimentos quanto a economia. Este estudo demonstrou que
métodos analiticos, como a PCR e a espectrometria de massas, sdo eficazes para detectar
adulteracdes, mas sua aplicacdo em larga escala ainda enfrenta barreiras de custo e
infraestrutura, especialmente em mercados emergentes.

Tecnologias emergentes, como o blockchain, apresentam potencial para aumentar a
rastreabilidade e a transparéncia na cadeia produtiva, mas exigem investimentos e
capacitacdo. A mitigacdo das fraudes exige uma abordagem integrada, combinando avangos
tecnoldgicos, regulamentacdes e aces coordenadas de governos, empresas e consumidores
para garantir a seguranga dos alimentos e a protecdo dos direitos do consumidor.

A regulamentacdo brasileira, por meio do Decreto n°® 9.013/2017, é um exemplo de
esforgo nesse sentido, mas é necessario incentivar a adogdo de tecnologias de rastreamento,
como o blockchain, para garantir maior conformidade e protecdo ao consumidor. Futuras
pesquisas podem explorar maneiras de tornar a adogdo do blockchain maisracessivel para
pequenas empresas e avaliar o impacto da inteligéncia artificial na detec¢éo de fraudes. A
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cooperacdo entre governos, industria e sociedade é essencial para garantir a seguranca dos
alimentos e a integridade dos produtos carneos no mercado global.
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Resumo: A saude Unica engloba a satde animal, humana e ambiental, tornando-se cada vez
mais relevante diante do crescente contato entre humanos e animais e as mudancas
ambientais. Nesse contexto, 0 estudo das zoonoses é crucial e emerge como um desafio
global, com ferramentas moleculares e analise espacial contribuindo para a compreenséo da
epidemiologia das doencas de importancia em saude publica. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a ocorréncia de micobactérias, agentes causadores de diversas doencas,
em animais silvestres mortos por atropelamento em duas regides brasileiras: Sul e Sudeste.
Foram analisadas 43 amostras de pulméo, pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
convencional, utilizando primers da regido da sequéncia repetitiva 1S6110 do género
Mycobacterium. Foi possivel a amplificacdo de sete amostras, sendo trés de Botucatu-SP e
quatro de Santa Catarina. As amostras positivas foram sequenciadas, confirmando ser do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), em Cerdocyon thous; Leopardus tigrinus;
Didelphis albiventris; Cavia sp.; Akodon montensis; roedor sem identificagdo e
Oligoryzomys sp., demonstrando que a tuberculose pode circular em diversas espeécies,
aumentando o risco de transmissao. Portanto, a identificacdo de micobactérias em diferentes
especies e regifes ressalta a importancia de estudos epidemioldgicos para melhor
compreensdo da doenca, além de reforcar a importancia de implementar medidas de
prevencdo e controle da tuberculose zoondtica.

Palavras-chave: Reacio em Cadeia da Polimerase, Satide Unica e Zoonoses

INTRODUCAO

A salde humana, animal e ambiental estdo interligadas e, as doencas emergentes e
zoonoticas evidenciam essa relacdo. Essas doencas representam uma ameaca a Ssaude
publica, economia e seguranca global (NARROD et al., 2012; RUPASINGHE; CHOMEL,;
MARTINEZ-LOPEZ, 2022;). Segundo a organizacdo mundial da Satde (OMS), mais de
60% dos patdgenos humanos tém origem zoonotica, incluindo bactérias, virus, fungos,
helmintos e protozoéarios sendo, seu surgimento e distribuicdo influenciadas por diversos
fatores, como mudancas climaticas, urbanizacdo, migracdo, comércio, tarismo, biologia de
vetores, além de fatores naturais e antropogénicos (KARESH, 2012).
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O aumento do contato entre humanos e outras espéecies, somados a mudancas no uso
da terra e intensificagdo da agricultura, facilita a emergéncia de novas doencas em escala
global. Isso ressalta a importancia da abordagem de Salde Unica para prevencéo e controle
de zoonoses (RUPASINGHE; CHOMEL ; MARTINEZ-LOPEZ, 2022). Dentre as zoonoses,
aquelas causadas por micobactérias sdo especialmente relevantes.

As micobactérias sdo pertencentes a familia Mycobacteriaceae, género
Mycobacterium com mais de 180 espécies com caracteristicas diversas (GUPTA; LO; SON,
2018). H& trés grupos principais: o complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC),
Mycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis, além das micobactérias néo
tuberculosas (MNT) (HAN et al., 2008; JAGIELSKI et al., 2016). MTBC inclui agentes
causadores da tuberculose, como M. tuberculosis, responsavel pela tuberculose humana,
além de diversas espécies adaptadas a diferentes hospedeiros como Mycobacterium bovis,
Mycobacterium microti e Mycobacterium caprae, causadores da tuberculose zoonética que
pode infectar humanos especialmente por meio do consumo de leite contaminado,
destacando a interconexdo entre saude humana, animal e ambiental (GHIELMETTI et al.,
2021; MATOS et al., 2016; CARNEIRO et al., 2022).

A andlise de animais atropelados é uma ferramenta valiosa para compreender a
epidemiologia desses microrganismos, além de, contribuir para a conservacdo da fauna
silvestre, uma vez que, é uma abordagem menos invasiva que permite utilizar técnicas
moleculares para a deteccdo de patégenos (RICHINI-PEREIRA et al., 2008; COBA-
MALES et al., 2023), oferecendo informacdes relevantes para salde publica visto que,
fornece dados sobre a diversidade de patdgenos presente na fauna silvestre brasileira.

Com base nisso, a vigilancia epidemioldgica é essencial para prevenir e controlar
doencas somadas a epidemiologia espacial, que analisa a distribuicdo geografica e os fatores
que influenciam a disseminacdo das doencas (ELLIOTT; WARTENBERG, 2004).

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi analisar amostras de animais atropelados
em Botucatu - SP e diversos municipios de Santa Catarina, utilizando biologia molecular na
identificacdo de micobactérias do complexo tuberculose (MTCB), sendo extremamente
relevante para o controle da tuberculose zoondtica. Além disso, investigar interacfes
ecoepidemiolégicas que podem auxiliar na compreensdo da transmissao e distribuicdo das
doencas, permitindo a implementacdo de medidas de controle mais eficazes e informando
politicas publicas voltadas a saide e manejo da fauna nas regides estudadas.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 43 amostras de pulmdo de diferentes espécies de animais silvestres
coletadas no periodo de 2009 a 2012 em Botucatu - SP e de diversos municipios catarinenses
(Blumenau, Dr. Pedrinho, Gaspar, Indaial, Navegantes, Aguas de Chapecd, Chapeco, Itapod)
que estdo de acordo com a Instrugdo normativa n°119, de 11 de outubro de 2006, Capitulo
VI, Art. 26 do IBAMA. O projeto foi aprovado pelo Conselho Técnico Cientifico (CTC) do
Instituto Adolfo Lutz (CTC-IAL 42-P/2023).

As amostras foram maceradas e, em seguida submetidas a extracdo do material
genético utilizando o kit Illustra tissue & cells genomic Prep Mini Spin (Cytiva, USA),
conforme instrucbes do fabricante. Apds, foram quantificadas em espectrofotémetro
(Epoch-Biotek, USA) a fim de verificar a qualidade das amostras.A andlise do DNA foi
realizada pela Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e, para avaliar a qualidade endogena,
foi amplificada uma regido conservada do gene B-globulina (DNA nuclear)sde vertebrados
que resulta em um produto de 140 pares de bases (pb) com o uso dos primers: B-1 (5°-
ACCACCAACTTCATCCACGTTCAC-3) e B-2 ‘
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CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3"), ou com o uso do gene gliceraldeido 3-
fosfato, com os primers GAPDH-4F (5’-AGGCTGAGAACGGGAAACTT-3’) e GAPDH-
4R (5’-ATTAAGTTGGGGCAGGGACT-3’), que amplificam um produto de 911pb. Ja para
deteccdo de micobactérias foram utilizados primers da sequéncia repetitiva 156110, 1S6110
- F (5’-CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3) e IS6110-R (5°-
CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-3’), resultando em um produto de 123 pb.

As amostras amplificadas foram purificadas com 4 pl da enzima ExoSap (GE) - USB
ExoSap-IT ® (USB Affymetrix, USA) e 10ul do produto da PCR, conforme instrugdes do
fabricante. Apos esse procedimento as amostras foram sequenciadas pelo método Sanger no
Instituto de Biotecnologia (IBTEC-UNESP - Botucatu), como servigo de terceiros. As
sequéncias obtidas foram visualizadas no software Chromas 2.6.6, alinhadas no programa
MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (KUMAR et al., 2018) e, comparadas
com as sequéncias presentes no banco de dados NCBI via Blastn. Para os estudos
ecoepidemioldgicos, as informac@es de georreferenciamento foram coletadas via localizagédo
GPS (Sistema de Posicionamento Global).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo analisou 43 amostras de pulmdo de animais silvestres mortos por
atropelamentos no periodo de 2009 a 2012, sendo 20 da regido de Botucatu - SP e 23 da
regido de Santa Catarina (Blumenau, Dr. Pedrinho, Gaspar, Indaial, Navegantes, Aguas de
Chapeco, Chapeco, Itapod). Foi realizada a quantificagdo do material genético e a analise de
genes constitutivos de mamiferos para validar a técnica e assegurar a confiabilidade dos
resultados, passando pela analise molecular para deteccdo do género Mycobacterium,
obtendo-se, sete animais foram positivos, como demonstrado na Figura 1.

Figura 1- Gel de agarose a 1,5% utilizando os primers Mycobacterium 1S6110 F e R de 123 pb.

500 pb

200 pb
100 pb

Legenda: M - DNA Ladder 100pb; 1 - C. thous; 2 - L. tigrinus; 3 - D. albiventris; 4 - Cavia sp.; 5 -
A. montensis; 6 - roedor sem identificacdo;; 7 - Oligoryzomys sp.; 8 - DNA positivo utilizando cepa de MTBC;
9 - controle negativo; M- DNA Ladder 50pb. Fonte: Elaborada pela autora (2024)

A deteccdo de Mycobacterium em diferentes regides do Brasil, como Sul e Sudeste
destaca a influéncia de fatores ecoepidemioldgicos na dispersdo dessas bactérias (VERA et
al., 2020; CONCEICAO et al., 2021). Embora a tuberculose humana causada por
Mycobacterium tuberculosis seja priorizada, a tuberculose zoonoética torna-se uma
preocupacao importante e reemergente em salde publica (COUTO et al., 2022). O presente
trabalho confirmou, por meio do sequenciamento, a presenca do complexo Mycobacterium
tuberculosis em diversas espécies (Figura 2), sendo a porcentagem de identificacdo
observada na tabela 1, sugerindo que estratégias de controle e vigilancia devem incluir a
fauna silvestre na prevencdo e manejo da doenca.

Portanto, das 43 amostras analisadas 16,28% (7 amostras) f
micobactérias, destas, trés eram da regido de Botucatu-SP e, quatro do
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Oeste de Santa Catarina. O DNA de Mycobacterium spp. foi detectado em 20% (1/5) das
amostras de Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) de Botucatu - SP. Em um estudo anterior,
ndo foi encontrado M. leprae em animais atropelados nesta espécie (PEDRINI et al., 2010).
Porém, outros estudos identificaram M. bovis em canideos silvestres atropelados (MATOS et
al.,2016). O DNA também foi encontrado no Unico exemplar de Leopardus tigrinus (gato-do-
mato) e em 14,28% (1/7) das amostras de Didelphis albiventris (gambéa-de-orelha-branca),
corroborando com achados de Abdala e colaboradores (2015). Além desses animais, 0 DNA
de Mycobacterium foi identificado em roedores como Cavia sp. (pred), Akodon montesis (rato-
do-mato), Oligoryzomys sp. (rato) e roedor sem identificacdo, embora esses roedores sejam
considerados reservatorios de patdgenos zoonoticos, ha poucos trabalhos da presenca de
micobactérias naturalmente nessas espécies (ABDALA et al., 2015; VALOIS et al., 2024)

Figura 2: Arvore genética com a anélise evolutiva inferida usando o método Neighbor-Joining, de amostras
sequenciadas para Mycobacterium sp. em animais silvestres mortos por atropelamento.

Cerdocyon thous-Botucatu
—(——: Leopardus tigrinus-Botucatu
Didelphis albiventris-Botucatu

Cavia sp-Gaspar

—— Akodon sp-DrPedrinho
L roedor sem identificacao-DrPedrinho

Oligoryzomys sp.-DrPedrinho

Fonte:Elaborado pela autora, utilizando 0 MEGA X (2024)
Tabela 1 - Porcentagem de identidade de Mycobacterium nas amostras sequenciadas

Espécie Municipio % identidade Acesso GenBank
Cerdocyon thous Botucatu-SP 98,37% CP069065.1*/CP096840.1+
Leopardus tigrinus Botucatu-SP 100,00% CP069065.1*/CP096840.1+
Didelphis albiventris Botucatu-SP 95,89% CP041872.1*/CP096848.1+
Cavia sp. Gaspar-SC 98,68% CP018302.1*/CP008744.1+
Akodon serrensis Dr.Pedrinho-SC 99,20% CP018302.1*/CP008744.1+

Roedor sem identificacdo Dr. Pedrinho-SC 94,51% CP130809.1*

Oligoryzomys sp. Aguas do Chapec6-SC 97,60% CP018302.1*/CP008744.1+

Legenda: *M. tuberculosis; M. bovis + Fonte: Elaborada pela autora (2024)

Diversos trabalhos identificaram Mycobacterium em animais silvestres pelo mundo
(AKHTAR et al., 2023), sendo a presenca de M. tuberculosis em animais silvestres em
cativeiro comum, devido ao contato frequente com humanos, levando a preocupacdes sobre
zoonose reversa (LOPES et al., 2021; ZACHARIAH et al., 2017). Logo, a deteccdo de
MTBC ressalta a interconexdo entre humanos, animais silvestres e o meio ambiente
enfatizando a necessidade de uma abordagem de satde Unica (COUTO et al., 2022). Além
disso, o presente estudo contribui para a vigilancia epidemiolégica da tuberculose e destaca
0 potencial de usar animais silvestres atropelados para monitorar a circulacdo de patdgenos,
fornecendo uma alternativa para investigar a distribuicdo de doencas infecciosas.

CONCLUSOES

O presente estudo identificou a presenca do complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC) em amostras de animais silvestres atropelados em Santa Catarina e Sao Paulo,
indicando a presenca de patdgenos na fauna brasileira. Além disso, ressalta a impertanciasta
utilizacdo de ferramentas moleculares e de georreferenciamento nos estudos
epidemioldgicos, contribuindo significativamente para a satde publica.
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Resumo: O presente estudo teve como objetivo avaliar os padrdes microbioldgicos de
amostras de peito de frango cru refrigerado, com 0sso e pele, segundo o0s parametros
estabelecidos na Instrucdo Normativa n° 161, de 1° de julho de 2022, da ANVISA e
realizar a caracterizacdo genotipica dos isolados de Salmonella spp. e E. coli pela pesquisa
de genes de viruléncia. Foram analisadas 63 amostras, coletadas em estabelecimentos
comerciais de 16 municipios do estado de Sdo Paulo. Do total de amostras analisadas, oito
(12,7%) foram consideradas em desacordo com a legislacdo por apresentarem bactérias
aerobias mesofilas acima do limite tolerado na legislacdo. A populacdo de bactérias
aerdbias mesofilas variou de 1,0 x10° a > 2,5 x 107 UFC/g, enquanto as contagens de E.
coli variaram de < 10 a 7,0 x 10 UFC/g. Dentre as 51 cepas de E. coli isoladas, duas foram
identificadas como EPEC atipica pela presenca do gene eae. Salmonella spp. foi detectada
em sete (11,1%) amostras, sendo identificados os seguintes sorotipos: S. Schwarzengrund
(2), S. Minnesota (2), S. Heidelberg (2) e S. Soerenga (1). Todas as cepas de Salmonella
spp. foram positivas para o gene invA e apenas duas cepas, pertencente ao sorotipo
Soerenga, foram positivas para o gene fliC. Os resultados do presente estudo reforcam a
importancia da educacdo continua do consumidor quanto a manipulacéo adequada de
produtos carneos crus, evitando, principalmente, a contaminacdo cruzada e,
consequentemente, a ocorréncia de casos e surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos.

Palavras—chave: E. coli, Produtos avicolas, Salmonella spp., viruléncia.
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INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor de carne de frango do mundo e o
maior exportador, atingindo cerca de 150 paises. Com um consumo médio de 45,1 kg/hab,
em 2023, a carne de frango é um dos alimentos mais consumidos da dieta brasileira (ABPA,
2024).

Diante desse cenario, é fundamental o emprego de medidas que garantam a
qualidade higiénico-sanitéaria da carne e seus derivados em todas as etapas de producéo,
visando diminuir o risco de transmissdao de doencas (HACHIYA et al., 2020). O néo
cumprimento das Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) pode favorecer a presenca de
microrganismos patogénicos provenientes do ambiente de processamento, dos
manipuladores e de outras aves contaminadas, com potencial de causar gastroenterites, como
Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria spp., Escherichia coli e S. aureus
(GONCALVES-TENORIO et al., 2018; MASHAYEKH et al., 2022).

Dentre esses microrganismos, Salmonela spp., destaca-se como um dos principais
microrganismos associado com casos e surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA) em diversos paises (BRASIL, 2024; CHANAME et al., 2022). A maioria dos
sorotipos desse género é nociva ao homem, levando a manifestac@es clinicas que variam de
acordo com o0s mecanismos de patogenicidade do microrganismo e das condicdes do
hospedeiro como resposta imune e idade (SHINOHARA et al., 2008).

E. coli estd presente, predominantemente, no trato intestinal dos humanos e de
animais de sangue quente. Em alimentos é considerada indicadora de contaminacdo de
origem fecal e esta associada a praticas de higiene inadequadas (BARCO et al., 2015). A
maioria das cepas sdo comensais, no entanto algumas podem ser patogénicas e causar
doencas intestinais e extra-intestinais tanto em individuos saudaveis e imunocomprometidos
(XU et al., 2022).

Considerando que os alimentos de origem animal representam uma das fontes mais
importantes de bactérias patogénicas responsaveis por DTA, a analise microbiolégica de
produtos carneos € fundamental para determinar a qualidade e a inocuidade dos mesmos,
averiguando se os padrdes e especificacbes microbioldgicas nacionais e internacionais estao
sendo atendidos. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os padrfes
microbioldgicos de amostras de peito de frango cru refrigerado, com pele e 0sso, segundo 0s
parametros estabelecidos na Instrugdo Normativa n® 161, de 1° de julho de 2022, da ANVISA
e realizar a caracterizacdo genotipica dos isolados de Salmonella spp. e E. coli pela pesquisa
de genes de viruléncia.

MATERIAL E METODOS

No periodo de abril a junho de 2024 foram analisadas 63 amostras de peito de
frango cru refrigerado, com pele e 0sso, coletadas em estabelecimentos comerciais de 16
municipios do estado de Séo Paulo. As analises microbioldgicas foram realizadas de acordo
com os parametros estabelecidos na Instrugdo Normativa n® 161, de 1° de Julho de 2022, da
ANVISA (BRASIL, 2022) que determina para essa categoria de produto a pesquisa de
Salmonella spp., enumeracéo de E. coli e bacterias aerobias mesofilas.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada segundo metodologia descrita na ISO

6579-1:2017 (ISO, 2002) e a sorologia de acordo com o esquema de White-
KauffamannLe Minor (GRIMONT & WEIL, 2007). A contagem de E. coli foi realizada pelo
método de semeadura em profundidade conforme a 1SO 16649-2:2001 (ISO, 2001) e de
bactérias aerobias mesofilas pela tecnica de semeadura em profundidade de acordo com o
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Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (RYSER et al.,
2015).

As cepas de E. coli e Salmonella spp., isoladas das amostras de peito de frango,
foram submetidas a caracterizagdo genotipica pela pesquisa de genes de viruléncia. A
pesquisa de genes de viruléncia nas cepas de Salmonella spp e E. coli foi realizada pela
técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). As cepas de Salmonella spp. foram
submetidas a PCR multiplex para deteccao dos invA, spvC e sefA e a trés PCR simplex para
pesquisa dos genes pefA, fliC e sdfll. Como controles positivos foram utilizadas as cepas de
referéncia Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028.
Com relacdo as cepas de E. coli, a pesquisa dos genes stx1, stx2, eae e hly foi realizada por
PCR multiplex; dos genes st e aggR por PCR duplex e dos genes It, ipaH e bfp por PCR
simplex. Como controles positivos foram utilizadas as seguintes cepas: E. coli O157:H7, E.
coli IAL ST/LT, E. coli IAL 2391, E. coli IAL 1893, E. coli IAL 307 (0124:K72) e E. coli
0127:k6. Em todas as reacdes utilizou-se a agua ultrapura livre de DNase/RNases como
controle negativo.

Para extracdo do DNA genomico foi utilizando o kit de extracdo QlAamp® DNA
Mini Kit, seguindo as instrucdes do fabricante. Todas as reacGes de PCR foram realizadas a
partir de uma solugéo contendo 2 pL de DNA; 12,5 uL de GoTag® Green Master Mix 200
UM de cada dNTP e 1,5 mM MgCI2 (pH 8,5); 1 uL do primer (10 pmoles) e agua livre de
DNAase e RNAase para um volume final de reacdo de 25 pL, exceto para a pesquisa dos
genes invA, spvC e sefA em que a quantidade do primer foi alterada para 0,5 pL (10 pmoles).
Os produtos gerados na PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% em tampédo TBE
1x (45 mM de Tris-Borato e 1 mM de-EDTA), contendo brometo de etidio a 0,5 pg/mL. Foi
utilizado marcador de peso molecular de 100 bp. A corrida foi realizada a 120 Volts por 1 h
e 0 gel visualizado sob transiluminacéo UV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 63 amostras de peito de frango cru analisadas, verificou-se populacdo de
bactérias aerdbias mesdfilas variando de 1,0 x10% a > 2,5 x 10" UFC/g, sendo que oito
(12,7%) apresentaram contagens acima do limite tolerado pela IN n° 161, de 01/07/2022, da
ANVISA, e 12 (19,0%) foram consideradas com qualidade intermediaria para esse
parametro. A presenca de mesoéfilos em grande quantidade sugere falhas na limpeza e
desinfeccdo das superficies, praticas inadequadas de higiene durante a producdo, além de
condicgdes inadequadas de tempo e temperatura no processo de produgéo, transporte e
conservacao dos alimentos (PENTEADO & ESMERINO, 2011).

Quanto a contagem de E. coli, a populagéo variou de < 10a 7,0 x 10 UFC/g e dentre
as amostras analisadas, 28,6% (18/63) foram positivas para E. coli, no entanto as contagens
estavam abaixo do limite inferior especificado na legislagdo. Dentre as amostras positivas,
51 cepas foram isoladas e submetidas a pesquisa genes de viruléncia que caracterizam 0s
patotipos de E. coli diarreiogénicas. Todas as cepas foram negativas para 0s genes st, stx1,
stx2, bfp, It, hly, ipaH e aggR. Apenas duas cepas, isoladas da mesma amostra de peito de
frango, foram positivas para o gene eae que caracteriza o patotipo EPEC. Por sua vez, 0 gene
bfp ndo foi detectado nas cepas de E. coli avaliadas, portanto as duas cepas positivas para o
gene eae foram caracterizadas como EPEC atipica (aEPEC). A baixa frequéncia de E. coli
diarreiogénica em carne de frango (1,6%), observada no presente estudo, tem sido descrita
no Brasil. Cerultti et al. (2020) realizaram a pesquisa dos genes stx1, stx2,eae e bfp em 246
carcacas de frango congelada comercializadas no estado de Santa Catarina e detectaram
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aEPEC em 4,9% das amostras. Em outro estudo, descrito por Tanabe et al. (2019), foram
analisadas 103 amostras de peito de frango, coletadas em Botucatu, e 2,9% foram positivas
para aEPEC.

Salmonella spp. foi detectada em sete (11,1%) amostras, sendo identificados os
seguintes sorotipos: S. Schwarzengrund (2), S. Minnesota (2), S. Heidelberg (2) e S. Soerenga
(1). Embora tenha sido detectada Salmonella nestas amostras, todas foram consideradas de
acordo com a Instrucdo Normativa n°161, da ANVISA, que estabelece, para carnes de aves,
auséncia de S. Enteritidis e S. Typhimurium. No Brasil, estudos mostram prevaléncia de
Salmonella spp. em carne de aves variando de 8,3% a 46% (GOMES et al., 2022;
PAVELQUESI et al., 2023).

Dentre as amostras positivas para Salmonella spp. foram avaliadas 11 cepas quanto
ao perfil de viruléncia. O gene de viruléncia invA foi detectado em todas as cepas de
Salmonella spp. Esses resultados corroboram com diversos estudos que detectaram o gene
em 100% das cepas provenientes de fontes diversas (MASHAYEKH et al., 2022; MORASI
et al., 2022;). A alta frequéncia observada entre os isolados sugere que o gene € conservado
no género Salmonella spp., sendo comumente utilizado como marcador para detecgdo do
patogeno (WHANG et al., 2009).

O gene fliC, que codifica a flagelina, parte estrutural do flagelo da bactéria,
(HAIKO et al., 2013) foi identificada em duas cepas de S. Soerenga, provenientes da mesma
amostra. Alegria-Moran et al. (2017) detectou o gene fliC em todas as 25 cepas de
Salmonella spp., pertencentes aos sorotipos Typhimurium, Infantis, Enteritidis, Hadar,

Tenessee e Kentucky, isoladas de amostras aves e suinos no Chile. Em
contrapartida, Vilela et al. (2020) analisou 113 cepas de S. Dublin isoladas de humanos e
animais e todas foram negativas para o gene.

Para os demais genes pesquisados (spvC, sefA, pefA e sdfll), todas as cepas foram
negativas. Fardsanei et al. (2017) avaliou 34 S. Enteritidis isoladas de ovos e produtos
carneos, identificando o gene spvC em 100% dessas cepas. O gene sefA é exclusivo dos
sorotipos pertencentes ao grupo D, como S. Enteritidis e S. Dublin (MALORNY et al., 2007),
portanto a auséncia nas cepas avaliadas era esperada. Quanto ao gene pefA, Thung et al.
(2018) identificaram o0 gene em trés cepas isoladas em carne bovina, sendo uma S. Enteritidis
e duas S. Typhimurium, enquanto Sever et al. (2019) detectaram o gene em S. Infantis,
isoladas de frangos e perus. O gene sdfl é utilizado para confirmar a identificacdo do sorotipo
Enteritidis, que ndo foi isolado entre as amostras de peito de frango analisadas (AGRON et
al., 2001).

CONCLUSOES

Os resultados do estudo demonstraram que, apesar do baixo nimero de amostras
em desacordo com a legislacdo, foram identificados microrganismos potencialmente
patogénicos, sugerindo a necessidade de maior fiscalizacdo e controle de qualidade para
garantir a conformidade com os padrfes estabelecidos. A presenca de patdégenos nas
amostras reforca, ainda, a importancia da educacdo continua do consumidor quanto a
manipulacdo adequada de produtos carneos crus, evitando, principalmente, a contaminacéo
cruzada e, consequentemente, a ocorréncia de casos e surtos de DTA.
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AVALIACAO DO TEOR DE GORDURA TOTAL EM BISCOITOS:
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Resumo: Muito consumido pela populacdo, em especial por criangas, o biscoito utiliza
varios tipos e quantidades de éleo como matéria prima no processamento, que determinam
a qualidade do produto final. Os tipos de gordura usados nos biscoitos sdo prioritariamente
acidos graxos saturados e trans, que na maior parte estdo relacionados com o risco de
desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis. O objetivo do trabalho foi verificar
os teores de gorduras totais (GT) em biscoitos entre 2009 a 2016, e analisar a evolugdo no
periodo. Foram avaliados 203 laudos técnicos de amostras de biscoitos, nas seguintes
categorias: salgado, dgua e sal, cream cracker, polvilho e biscoito doce. Pode-se verificar
que ha uma tendéncia de diminuicdo da quantidade de gordura total nos alimentos
industrializados ao longo dos anos, entretanto o impacto na populacdo brasileira, aliado ao
alto consumo destes produtos, e a auséncia de dados de gordura total para estes alimentos
em anos mais recentes, ainda, ndo pode ser observado O alto consumo de gordura em
produtos industrializados agrava o risco de desenvolvimento de DCNT. Assim, as
informacdes corretas da rotulagem nutricional pode ser uma estratégia de prevencdo de
doencas, e a principal ferramenta de direito na escolha de produtos conscientes atrelada a
analise laboratorial frequente como uma defesa a saude do consumidor.

Palavras—chave: Lipideos, Vigilancia em Salde Publica, Rotulagem de Alimentos

INTRODUCAO

Os 6leos e gorduras sdo nutrientes essenciais e fonte de energia para o metabolismo
do organismo humano devido as suas propriedades nutricionais, funcionais e organolépticas.
Eles fornecem &cidos graxos essenciais, servem como precursores hormonais, sdo veiculos
para vitaminas lipossolUveis e contribui para promover a saciedade. A composicdo de
lipideos nos alimentos é muito ampla e tem influéncia nos atributos de textura, sabor e
nutricdo, sendo um foco importante na pesquisa. (RAMALHO; SUAREZ, 2013).

Os 6leos e gorduras sdo a matéria prima mais importante em processamento de
biscoitos, segundo Moretto e Fett (1999), no processamento o tipo de éleo e quantidade a
serem utilizados, determinam o grau de qualidade no produto final «Considerando a
variedade de biscoitos que had no mercado, existem fatores a serem considerados como:
resisténcia a rancificacdo; sabor; aroma e textura. A adi¢do de lipidios em biscoitos funci
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como amaciador, fornecendo melhoria na expansdo, lubrificacdo da massa (6leo) e até
mesmo como agente de crescimento pela retencdo de ar. A quantidade de sélidos tem
importancia devido a temperaturas ambiente; no manuseio.

As doengas cronicas ndo transmissiveis estdo entre os maiores desafios para a satide
publica no mundo. Estimativas da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) indicam que em
torno de 74% das mortes ocorridas globalmente, em 2019, foram ocasionadas pelas DCNT
representadas principalmente por doencas cardiovasculares, respiratorias crénicas, diabetes
e canceres. No Brasil séo igualmente relevantes, sendo essas quatro principais categorias
responsaveis, em 2022, por 52% do total de obitos registrados, mais de 790 mil. (VIGITEL,
2024).

O Relatorio sobre Alimentacdo, Nutri¢do e Prevencdo de Doencas Cronicas revisou
as evidéncias da relacdo entre os padrdes alimentares e o risco de DCNT, e concluiu que o
consumo excessivo de certos nutrientes, como 0s acucares livres, gorduras saturadas,
gorduras trans e sddio, estavam relacionadas com diversas enfermidades (Brasil, 2019). O
Plano de Ac¢0es Estratégicas para o Enfrentamento das DCNT no Brasil (2011-2022), destaca
a importancia da regulamentacdo de alimentos como estratégia de salde publica na
promocédo de uma alimentagdo saudavel. As agdes propostas nesse eixo incluem a revisao e
o aprimoramento das normas de rotulagem de alimentos, de forma a atender critérios de
legibilidade e visibilidade que facilitem a compreensdo pelo consumidor. Sua importancia
como instrumento de orientacdo € mencionada no Guia Alimentar para a Populagdo
Brasileira, bem como na Politica Nacional de Alimentagdo e Nutri¢do (Brasil, 2019).

Neste sentido, o Brasil foi um dos primeiros paises a implementar e adotar a
rotulagem nutricional obrigatéria, elaborado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) fundamentada em diretrizes da Organizagdo Mundial de Saude e do Codex
Alimentarius. (Brasil, 2019). Os teores de gorduras totais (GT) devem ser declarados no
rétulo, assim como gorduras saturadas e trans. (ANVISA 2020).

Considerando que a rotulagem nutricional € um instrumento de direito a informagé&o
do consumidor, o0 monitoramento da qualidade dos alimentos, incluindo a avaliagdo dos
teores de GT, é importante para verificar a veracidade das informag6es no rotulo.

O objetivo do trabalho foi verificar os teores de gorduras totais nos biscoitos entre
2009 e 2016, e analisar a evolucéo no periodo.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram selecionados 203 laudos técnicos de analises de biscoitos que
forneciam os valores de gordura total/lipidios no periodo de 2009 a 2016 obtidos pelo Nucleo
de Quimica, Fisica e Sensorial do Centro de Alimentos, do Instituto Adolfo Lutz Central.
Inseridos manualmente em um banco de dados criado com o software Microsoft Excel. A
organizacéo foi feita de forma a permitir a comparacgéo entre os diferentes alimentos, ano de
analise e teor de gordura total.

Os laudos foram separados nas seguintes categorias: biscoito salgado (34); biscoito
agua e sal (32); biscoito cream cracker (37); biscoito de polvilho (44) e biscoito doce (56).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, s&o apresentados os teores méedios de gorduras totai§ para 0s biscoitos.
Os resultados para os biscoitos agua e sal e cream cracker foram similares nos anos avalia
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(2009, 2010 e 2016), com medias entre 11,04 e 12,58 g/100g. J& os biscoitos salgados
apresentaram as maiores médias, variando entre 15,29 e 18,80 g/100g. As analises de
biscoito doce, que incluem os recheados, revelaram a maior média de 28,25 g/100g em 2011,
e os resultados foram reduzindo ano a ano, com menor valor médio obtido em 2015 (18,13
0/100g), sugerindo uma alteracdo de formulacdo, com reducdo na quantidade de gordura
adicionada. (18,13 g/100g), sugerindo uma alteragdo de formulagdo, com reducdo na
quantidade de gordura adicionada.

Figura 1 — Teores de gorduras totais em biscoitos de diferentes categorias
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De acordo com a Figura 1, para o biscoito salgado foi observado o teor de gordura de
23,14 g/100g (valor maximo) atingindo um aumento significativo de cerca 21%, entre 0s
anos de 2010 e 2016. Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Biscoitos, Massas
Alimenticias e Pdes & Bolos Industrializados (ABIMAPI), os biscoitos salgados, tiveram
crescimento de venda em valor expressivo, portanto € um indicativo de atencdo quanto a
monitorizacdo da qualidade de GT.

Para biscoito de polvilho, entre 2009 e 2014, os resultados médios de GT variaram
de 16,98 a 18,78 g/100g, e foram préximos aos encontrados por Aued-Pimentel e Separovic
(2016) nos anos de 2009 e 2010 (17,10 e 16,98 g/100g, respectivamente) e inferiores aos
obtidos em 2013 e 2014, préximos a 30 g/100g, o que pode indicar uma mudanca de
composicao, indicando ndo haver uma padronizacdo na formulagdo deste tipo de produto, o
que pode ser confirmado pela composicéo de acidos graxos.

As andlises de biscoito doce, que incluem os recheados, tiveram média de 18,12
0/100g de GT em 2010; 28,25 g/100g em 2011, e os resultados foram reduzindo ano a ano,
com menor valor medio obtido em 2015 (18,13 ¢/100g), revelando uma alteracdo de
formulacéo e reducdo na quantidade de gordura adicionada.

No estudo de Aued-Pimentel et al. (2003), que avaliou diversos biscoitos comerciais
(incluindo biscoitos salgados, doces e recheados), os teores de acidos graxos saturados e
trans foram similares, considerando as diversas marcas e fabricantes, sendo os AGT
prioritarios no conteddo total de lipidios, com excecdo das amostras do tipo wafer, em que o
teor de AGS foi superior em relagéo ao AGT.
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A Associacao Brasileira das Industrias de Biscoitos, Massas Alimenticias e Pées &
Bolos Industrializados (ABIMAPI) informou no anuério (2023) que o volume produzido
entre 2022 e 2023 foi de 1,5 toneladas de biscoitos. Os nimeros da Nielsen contratada pela
(Abimapi) mostram resultado de pesquisa, de vendas em destaque a categoria que mais
cresceu foi a de biscoitos cobertos com chocolate com 34%; recheados doces (+21%);
cookies (+17%) devido a multiplicacdo de marcas de variedades do item e a busca por
indulgéncia. Na andlise geral dos biscoitos é possivel afirmar que, apesar da alta nos precos,
especialmente no inicio de 2022, a categoria manteve penetra¢do e consumo, conseguindo
atingir movimentacdo de vendas em 22% e 21,8% de 2021 para 2022 segundo a anélise da
ABIMAPI feita a partir dos dados da Nielsen e Kantar.

Sabe-se que o padrdo alimentar relacionado ao ganho excessivo de peso, a obesidade
e as DCNT ¢ caracterizado, especialmente, pelo baixo consumo de alimentos in natura e
minimamente processados em paralelo ao consumo excessivo de alimentos processados.
Aproximadamente 10,5% de todas as mortes prematuras entre brasileiros de 30 a 69 anos e
22% das mortes prematuras por doencas cardiovasculares foram atribuidas ao consumo de
processados. Estima-se que 25% das mortes ocorridas prematuramente no mundo poderiam
ser evitadas com mudancas na alimentagéo. (VIGITEL, 2024).

CONCLUSOES

Pode-se verificar que ha uma tendéncia de diminuicéo da quantidade de gordura total
nos alimentos industrializados ao longo dos anos, entretanto o impacto na populacéo
brasileira, aliado ao alto consumo destes produtos, e a auséncia de dados de gordura total
para estes alimentos em anos mais recentes, ainda, ndo pode ser observado. A alimentacgéo é
um dos fatores que contribuem com a incidéncia das doencas crénicas ndo transmissiveis, e
0 alto consumo de gordura nos alimentos industrializados impactam nestas doencas. A
informacdo nutricional onde esclarece a composi¢do dos alimentos desde que correta
atrelada a analise laboratorial frequente como uma defesa a satde do consumidor e protecao
contra fraudes, demonstrou ser uma ferramenta mais efetiva e adequada nas escolhas do
padrédo alimentar de cada individuo.
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Resumo: A prolina no mel é um aminoacido amplamente estudado para sua caracterizacdo
e fiscalizacdo em paises europeus e do oriente, entretanto no Brasil o uso da analise de
prolina no mel é negligenciado e seus estudos ainda sé@o raros. O objetivo deste trabalho visa
avaliar amostras de méis quanto a concentracdo de prolina e comparar com as
recomendac0es internacionais. Foram analisadas 25 amostras de méis do Programa Paulista
de Anélise de Alimentos 2024. A concentracdo de prolina foi determinada pelo método
espectrofotométrico 979-20 da AOAC. Os resultados do teor de prolina das amostras de méis
tiveram um intervalo de 64-761 mg.Kg?, e esta quando comparada com outros estudos
brasileiros e europeus, observou-se que houve uma diferenca entre as médias apresentadas
entre elas, sugerindo um influéncia na concentragdo de prolina quanto a sua origem. Em
relacdo a adocdo dos limites internacionais de prolina no mel. Nota-se que a grande maioria
do conjunto amostral se enquadra dentro do limite minimo exigido de 180 mg.Kg?,
indicando que os méis analisados sdo auténticos e de boa qualidade. Conclui-se que a analise
de prolina no mel pode representar um parametro importante, entre outros, para indicar a
qualidade e identidade do produto. Assim podendo ser sugerido sua implementacdo na
regulamentacéo brasileira.

Palavras—chave: Prolina; Mel; Fraude; Legislacdo
INTRODUCAO

A prolina é um aminoacido comumente usado como precursor de proteinas, tem
uma funcdo importante nas plantas de protegé-las de efeitos de estresse hidrico ao aumentar
sua concentragdo nas células, que acaba se refletindo no néctar e principalmente no pélen, o
qual é a maior fonte de aminoacidos que as abelhas carreiam para o mel (Brys & Strachecka,
2024).

Para as abelhas a prolina € uma importante fonte energética, também usada na
elaboracdo do mel e da geleia real. Apesar de sua funcdo vital, tanto as abelhas como as
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plantas conseguem sintetiza-la, sendo um aminoacido ndo essencial (Barker & Lehner,
1972).

No mel, a prolina representa cerca de 50-85% do teor de aminoacidos presentes, e
a sua origem é dada principalmente pelo pdlen, variando dependendo da florada
predominante, além disso, é introduzida pela propria abelha, a qual possui altos valores de
prolina na sua saliva, usadas para a criacdo do mel e a geleia real, e esses valores também
sdo influenciados pela espécie da abelha (Bry$ & Strachecka, 2024).

O mel por ser um produto de alto valor agregado possui varios tipos de fraudes,
muitos paises europeus e da Asia ocidental utiliza o pardmetro de prolina, pois esta sempre
deve estar presente no mel e seus valores podem refletir na autenticidade e qualidade (Damto
et al, 2024; Nisbet et al., 2018; Hajian-Tilaki et al, 2024).

Este estudo teve o0 objetivo de avaliar as amostras de méis quanto a concentracao
de prolina e sua comparagdo com recomendacéo internacional.

MATERIAL E METODOS

Material

O plano amostral foi constituido por 25 amostras de méis em suas embalagens
originais coletadas pelo programa paulista 2024. As amostras foram subdivididas em tubos
Falcon de 50mL e mantidas em temperatura ambiente para a realizacdo da analise (Sao
Paulo, 2024a,b).

Meétodo
Este procedimento foi baseado no método 979.20 do AOAC (HORWITZ, 2005).

Preparo da Curva de prolina

Para a realizacdo da curva, foram preparados 8 pontos a partir da solucdo mée de prolina nas
respectivas diluicdes 1mL, 2mL, 3mL, 4mL, 5mL, 6mL, 7mL e 8mL em balGes de 50mL
com agua ultrapura.

Preparo da amostra
Foram pesados 2,5 gramas da amostra de mel e diluida com agua ultrapura em baldo
volumetrico de 50mL.

Analise Estatistica

Para gerar a curva de calibracdo, foi realizada anélise de regressdo linear simples com 0s
dados da Absor¢do em 520 nm e a concentracédo da solucéo de padréao de prolina (mg.Kg™)
no nivel de 95% de confianca. E também foi gerada uma analise descritiva basica para
avaliacdo dos dados. Toda a analise estatistica empregou-se 0 pacote estatistico
STATISTICA 10, (STATSOFT, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O plano amostral pode ser categorizado por dois fatores principais, a origem do
envase do mel e sua tipificacdo quanto a florada predominante indicado pelo apicultor

(Figuras 1 e 2).

Origem Regional
20 19
15 -
10 -
5 - 3 ) 1
o B N S
Sdo Paulo Minas Gerais Parana Rio Grande do Sul

Figura 1 - Origem regional das amostras coletadas
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A origem do envase provém da regido Sul e Sudeste com predominio no estado de
Sao Paulo (figura 1). Dentro do estado de S&o Paulo sua distribuigdo é desuniforme, apesar
de possuir amostras coletadas no norte, leste e sudeste do estado, a maioria se encontra na
parte sudeste, o que reflete 0 comportamento das amostras dentro do estado em relagéo a sua

comercializacao.

Tipos de Mel

B Mel de Laranjeira
B Mel Silvestre
= Mel de Cipd-Uva

H Mel de Eucalipto

Figura 2 - Classificagdo da origem boténica dos méis coletados
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Na figura 2, pode se observar que 76% das amostras provém da ¢
apicultores como silvestre, devido a ndo predominancia de uma font
possuem uma maior variabilidade na sua composi¢cdo quimica e r
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natureza de tipos de néctares e suas proporc¢@es que contribuem na composic¢ao quimica do
mel (Brasil, 2000).

Na figura 3 estdo representados os resultados da analise descritiva estatistica das
concentracdes de prolina das amostras, onde se observou que seu intervalo foi de 64-761
mg.Kg, esta ampla variagdo também pode ser encontrada em outros estudos da literatura,
que sugerem gue alguns fatores podem estar relacionados a esta amplitude dos resultados,
como a origem boténica e geografica (Costa et al, 1999).

Box & Whisker Plot
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Figura 3 — Gréfico de Box-plot da concentragdo de prolina nos méis
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

No Brasil ndo ha uma legislacdo nacional que regulamente tal parametro, sendo assim
foi utilizado o limite minimo de 180 mg.Kg* proposto pela Comissdo Europeia de 2009
(IHC, 2009), onde se observa na figura 3 pela linha vermelha, que a maioria das amostras
encontram-se acima do valor proposto, e somente as amostras 3, 15 e 21 obtiveram
resultados inferiores, sugerindo que estes valores abaixo do limite podem indicar uma
suspeita de fraude, adulteracdo e/ou baixa qualidade do mel (Damto et al, 2024; e Nisbet,
2018).
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CONCLUSOES

Neste estudo a concentracdo de prolina encontrada nas amostras de meéis do
programa paulista mostraram que seu valores estavam de acordo com as recomendagdes
internacionais, e entre elas havia uma grande variabilidade entre as amostras no estado de
Sao Paulo, sugerindo que este pardmetro poderia ser empregado nas andlises de qualidade e
autenticidade de mel em futuras legislacdes nacionais.
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Resumo: As linhagens do acervo da colecdo de cultura de micro-organismos sao utilizadas
para controle de qualidade, ensaios para o desenvolvimento de produtos, pesquisas
cientificas e sdo disponibilizadas ao publico em geral como: industrias, universidades e
laboratdrios de saude publica, sendo desta forma classificada como cole¢édo de servigos por
atuar como centro de conservagdo e distribuicdo de material autenticado. O acervo é
composto por bactérias, fungos e protozoarios que sdo autenticados periodicamente. Entre
os fungos podemos destacar a colecdo de Paracoccidioides ssp, com aproximadamente 36
isolados. A caracterizacdo deste grupo é realizada com base na identificacdo polifasica,
envolvendo a morfologia microscépica, macroscopica, € métodos moleculares para a
identificacdo de espécie. O objetivo de realizar a caracterizacdo completa das linhagens de
Paracoccidiodes que ndo haviam sido identificadas por métodos moleculares. Foram
analisadas 34 linhagens quanto a morfologia e reacdo da cadeia polimerase por ensaio duplex
para a identificagdo molecular. Das 36 linhagens pertencentes ao acervo, 9 foram
classificadas como P. lutzzi e 24 como P. brasiliensis, uma ndo foi classificada por essa
metodologia e duas ndo foram recuperadas. Importante ressaltar que para algumas linhagens
a caracterizacdo ndo correspondeu ao informado quando depositadas no ndcleo, por isso a
relevancia de sempre autenticar por métodos fenotipicos e genotipicos, pois, 0 material
depositado na colecdo é importante patriménio genético e servird como controle para o
diagnostico laboratorial das redes de vigilancia, uma vez que, desde abril de 2024 a
paracoccidioidomicose é doenca de notificacdo compulsoria no estado de Sdo Paulo.

Palavras-chave: Vigilancia  epidemioldgica; Paracoccidioides brasiliensis;
Paracoccidioides lutzii ; Paracoccidioidomicose ; PCR

INTRODUCAO

O Paracoccidioides é um fungo termodimorfico que, quando em temperatura entre
22 e 27°C apresenta a forma de micélio e em temperatura 35° a 37°C apresenta a forma de
levedura (CORDOVA 2022; HAHN 2022). Esse fungo causa micosegsistémicayma
paracoccidioidomicoses (PCM), uma doenca endémica que ocorre na America Latina mais
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prevalente na América do Sul e esta associada ao contato com solo contaminado
(SHIKANAI 2017; MARTINEZ 2017; PEREIRA 2020).

As formas clinicas da doenca podem ser divididas em 3 estagios: infeccao
aguda/subaguda que é a forma juvenil, considerada a mais grave que acomete criangas e
adultos com menos de 30 anos; a forma crénica denominada de adulto, € mais frequente e se
manifesta na maioria das vezes em homens adultos com idade superior a 30 anos, sendo 0
principal sintoma o comprometimento pulmonar; e a forma residual (sequelas), apds anos de
infeccdo, pode ser observadas em vérios 6rgdos além, do pulmédo, pele e mucosas, vasos
linfaticos entre outros. (TEIXEIRA 2009; HAHN 2022). Devido a gravidade da doenca, sua
alta mortalidade e incidéncia no estado de S&o Paulo, desde abril de 2024 foi incluida na lista
de notificacdo compulsoria do estado. O diagnoéstico laboratorial pode ser realizado com o
encontro de elementos flngicos sugestivos de Paracoccidioides. (MESSIAS 2020 ;
CORDOVA 2022). Os testes micolégicos juntamente com metodologias de exames
soroldgicos sdo importantes para o diagndstico da PCM, e como o principal, o teste padrdo
realizado com antigeno Gp43 (exoantigenos usados para detec¢do de anticorpos anti P.
brasiliensis). (TEIXEIRA 2014; BATISTA 2010).

Anteriormente apenas um agente etiologico era associado a PCM, o

Paracoccidiodes brasiliensis. Porém, em algumas regides do Brasil, soros de pacientes nao
reagiram com o antigeno tradicional obtido da cepa B-339, usada para métodos de
diagnostico na Ameérica Latina (BATISTA 2010; TEIXEIRA 2014; HAHN 2022). Apesar
dos pacientes apresentarem diagndéstico de PCM, este fato chamou a atencdo da comunidade
cientifica e varios pesquisadores comecaram a investigar a variabilidade genética e
antigénica dos isolados de Paracoccidioides. Com auxilio de marcadores moleculares por
amplificag&o aleatdéria de DNA polimdrfico (RAPD) foi demonstrado que o isolado 7455 era
pertencente ao mesmo clado que Pb01, mas diferente de outros grupos de P. brasiliensis
analisados. (SOARES 1995; TEIXEIRA 2009; MELO 2013).

Posteriormente, verificou-se que se tratava de uma nova espécie o Paracoccidioides
lutzii. (TEIXEIRA, 2009; LEITAO 2014), além disso, outras variedades genéticas de
Paracoccidiodes brasiliensis foram descritas (PINHEIRO 2021) e as linhagens filogenéticas
foram identificadas como: S1 mais frequente na América do Sul, PS2 Brasil e Venezuela,
PS3 encontrada na Colombia e PS4 encontrada na Venezuela. (TEIXEIRA 2014;
MARTINEZ 2017; COCIO 2020; CORDOVA 2022;).

Como descrito, a identificacdo das diferentes espécies e suas variantes sdo recentes,
por isso a maioria das colecBes de fungos ainda mantém a nomenclatura antiga, sendo
necessaria sua atualizacdo. O Nucleo de Colecdo de Micro-organismos (NCMO) recebe
linhagens para serem depositadas de outros centros e, no caso de Paracoccidioides, 3
diferentes laboratdrios enviaram suas linhagens para NCMO com a identificacdo de: P.
brasiliensis, P. lutzii, P. restripiensis, P. venezuelensis e P. americana, porém sem
informacdo de metodologia de caracterizacdo prévia. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
realizar a analise da morfologia, viabilidade e identificacdo molecular baseada em ensaio
rapido de PCR- duplex para a confirmacao em nivel de espécie, e caracterizagcdo completa.

MATERIAS E METODOS

Foram avaliadas 36 linhagens depositadas no NCMO, mantidas por diferentes
métodos de conservacgdo e recuperadas por repiques em agar batata incubados em estufa
27°C e em é&gar Brain Heart Infusion (BHI) a 36°C. A analise morfologica foi realizada
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através da técnica de esgarcamento e coloracdo azul de lactofenol, observada em
microscopio optico. Para extragdo foram utilizadas as linhagens na fase de levedura dos tubos
de &gar BHI, uma algada de cada um dos crescimentos foi transferida para um microtubo e
a extracdo foi realizada usando o minikit Purelink!™ Genomic DNA, seguindo protocolo do
fabricante. A concentracdo ng/ul e pureza do DNA para verificar a relacdo DNA/proteina
(260/280) foram analisadas em espectrofotometro (uniscience DeNovix® DS-11). A
integridade do DNA extraido foi verificada em eletroforese em gel de agarose com
concentragéo 0,8%. O preparo da reacdo de PCR teve como volume final para cada linhagem
extraida 25, nas seguintes concentragdes: os primers PbraCx — F (5° T CG

TGA TAT AGA CAG CAC CGT TTG 3°) / PbraCx — R (5 ACG AAC CAT CAA ATC
GCG AACCTA 3’) e Plu—F (5’ CTT CAT GGC GCC CAA GGA CCT 3”) /Plu—R (5’
GAC TCC GCT AAG TCT GTC TGT CCT AGG C 3’) a 0,1uM, tampao GoTaq® Green
(MgCl2e dNTPs) 1x e 1uL do produto extraido. A reacdo foi realizada em termociclador
applied Biosystems ™ SimpliAmp™ Thermal cycler nas condigdes 20 ciclos sendo, 95°C por
5 minutos, 95°C por 1 minuto, 70°C (touch) por 1 minuto e 15 ciclos sendo, 95°C por 1
minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e 72°C por 5 minutos. Os produtos gerados
na amplificacdo foram verificados em eletroforese em gel de agarose a 1,5%, nas condicdes:
100 v, 400 w por 30 minutos. As linhagens do complexo P. brasiliensis apresentaram 308
pb e as linhagens de P. lutzii apresentaram 142 pb. (PINHEIRO 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento em agar batata crescimento filamentoso apresenta aspecto parecido
com (pipoca estourada) (figura 1) foi observado com aproximadamente 15 dias, e em 25 dias
no agar BHI crescimento leveduriforme apresentam aspecto morfologico (cerebriformes).
Na observacdo microscopica foi possivel verificar a presenca de células arredondadas ou
alongadas de dupla parede, agrupadas em trés ou mais elementos com ou sem gemulagéo,
esta quando multiplas apresentara rodas de leme representado na figura 1

(d) e (e):

Figura 1 — (Morfologia macroscopica) a: leveduriforme; b: filamentoso; (Morfologia microscopica) c:
gemulacgdo (brotamentos) IAL 3792 (P. brasiliensis); d: gemulacdo em forma de roda de leme IAL 3786 (P.
brasiliensis); e: gemulacdo em forma de roda de leme IAL 6450 (P. lutzii).

A concentracdo e a relagdo DNA/proteina (1,8 a 2,0) em comprimento de onda
260/280 e a integridade do DNA corresponderam aos critérios espera
linhagens depositadas no NCMO, 26 foram depositadas como P. bra
lutzii, 1 como P. restrepiensis, 1 P. venezuelensis e 2 P. american
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indicam que para a maioria das linhagens a identificacdo foi igual a de origem do depdsito,
demonstrando a eficacia do método escolhido para diferenciacdo das espécies P. brasiliensis
da P. lutzii, e para oito dessas linhagens a identificacdo foi diferente. A figura 2 mostra
resultado de algumas dessas linhagens na eletroforese em gel de agarose dos produtos de
PCR- duplex, sendo demonstrados os resultados que confirmaram e que os que foram
divergentes do que foi depositado no NCMO.

308 pb 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 142 pb

Figura 2 — Anélise dos produtos de PCR-duplex para identificagdo de P. brasiliensis. e P. lutzii por eletroforese
em gel de agarose 1,5%. Pogos: 1,14,15;27 -padrdo de tamanho molecular de DNA de 50 pb; Pocos: 4 e 17 -
Padrdo P. lutzzi (IAL 9804 — ATCC MYA-826); Pogos: 2 e 16 -Padrdo P. brasiliensis (IAL: 9536 — ATCC
32069); Poco 2: linhagem P. venezuelensis; Pocos: 5 a0 9 e 19, 23, 24 e 26 - produtos de PCR das linhagens
P. brasiliensis; Pocgos: 10 ao 13 e 18, 20, 21, 22 e 25 produtos de PCR das linhagens P. lutzzi.

Na figura 2 as linhagens que conformaram a identificacdo inicial de quando foram
depositadas sdo: (pogos: 5 ao 9, 24 e 26 — P. brasiliensis e pogos: 10 ao 13 — P. lutzii). As
linhagens que apresentaram divergéncia de espécie do que foi depositado séo: (pocos:
18,20,21,22 e 25) depositadas como P. brasiliensis, mas identificadas como P. lutzii e
(pogos: 19 e 23) depositadas como P. americana, e identificadas como P. brasiliensis e a
linhagem que néo foi possivel identificar, pois ndo foi usado primers para essa espécie, foi
P. venezuelensis (poco 2). Entretanto, os resultados diferentes do depositado para as espécies
de P. restrepiensis e P. americana ndo séo considerados divergentes e sim positivos, uma
vez que, fazem parte do complexo P. brasiliensis e a metodologia empregada pode ser
utilizada para a identificacdo de complexo, porém, para a caracterizacdo completa das
variantes € necessario o sequenciamento de varias regides do DNA.

Para as divergentes entre P. brasiliensis e P. lutzii, possivelmente ndo foram
realizados métodos moleculares de identificacdo na origem, antes do depdsito no NCMO.

A eficiéncia do ensaio de PCR duplex se deu pela sensibilidade e especificidade em
identificar Paracoccidioides brasiliensis (complexo) e P. lutzii, tanto que conforme descrito
por Gongalves (2021), é possivel em uma Unica rodada identificar as duas espécies, além de
ser possivel identificar se 0 mesmo paciente estd acometido em concomitante com as duas
espécies ou ainda realizar o ensaio de suspeitas de mais de uma amostra diferente e ainda
identificar cepas de regides geograficas diferentes. A PCR duplex para identificacdo desse
fungo, ainda se sobressai se comparada ao RAPD que em um estudo feitefpor Hahn et al.
(2003), mostrou que devido a diversidade genética de cepas isoladas no Brasil nao puderam
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ser agrupadas, ou seja, ndo foi possivel a deteccdo do agrupamento de algumas cepas. E
como descrito por Teles (2011), as técnicas soroldgicas sdo muito Uteis para o diagnostico,
mas pode ocorrer ativacao cruzada de anticorpos anti- P. brasiliensis e outros fungos, além
de ser inadequada para distinguir entre diferentes cepas de regides geogréficas diferentes.
Teles (2021), ainda relata que as técnicas moleculares como PCR ¢é essencial para distinguir
e identificar gendtipos circulantes e descreve ainda que, na detecgdo de P. brasiliensis é
essencial quando ndo é possivel a identificacdo microscopica ou quando ha falhas na
sorologia devidas antigenos e anticorpos baixos.

CONCLUSAO

As analises macro e micromorfoldgicas das linhagens analisadas foram compativeis
para a descri¢do do género. No entanto, ndo possibilitam a identificacdo de espécie. A reacao
de PCR — duplex pode ser utilizada para diferenciar o complexo P. brasiliensis da espécie
P. lutzii. A aplicacdo desta metodologia na caracterizacao das linhagens de Paracoccidioides
depositadas no Nucleo de Colecdo de Micro-organismos possibilitou a autenticacdo do
acervo, que é utilizado por toda a comunidade cientifica, auxiliando no diagndstico,
epidemiologia e pesquisas.
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