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GENOTIPOS DE PAPILOMAVIRUS HUMANO DE BAIXO RISCO
ONCOGENICO EM MULHERES COM DIAGNOSTICO DE LESOES
PRE-NEOPLASICAS E NEOPLASICAS DO COLO UTERINO

Julia de Jesus Brito!; Sandra Lorente?;

'Estudante do Curso de Especializagdo em Vigilancia Laboratorial em Saude Publica | Programa de Citologia
Oncotica — NAP — Instituto Adolfo Lutz; E-mail: juliabrito03 19@outlook.com
2Docente/Pesquisador do Depto de Citologia Oncotica — NAP — Instituto Adolfo Lutz

Resumo: O Papilomavirus Humano (HPV) representa um grupo de diversos tipos de virus
que infectam células epiteliais mucosas e cutaneas. Com base na probabilidade de
desencadear o desenvolvimento de cancer, os HPVs que infectam as mucosas sio
classificados em alto ou baixo risco oncogénico. Os genotipos de baixo risco abrangem a
maior parte dos 200 tipos conhecidos e estdo mais associados a lesdes hiperproliferativas
benignas, entretanto, lesdes pré-malignas, condilomas, papilomatoses e queratoses podem
estar associadas a estes tipos de genotipos. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a
associacao dos virus HPV de baixo risco oncogénico com lesdes precursoras do colo uterino
por meio de dados sobre a prevaléncia dos diferentes tipos de HPV de baixo risco em
anormalidades citoldgicas. O estudo foi uma revisdo de literatura do tipo narrativa, em que
foram utilizados os dados obtidos do HPV Centre para analise da prevaléncia. Embora alguns
geno6tipos de HPV de baixo risco estejam associados a lesdes precursoras, este virus parece
ndo estar associado ao desenvolvimento do céncer de colo uterino. Através dos
levantamentos realizados, concluiu-se que os HPV's de baixo-risco ndo sdo a principal causa
de lesdes, no entanto, pode estar associado em lesdes de alto e baixo grau, além de aparecer
como principal agente causador em outras patologias.

Palavras-chave: Cancer de Colo de Utero; Papilomavirus Humano; Genétipos.
INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) faz parte de um grupo de diversos virus que
pertencem a familia Papillomaviridae, considerada a mais bem sucedida familia de virus que
infectam vertebrados, uma vez que infectam células que ainda possuem a capacidade de
divisdo celular, como as células basais e células metaplasicas imaturas do colo uterino,
localizadas na jun¢do escamocolunar (JEC), onde se instalam através de micro traumas no
epitélio; os HPVs podem permanecer por um longo periodo na forma epissomal com um
baixo nimero de copias, ndo comprometendo a morfologia celular nesta fase. Existem cinco
géneros principais de HPV: alfa-papilomavirus, beta-papilomavirus, gama-papilomavirus,
mu-papilomavirus e nu-papilomavirus; sendo que a infeccao das células epiteliais da mucosa
genital ocorre principalmente pelos 000 do tipo alfa (COHEN et al., 2019; EGAWA;
DOORBAR, 2017).

O genoma dos HPVs ¢ constituido por DNA circular de dupla fita, com tamanhos
proximos a 8.000 pares de bases, caracterizado por genes que codificam as proteinas




precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e dois genes que codificam as proteinas tardias (L1 e L2)
(BZHALAVA et al., 2013; VAN DOORSLAER, 2013). Com base na probabilidade de
desencadear o desenvolvimento do cancer de colo do utero, os HPVs sdo classificados em
alto ou baixo risco oncogénico. A associagao de tipos de HPV de alto risco com o cancer do
colo do utero ja esta estabelecida, e forneceu uma justificativa para a introducao do teste
DNA-HPYV na triagem desta neoplasia, bem como o desenvolvimento de vacinas profilaticas
contra 0 HPV 16 e 18, que sdo os principais tipos responsaveis pela doenga. Outros tipos de
HPV de alto risco sao 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82. Os HPVs de baixo
risco abrangem a maior parte dos mais de 200 papilomavirus conhecidos, podem causar
lesdes hiperproliferativas benignas e frequentemente ndo causam carcinoma maligno. Os
tipos 6 e 11 estdo relacionados a aproximadamente 90% das verrugas genitais, e as vacinas
quadrivalente e nonavalentes protegem contra a infec¢ao por estes dois tipos. Outros tipos
importantes de HPV de baixo risco sdo 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 (EGAWA;
DOORBAR, 2017; LIU et al., 2021) Em populagdes susceptiveis os HPV de baixo risco
podem ser refratarios e causar doengas como Papilomatose Respiratoria Recorrente (RRP) e
Epidermodisplasia Verruciforme (EV), condi¢des que podem se tornar fatores de risco para
o desenvolvimento de cancer (EKSTROM et al., 2013; SCHIFFMAN et al., 2016).

As comparagdes funcionais dos tipos de HPV de baixo e alto risco estdo longe de
estarem completas, no entanto, suas principais diferencas até o momento concentram-se
predominantemente nas funcdes exercidas pelos genes E6 e E7 codificadas por tipos de HPV
de baixo risco, que tém um efeito limitado sobre os alvos celulares e as vias envolvidas no
desenvolvimento de lesdes e canceres. Os HPVs tipo alfa de baixo risco ndo induzem a
desregulagdo completa dos genes e mecanismos da célula hospedeira. Desta maneira, o
transcrito do gene E6 de HPVs de baixo risco liga-se fracamente a proteina supressora de
tumor p53, que tem uma fraca inibi¢do da resposta imunologica através de interferon, e ndo
ativa telomerase e nem induz instabilidade gendmica no hospedeiro através da proteina E7,
como ocorre nos HPVs de alto risco (EGAWA; DOORBAR, 2017; SCHIFFMAN et al.,
2016; THOMSEN et al., 2014).

Segundo a nomenclatura brasileira baseada no Sistema Bethesda, as anormalidades
citologicas em células escamosas devem ser classificadas em atipias de células escamosas
de significado indeterminado (ASC-US), lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL), atipias de
células escamosas nao se pode excluir lesdo de alto grau (ASC-H), lesao intraepitelial de alto
grau (HSIL) e carcinoma de células escamosas. Como o Papilomavirus Humano também
atinge as células glandulares que se encontram mais profundamente no canal endocervical,
as anormalidades citoldgicas detectadas nestas células, sdo classificadas pelo Sistema
Bethesda em células glandulares atipicas (AGC), subdividida em atipia de células
glandulares endocervicais sem outras especificagdes (AGC-SOE) e atipias glandulares
endocervicais favorecendo neoplasias (AGC-FN) (GLOBAL CANCER OBSERVATORY,
[s.d.]; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA
(INCA); MINISTERIO DA SAUDE, 2016; NAYAR; WILBUR, 2015).

Desta forma, para melhor compreensdo do papel de genotipos de HPVs de baixo risco
oncogénico no desenvolvimento de lesdes precursoras do cancer do colo uterino, o objetivo
deste estudo foi avaliar a associacao dos virus HPV de baixo risco oncogénico com lesdes
precursoras do colo uterino por meio de dados sobre a prevaléncia dos diferentes tipos de
HPYV de baixo risco em anormalidades citoldgicas

MATERIAL E METODOS




O estudo foi uma revisao de literatura do tipo narrativa, em que foram utilizadas as seguintes
plataformas de pesquisa: PubMed, Biblioteca Virtual de Saude (BVS), Scielo,

Lilacs ¢ MedLine usando como descritores “Cancer de Colo de Utero”, “Condiloma”,
“HPV” e suas associagdes na lingua portuguesa e inglesa. Além disso foram realizadas
pesquisas no HPV Online (https://hpvonline.com.br/), Global Cancer Observatory
(https://gco.iarc.fr/), um livro e dois manuais. Na pesquisa foram obtidos 57 artigos e destes,
23 foram selecionados para a elaboragdo do manuscrito.

RESULTADOS E DISCUSSAO

HPVs de baixo risco sao virus que no geral ndo estdo envolvidos na carcinogénese do colo
uterino, entretanto dados da literatura mostram lesdes precursoras de cancer associadas a
estes tipos de HPVs. A prevaléncia de HPV de baixo risco ¢ consideravelmente menor na
populagdo feminina quando comparada ao HPV de alto risco em casos com anormalidades
citoldgicas. No entanto, estes tipos também sdo detectados em lesdes precursoras do cancer
do colo uterino.

De acordo com os dados globais coletados através do site de dominio internacional HPV
Information Centre, os resultados de prevaléncia mostram que os principais gendtipos de
HPYV de baixo risco foram os tipos 6, 11, 42, 44, 62, 81 e 84 em mulheres com LSIL; 6 11,
42, 44, 54, 61, 81 ¢ 89 em mulheres com HSIL; e os tipos 42 ¢ 44 estavam presentes em
casos de carcinoma e adenocarcinoma (HPV CENTRE, [s.d.]).

Um estudo da Dinamarca detectou a prevaléncia de 6,9% de HPV de baixo risco (6, 11, 42,
43 ou 44) pelo método de captura-hibrida (teste DNA-HPV) em 40.000 amostras de citologia
em meio liquido. Sendo que a prevaléncia dos tipos HPV de baixo risco em mulheres com
citologia normal foi de 6,3%, enquanto que, em mulheres com citologia classificada como
ASCUS, LSIL ou HSIL teve prevaléncia de 33,1% 19,6% e 12,7%, respectivamente
(NIELSEN et al., 2012). Martora et al (2019), na Italia, estudaram 1265 raspados pelo
método de genotipagem de HPV, em mulheres entre 16 a 63 anos, que apresentaram
anormalidades citologicas, e observaram uma prevaléncia de 12,4% de HPV 53; 9,9% de
HPV 62; 9,4% de HPV 42; 8,2% de HPV 73; ¢ 7,1% de HPV 54 (MARTORA et al., 2019).
Apesar do HPV de baixo risco estar presente em muitos casos de mulheres com
anormalidades citologicas, Thomsen et al (2014) observou que o risco de neoplasia
intraepitelial cervical 3, num periodo de 8 anos, foi de 1,7% em mulheres com HPV de baixo
risco sem HPV de alto risco concomitante. Este estudo aponta que o HPV de baixo risco ndo
prediz lesdo de alto grau (THOMSEN et al., 2014).

A maior importancia dos HPVs de baixo risco se da por sua presenga em verrugas
anogenitais (condiloma), causadas pelo HPV dos tipos 6 € 11. Como o HPV de baixo risco
possui tendéncia a regredir sozinho, esses condilomas, quando tratados com medicamentos
topicos, retirados cirurgicamente ou sdo cauterizados, costumam ressurgir até que o proprio
sistema imune seja capaz de eliminar o virus, em casos raros a possibilidade de que um
condiloma evolua para uma lesdo significativa deve ser considerada (COHEN et al., 2019).

Alguns relatos descritos por Pujari et al. demonstraram sua presenga, em especifico
o HPV 42, em lesdao do tipo queratose seborreica no colo do ttero, uma condigdo
extremamente rara, pois trata-se de uma lesdo cutinea benigna, ¢ semelhante a um tumor
comumente observado em pacientes idosos em areas que ficam expostas ao sol. De 7 relatos
sobre a queratose seborreica no colo uterino, 3 eram positivos para o HPV de baixo risco tipo
42 como principal agente, € em outros estudos, apareceu associado a queratoses seborreicas
vulvares (18 de 25 casos) (PUJARI et al., 2021).




A Papilomatose Respiratoria Recorrente (RRP), uma manifestagdo rara, porém grave
do HPV que se encontra alojado na laringe. Uma pesquisa publicada por OUDA et al. sugere
que a infecgao possui trés picos de idade especificos para um maior potencial de atuagdo, 7,
35 e 64 anos, o tumor apresenta grande morbidade em cariter de suas lesdes serem
confluentes e promoverem disfonia e dispneia, os tipos mais detectados sao os baixo risco 6
e 11, no entanto, em alguns casos raros, os tipos alto risco 16 ¢ 18 podem ser encontrados
em criangas, associando-se a um maior poder de malignizacdo (NETO; CAMPOS; BASTOS,
2002; OUDA et al., 2021).

A Epidermodisplasia Verruciforme, outra doenga de grandes consequéncias associada
ao HPV de baixo risco dos tipos 5 e 8, os quais se instalam nos queratinocitos, foi descrita
pela primeira vez em 1922 por Lewandowsky e Lutz, trata-se de uma condigdo
dermatologica genética onde os pacientes apresentam uma diminui¢cdo da capacidade do
sistema imune em se defender e erradicar os HPVs, o que leva a uma infecg¢do persistente e
ao aumento da possibilidade de malignidade durante o desenvolvimento dessa displasia
cutanea, um fato interessante é que portadores de EV ndo apresentam capacidade de defesa
reduzida contra outros tipos de patégenos (ASZODI et al., 2020; MYERS; KWAN;
FILLMAN, 2022).

Além desses aspectos, existe uma diferenca em sua composi¢ao molecular, visto que,
mesmo possuindo as mesmas proteinas que o HPV de alto risco, o baixo risco ndo possui o
mesmo potencial lesivo (BZHALAVA et al., 2013; THOMSEN et al., 2014). As proteinas
virais, ndo atingem os principais mecanismos da célula hospedeira que auxilia na sua
replicacdo, como exemplo as proteinas E6 e E7 do HPV baixo risco, que ndo influenciam
diretamente na divisdo das células basais, mas essas proteinas podem modular a densidade
celular da camada basal ou funcionar transitoriamente em estagios especificos do ciclo de
vida do HPV, como durante a formac¢do da lesdo, por consequéncia da diferente regulagdo
transcricional desses genes (CHEN et al., 2019). Em um momento de reentrada do virus no
ciclo celular, as proteinas E6 e E7 proporcionam um ambiente favoravel a sua replicacao,
porém nao induz a divisdo celular, resultando em uma acao tardia do promotor, em que E1 e
E2 aumentam, permitindo que os produtos génicos virais e celulares amplifiquem epissomas
nucleares do HPV. Como regra geral, para os dois tipos de HPV, baixo e alto risco, pode-se
dizer que eles trabalham de forma similar, mas ndo necessariamente exercem funcdes
idénticas durante o ciclo de vida viral, afetando sua viruléncia (MARTORA et al., 2019;
WENTZENSEN et al., 2016).

CONCLUSOES

O papilomavirus humano do tipo alfa de baixo risco esta presente principalmente em
verrugas genitais, todavia demonstram um poder carcinogénico fraco por suas
particularidades gendmicas, exercendo uma influéncia limitada sobre os mecanismos da
célula hospedeira que ird ajuda-lo a se replicar. Muitos tipos de HPV baixo risco estdo
presentes em mulheres que possuem citologia normal e geralmente ndo irdo se manifestar,
porém algumas vezes podem se associar a outros tipos de HPV de alto risco e serem
encontrados em lesdes intraepiteliais.

HPVs de baixo risco sdo virus que no geral ndo estdo envolvidos na carcinogénese
do colo uterino, entretanto dados da literatura mostram lesdes precursoras de cancer
associadas a estes tipos de HPVs. A prevaléncia de HPV de baixo risco € consideravelmente
menor quando comparada ao HPV de alto risco em casos com anormalidades citologicas, no
entanto, estes tipos também sao detectados em lesdes precursoras do cancer do colo uterino.
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Resumo: A pandemia da COVID-19 trouxe inumeros desafios para a sua mitigagdo ao redor
do globo. A tecnologia de imunoprecipitacdo de fagos seguida pelo sequenciamento de alto
rendimento (PhIP-Seq) propde analisar o histérico imunolégico individual e estudar
interagdes antigeno-anticorpo por meio de fagos que expressam proteinas e peptideos de
interesse. Esse trabalho tem por objetivo otimizar e padronizar a técnica de titulagdo e
expansao de uma biblioteca de antigenos de coronavirus expressos em fagos T7
(CoronaScan), bem como a quantificagdo de imunoglobulinas IgG (IgG) de amostras em
soro humano por ELISA, que, combinadas, permitirdo o aprimoramento de andlises e
estudos imunologicos e epidemioldgicos. A cepa E. coli BLT5403 foi usada como hospedeira
nos ensaios de titulacdo e expansdo da biblioteca CoronaScan em placas dgar LB. Para a
quantificagdo de IgG, uma curva padrido foi construida a partir de uma solucao de IgG
purificada e com concentragdo conhecida, juntamente a determinagdo de IgG de uma amostra
de soro, que deverad ser utilizado como controle nos futuros ensaios. Apds a expansao,
biblioteca CoronaScan (1,5x10° + 0,7 pfu/mL) passou a ter a titulagio de 1,5x10'® + 2,12
pfu/mL, enquanto a concentrag¢do de IgG adequado para o método se encontrou na dilui¢do
de 1/1.000.000. Apesar da otimizagdo e a da padronizagdo de tais técnicas terem sido
realizadas, novos ensaios de quantificagdo de IgG pelo método de ELISA serdo necessarios
para assegurar a reprodutibilidade. Além disso, recomenda-se a realizagdo do controle da
qualidade da biblioteca CoronaScan a fim de analisar a sua diversidade de peptideos.

Palavras—chave: coronavirus; PhIP-Seq; T7; vigilancia epidemioldgica

INTRODUCAO

A pandemia da COVID-19 (Coronavirus disease 2019), doenga causada pelo virus
SARS-CoV-2 (do inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), requereu um
grande esfor¢o mundial para o controle de sua disseminacdo. Em dezembro de 2022, dados
da Organizagao Mundial da Satde (OMS) confirmaram um pouco mais de 630 milhdes de
casos e 6,6 milhdes de mortes ocasionados pela doenga, que foi identificada pela primeira
vez na cidade de Wuhan, na China (Herstein ef al., 2021; Peng et al., 2021; Rahman et al.,
2021).




Mutagdes aleatorias nas proteinas estruturais spike e do nucleocapsideo podem nao
somente dificultar o diagndstico como também abalar as estratégias da vigilancia
epidemioldgica ja instauradas. A tecnologia de imunoprecipitagdo de fagos seguida pelo
sequenciamento de alto rendimento (NGS) (PhIP-Seq, do inglés Phage
Immunoprecipitation Sequencing) ¢ uma ferramenta poderosa capaz de investigar respostas
do sistema imune provocadas por infecgdes virais, doencas imunes e infecciosas que podem
comprometer o sistema imunologico. A técnica, ao ser combinada com a biblioteca de fagos
T7 coronavirus VirScan (CoronaScan) - que representa os peptideos dos coronavirus
humanos endémicos (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 ¢ HCoVHKUI), SARS-
CoV-1, SARS-CoV-2 e MERS (Middle East Respiratory Syndrome), além dos peptideos de
coronavirus encontrados em morcegos (BatCoV-Rp3, BatCov-HKU3 e BatCov-279) -,
permite a identificagdo de peptideos reconhecidos por imunoglobulinas IgG (IgG) por meio
da imunoprecipitacdo mediada por esferas magnéticas sensibilizadas com proteinas A e G,
com posterior amplificacdo das sequéncias codificantes por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e sequenciamento de nova gera¢do (NGS) (Mohan et al., 2018; Morgenlander et al.,
2021; Wiegand et al., 2022; Xu et al., 2015).

A biblioteca de fagos tem como base o phage display desenvolvido a partir de fagos
T7, que apresenta vantagens frente ao fago M13, como maior estabilidade na presenca de
inserto, alta taxa de replicacdo em Escherichia coli, resisténcia a condi¢des extremas e entre
outras. (Deng et al., 2018; Krumpe & Mori, 2014; Tan et al., 2016; Yue et al., 2022).

Portanto, este trabalho tem como objetivo a otimizacao e padronizagdo a titulagdo e
expansdo da biblioteca de fagos CoronaScan, e a padronizagdo do ensaio de ELISA para a
quantificagdo de IgG presentes no soro dos pacientes que serdo utilizados nos experimentos
de imunoprecipitacdo com a biblioteca.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados de acordo com os protocolos descritos no Manual
T7Select® System da Novagen (2011) e por Mohan e colaboradores (2018). Os resultados
foram expressos como média e desvio-padrdo () de pelo menos dois ensaios independentes.

A titulacdo requereu E. coli BLT5403 com OD600 = 1,0 u.a. cultivada em meio
MOILB (NOVAGEN, 2011). As bactérias foram crescidas neste meio suplementado com x
(concentracdo) ampicilina a 37° C sob agitacdo constante de 200 RPM. As células
hospedeiras foram incubadas por 8 min com 100 pL da biblioteca CoronaScan previamente
diluida em meio LB nas dilui¢cdes de 10 a 10°. Em seguida, 3 mL de meio top agarose (20 g
de meio LB e 0,6 de agarose low melting em volume final de 1 L) foi adicionado para cada
diluicao, sendo essa mistura plaqueada sob uma camada de LB agar com ampicilina a 50
pg/mL em uma superficie plana e incubada overnight a temperatura ambiente (TA). A
titulagdo (pfu/mL) foi determinada por meio da contagem das unidades formadoras de placas
(pfu) na placa LB contendo a maior dilui¢cdo em que as placas de fagos puderam ser contadas
de modo isolado. A estimativa da concentracdo da biblioteca foi auxiliada por meio da
seguinte formula: Titulagdo (pfu/mL) = PFU x Fator de diluigdo x 10.

Para a realizagdo da expansdo da biblioteca CoronaScan, foi necessitado uma
concentragdo de 1x10° de fagos para cada 10 mL das células hospedeiras com ODgoo = 0,6 a
1,0 u.a. Foi separado, em diferentes tubos, 1 mL da mistura fagos/hospedeiro e adicionado
10 mL de meio top agarose aquecido a 45° C, sendo plaqueada em placas de Petri contendo




uma camada de dgar LB com ampicilina a 50 pg/mL; seguido pela incubacao em TA em uma
superficie plana overnight. Ap6s a conferéncia da quase confluéncia da placa, 10 mL do
tampao de extragdo (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl e 6 mM MgSOs) foi adicionado
e as placas foram incubadas a 4° C em uma superficie plana overnight. Assim, o tampao de
extragdo foi transferido para um unico tubo estéril e 500 puL de cloroférmio foi adicionado
para uma centrifugacdo de 3000 g por 5 minutos, sendo a nova titulagdo conferida apo6s o
término. A biblioteca foi aliquotada e armazenada a -80° C em DMSO 10% (vol/vol).

A quantificacdo de IgG foi realizada por um ELISA sanduiche, onde uma placa de
96 pogos foi adsorvida com 2 pg/mL da por¢do Fab de anti-IgG humana (SouthernBiotech®,
Birmingham, Alabama, EUA), produzido em cabra, diluido em tampao carbonato-
bicarbonato (pH 9.5) em volume final de 50 pL/pogo. A placa foi selada e incubada overnight
a 4°C e, entdo, o anticorpo de captura ndo adsorvido foi descartado. Logo, a placa foi lavada
com tampao de lavagem (PBS 0,05% Tween-20) e bloqueada com solugdo de bloqueio (PBS
5% leite desnatado Molico®, Vevey, Suica) por 1 hora a 37° C. A placa foi lavada novamente
e 50 pL/pogo da solugdo padrio de IgG (Human IgG Normal, Invitrogen®, Waltham,
Massachusetts, EUA) diluida em solucdo de bloqueio foi adicionada em duplicata nas
concentragdes de 200, 100, 33.33, 11.11, 3.7, 1.23 ¢ 0.41 ng/mL. Concomitantemente, um
soro pertencente ao banco de soros do Laboratorio de Imunobiotecnologia do Instituto
Adolfo Lutz (autorizada, sob o n° 32264120.5.2001.0061, no Comité¢ de Etica do Instituto
de Infectologia Emilio Ribas) foi diluido em solu¢do bloqueio nas razdes de 1/10.000,
1/100.000, 1/400.000, 1/800.000, 1/1.000.000, 1/2.000.000, 1/4.000.000 e 1/8.000.000 e
adicionada a placa em duplicata em volume de 50 puL/poco, sendo a placa selada e incubada
por 1 hora a 37° C. Em seguida, a placa foi lavada 5x para remog¢ao do material ndo ligado.
Posteriormente, foi feita a incubagdo com 50 puL/pogo de uma solugdo de anticorpo anti-
human IgG -HRP (1:5000) em TA por 30 min. Apds a lavagem, 50 pL/pogo do substrato
TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) foi adicionado em TA e a placa foi coberta em papel
aluminio, sendo a intensidade de coloracdo monitorada a cada 2 minutos. A solugao de (0,2
N de H2S04) foi adicionada seguindo a ordem de adi¢do de TMB (50 pL/poco). Por fim, a
absorbancia da placa foi lida no comprimento de onda (1) de 450 nm. Os dados obtidos foram
analisados no sofiware GraphPrism versao 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia
EUA). A concentragcdo da amostra de soro foi determinada pela interpolacdo dos valores de
absorbancia obtidos na dilui¢do 1/1.000.000 com a curva padrdo pelo modelo “sigmoidal, 4
PL and X is logX (concentration)”, sendo a curva padrao da amostra de soro construida por
meio da andlise de regressdo ndo-linear pelo modelo “one-site binding model”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a biblioteca CoronaScan, que ja se encontrava em posse do Laboratdrio
de Imunobiotecnologia do AL, obteve uma média de titulagdo (realizada em duplicata) de
1,5%10° (£ 0,7) pfu/mL, como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 — Titulacio da biblioteca CoronaScan pré-expansiao
1 2
Diluicoes pfu
10-2 63 68




103 6 7

10-4 1

10-s 0 0
X =1,5x10° (£ 0,7) pfu/mL

\S}

O processo morfogénico do fago T7 garante a expressao de uma maior diversidade
de aminoécidos quando comparado ao fago M13, acarretando um maior nimero de peptideos
funcionais, a depender do quanto a nova molécula pode interferir na instabilidade da
particula viral bem como impedir a replicagdo do mesmo (Krumpe et al., 2007).

O método de escolha para a amplificagdo da biblioteca foi por ensaio de lise em placa,
uma vez que o total de recombinantes primarios era inferior a 5x10° pfu/mL, como demanda
o protocolo da Novagen 77Select® System Manual (NOVAGEN, 2011). Apos a expansao,
foi possivel observar pela grande confluéncia das placas utilizadas no procedimento que a
titulagao havia aumentado. Apds a realizagdo de uma nova titulagao, determinou-se que a
biblioteca foi aumentada cerca de 100.000 vezes, estando estimada em um titulo de 1,5x10'°
(+ 2,12) pfu/mL, conforme observado na tabela 2.

Tabela 2 — Titulacio da biblioteca CoronaScan pds-expansao

1 2
Diluicoes pfu

102 Confluente Confluente
103 Confluente Confluente
10+ Confluente Confluente
107 Confluente Confluente
10 Indeterminado Indeterminado
107 Indeterminado Indeterminado
108 22 7
10° 3 0

X =1,5x10" (£ 2,12) pfu/mL

Embora o titulo da biblioteca tenha aumentado consideravelmente, ¢ preocupante a
qualidade da biblioteca, no que se diz a respeito a diversidade viral em que ela representa. O
sequenciamento de Sanger e o NGS sdo duas alternativas que podem auxiliar na anélise
representativa dos fagos ali presentes. O sequenciamento de Sanger possibilita a investigagao
acerca da capacidade de sintese de oligonucleotideos dos fagos, sendo limitado a 103
sequéncias, enquanto o NGS permite identificar a distribuicdo da frequéncia clonal da
biblioteca e de sua integridade em uma janela de 10° a 10® ligantes, o que minimiza a
subestimac¢ao da populacdo de fagos e, consequentemente, na qualidade geral da biblioteca.
Além disso, mutacdes e proteinas truncadas sdo caracteristicas conhecidas por alterar a
cinética de crescimento dos fagos que as apresentam, levando a proliferacdo vantajosa frente
aos demais (Matochko & Derda, 2015; Mohan et al., 2018).

O PhIP-Seq exige, ao menos, 1 pL de soro por paciente, uma vez que apenas 2 ug de
IgG para a técnica de imunoprecipitagdo ¢ requisitado. Jollift e colaboradores (1982)
observaram por nefelometria que os valores de referéncia de IgG em adultos permeiam entre
6,39 a 13,49 g/L, em uma média de 9,94 g/L. A curva padrao foi construida com os valores
da concentragdo de IgG padrdo conhecida e transformados em valores de logaritmo na base




10. A interpolagdo das amostras a curva padrao se mostrou ter um ajuste adequado para a
curva (R?=0,99) de acordo com o sofiware GraphPad. Assim sendo, a dilui¢do do soro na
razdo de 1/1.000.000 recomendada por Mohan et al. (2018) foi adequada para a obtengdo de
9 mg/mL de IgG a partir da amostra de soro, ambas as curvas podem ser observadas na figura
3.
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Figura 3 — Curva padrdo da dosagem de IgG purificado e de concentragdo conhecida e curva da amostra de
soro interpolada na curva padréo.

Em A, encontra-se a curva padrdo da dosagem do padrdo de IgG. As barras representam o desvio padriao do
valor da absorbancia dos pogos em duplicata (R?=0,99). Em B, a curva obtida apds a regressdo ndo-linear dos
valores de absorbancia da amostra de soro (R?>=0,97).

Ao utilizarem a biblioteca VirScan, uma biblioteca similar que engloba todo o viroma
humano, Xu et al. (2015) constataram uma sensibilidade e especificidade de 95% quando
testada e comparada para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e virus da hepatite C
(HCV) e seus respectivos ensaios de ELISA, assim como em teste sorologico para Herpes
Simplex Virus tipo 1 (HSV-1) e tipo 2 (HSV-2), possibilitando a avaliagdo desses parametros
para os virus dos mais diversos tamanhos. Shrock e colaboradores e (2020) com a mesma
técnica, descreveram uma sensibilidade de 99% e especificidade de
98% para um modelo computacional capaz de identificar a exposicao contra 0 SARS-CoV2.
Chen e colaboradores (2022) descreveram um modelo computacional, BEER, capaz de
aumentar a sensibilidade de peptideos fracamente reativos para o uso do PhIP-Seq.

Os mecanismos que desencadeiam sequelas pds-agudas do SARS-CoV-2 (PASC, do
inglés Post-Acute Sequelae of SARS-CoV-2) ainda ndo estdo muito bem esclarecidos. Uma
saida para elucidar os biomarcadores que conduzem a essa condi¢do ¢ o uso da tecnologia
PhiP-Seq, que pode ser relevante para a obtencao de respostas e questionamentos cientificos,

principalmente dentro do &mbito de estudos epidemioldgicos de soroprevalénca (Mantovani
etal., 2022).

CONCLUSOES

Com a otimizacdo da titulacio e da expansdo da biblioteca CoronaScan, a
manutengao, 1sso €, a constante renovacao da biblioteca, podera ser feita ao longo do tempo
a medida em que os ensaios de PhIP-Seq forem sendo realizados, se tornando uma fonte
inesgotavel de reagente. No entanto, a quantificagdo de IgG pelo método de ELISA ainda
precisa ser aprimorada para assegurar a reprodutibilidade em amostras de soro de pacientes
de diferentes quadros clinicos. Sobretudo, recomenda-se a realizagdo do controle de
qualidade de biblioteca, devido ao fato da mesma ter sido expandida a partir de um estoque
cuja titulagdo era abaixo do valor esperado.
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RESUMO

Mutagdes sdo acidentes ou erros que acontecem ocasionalmente em um organismo
que possui material genético, sejam eles DNA ou RNA. Acompanhar essas variagdes nos
virus tem tornado possivel ao ser humano entender sua disseminagao, transmissibilidade e
viruléncia. Em 2019, emergiu um coronavirus da familia Coronoviridae, o SARS-CoV-2,
causando nos seres humanos infecgdes abruptas, doenca essa chamada de COVID-19. Ele
sofreu diversas mutacdes ao longo do periodo pandémico, mas elas ndo pararam. Suas
mutagdes formaram variantes virais capazes de mudar até mesmo a sintomatologia da
doenca. Este trabalho tem como objetivo, realizar uma revisdo bibliografica, com o auxilio
de bancos de dados governamentais mundiais e repositorios como Scielo, Pubmed,
Organizag¢do Mundial da Satude, Ministério da Saude e demais espalhados pelos continentes,
a fim de explorar sua origem, mutagdes, linhagens, variantes e cepas, deste virus que circula
desde novembro de 2019 entre os seres humanos; sua patogenicidade e caracteristicas
fenotipicas. Com isso, compreender as perspectivas atuais e entender como se desenvolvera
este virus ao longo do tempo, em um periodo poés-vacinal, tem sido um desafio para os
pesquisadores que trabalham arduamente para compreender como frear a infec¢do que este
virus provoca e tentar definir se uma cepa Unica circulara sobre a populacdo do mundo, ou
se novas variantes mais poderosas poderao surgir ao longo dos anos.

Palavras—chave: Epidemias; Infec¢des por coronavirus; SARS-CoV-2; Vigilancia;; Virus
RNA

INTRODUCAO

O novo coronavirus, SARS-CoV-2, foi responsavel pela morte de mais de seis
milhdes de pessoas em todo mundo e até o presente momento observa-se casos de 6bito. Em
menos de trés meses de seu aparecimento na China, a COVID-19 tornou-se pandémica
causando mortes, crise econdmica e o colapso de sistema de saude de varios paises
(MENEZES, 2020).

Depois de sua emergéncia em Wuhan, outras cidades foram identificadas como
epicentro da doenca. A medida que o virus se espalhava pelos continentes, cidades de outros
paises, se destacavam como epicentro pandémico, como foi o caso da Italia, Franga, Espanha,




Inglaterra, EUA. Para se ter ideia da velocidade da contaminacdo e da gravidade deste
patoégeno, em 31 de marco de 2020 havia 760.040 casos confirmados e 40.842 mortos. Em
um periodo de aproximadamente 6 meses, apds estes casos, houve um salto para 32.925.668
de casos confirmados € 995.352 mortes (SOUZA et al., 2021).

Este virus pertence a uma classe de virus zoonoéticos, compostos por RNA que
acometem uma variedade de animais, incluindo aves e mamiferos. Destes, apenas sete sao
reconhecidos como patogénicos para humanos. Nos ultimos 20 anos, trés deles foram
responsaveis por grandes epidemias virulentas de Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SRAG), sendo elas: a epidemia de SARS de Hong Kong (China) em 2003, a sindrome
respiratdria do Oriente Médio (MERS), que emergiu na Arabia Saudita em 2012 e atualmente
0 SARS-CoV-2 (da sigla em inglés coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave) que
em 31 de dezembro de 2019 emergiu em Wuhan, na China (CORMAN et al., 2018; LI et al.,
2020).

Explorar essas variantes, como elas surgem e de que maneira se desenvolvem ¢ o
proposito desta revisdo bibliografica, abordando suas variantes de preocupagdo, de interesse
e de alta consequéncia, pois estudos como este podem auxiliar no monitoramento de
possiveis futuras epidemias, bem como presumir o surgimento do que chamam de “novas
onda” (quando novos surtos de determinada doenga ressurge), na produgdo de uma vacina
eficaz e até mesmo compreender quais estruturas virais podem estar mais relacionadas as
suas mutacdes. Descrever as mutacdes, linhagens, variantes e cepas diferentes deste virus
que circula ha quase trés anos no mundo, desde seu primeiro caso de transmissao na cidade
de Wuhan, na China; entender as origens e rearranjos moleculares que o SARS-Cov-2 tem
sofrido ao longo do tempo, para assim, compreender as perspectivas atuais e observar como
este virus se desenvolvera ao longo do tempo, de um periodo pré ao pds-vacinal.

MATERIAL E METODOS

A elaboragdo deste trabalho teve como premissa, realizar uma revisao bibliografica,
com o auxilio de bancos de dados governamentais mundiais e repositdrios como Scielo,
Pubmed, Organizagdo Mundial da Satde, Ministério da Satide e demais espalhados pelos
continentes. Os artigos foram selecionados e reunidos a partir das palavras-chave:
“SARSCoV-2", “Infecgdes por coronavirus”, “Vigilancia”, “Epidemias”, “Virus RNA”, a
fim de facilitar a busca por artigos que contribuam para elaboragao deste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O SARS-CoV-2, ou novo coronavirus, ¢ um virus da familia Coronoviridae,
envelopado, aproximadamente esférico, que possui genoma de RNA positivo nao
segmentado de fita simples, codificando quatro proteinas principais: glicoproteina S (Spike),
proteina do envelope (E), glicoproteina da membrana (M), e proteina nucleocapsideo (N)
(KHALIL & KHALIL, 2020). Foi isolado pela primeira vez em 1937, mas somente em 1965
foi nomeado de corona quando sua morfologia, em aspecto de coroa, foi observada a partir
de uma analise microscopica das proteinas de sua superficie (LIMA, 2020; STEPHENS et
al, 2010). Possui menos de 30.000 nucleotideos em seu genoma, formados por moléculas de
ribose, um 4cido fosforico e uma base nitrogenada. A identificagdo de cerca de 29 proteinas




virais diferentes facilitou a compreensdo das estruturas que compdem suas caracteristicas
(UZUNIAN, 2020)

A transmissao se da a partir da inalagdo de goticulas e/ou aerossois, de uma pessoa
contaminada, projetados em forma de espirros, tosses ou em procedimentos hospitalares.
Depois de inalada, a particula viral do SARS-CoV-2 se conecta com receptor da célula
humana através da proteina Spike que possui afinidade com um receptor protéico humano,
chamado ACE2 (Enzima Conversora de Angiotensina 2). Os sintomas clinicos da infec¢do
pelo novo coronavirus também pode variar desde uma Sindrome Gripal (SG), com sinais e
sintomas considerados leves como tosse, congestdo nasal e fadiga, at¢ uma SRAG, com
sintomas adicionais como, saturagdo de Oz < 93%, frequéncia respiratoria > 30 rpm, pressao
arterial de oxigénio (PaO») /fragdo inspirada de oxigénio (FIO2) < 300, linfopenia e edema
alveolar; 80% de casos leves e assintomaticos. Aproximadamente 49% dos casos criticos
desenvolvem insuficiéncia respiratoria, choque séptico chegando a 6bito (REINHARDT,
2022; Ll et al., 2020; UZUNIAN, 2020; VALVERDE, 2021; BAGGIO et al., 2021; ISER et
al., 2020).

A medida que os virus infectam um individuo, circulam livremente em uma
populagdo, podem sofrer modificagdes em suas estruturas durante a multiplicagdo, gerando
novas cepas, linhagens ou ainda variantes virais. As mutagdes sdo caracteristicas que
definem a taxa de sobrevivéncia de virus compostos por RNA, acumulando-as por cada ciclo
de copia, podendo ocorrer em horas, criando em um unico hospedeiro, varios virus diferentes
(GRUBAUGH et al, 2020). Isto pode ser vantajoso do ponto de vista de a variante
modificada, originar uma linhagem viral com pouca for¢a ou capacidade de viruléncia
aumentando sua dissemina¢do, ou seja, quanto menos virulento mais transmissivel € o virus,
porque ¢ mais fécil transmitir um virus através de individuos assintomaticos, que se sentem
bem clinicamente (SOARES, 2020).

Assim sendo, quando uma variante obtém sucesso em suas mutagdes, ao se difundir
para outros paises ou continentes, se espalhando para uma grande quantidade de pessoas ela
se torna uma linhagem. Todavia, uma linhagem ¢ uma variante, mas nem toda variante se
torna uma linhagem, isso porque mesmo que haja mutagdes, se a linhagem nao for capaz de
se propagar com eficiéncia ela desaparece. Variantes muito semelhantes as linhagens de onde
se ramificaram o que acaba sendo expresso em sua nomenclatura, sdo classificadas
sublinhagens, sendo acrescentado “.1” ou “.2” para indicar que ¢ da mesma estirpe. Como €
o caso das sublinhagens da variante dmicron que recebem o nome BA.1 => BA.1.1; BA.1.2
e assim por diante (BUTANTAN, 2022a).

J& quando ¢ alterado ao menos uma das caracteristicas observaveis ou fenotipicas de
um virus, sdo denominadas cepas. Para uma melhor compreensao, ¢ quando uma porgao viral
desenvolve uma capacidade de transmissao, resposta imunoldgica ou produz sintomas em
um individuo que difere dos observados concebidos por seu ascendente (VALVERDE,
2021). Para amparar a compreensao das mutagoes, as variantes foram classificadas conforme
sua importancia facilitando a organizacdo das agdes no combate as pandemias. A
Organizagao Mundial da Satude e equipes de especialistas do mundo todo, monitoram as
mudangas que ocorrem no virus, para que se mutagdes significativas forem identificadas, os
paises possam ser notificados para adotarem medidas de contencdo, para evitarem a
propagacao de uma nova linhagem (OPAS, 2021).

Conforme descrito por Varella (2022), variantes de interesse t€ém por defini¢do os
virus que, ao sofrer mutagdo, desenvolvem uma capacidade maior de transmissdo. Ou seja,




segundo a OPAS (2021), ¢é considerada uma variante de interesse, se ao ser comparada a sua
variante original, o seu genoma tiver informagdes capazes de modificar o fendtipo do virus,
se tiver sido causadora de transmissdao comunitaria, se de outra forma, for avaliada pela OMS
como tal, em consonancia com grupos de pesquisa sobre a evolu¢ao do SARSCoV-2.

Hé também as variantes de preocupagao. As que foram mais destacadas no mundo
todo foram: Alfa, Beta, Gama, Delta ¢ Omicron. Existe a preocupagio de que mutagdes
relacionadas a essas variantes possam provocar um escape do sistema imunolégico, doengas
mais graves € aumento na transmissibilidade; por isso a importancia em se classificar e
estudar estas variantes (FOX, 2021a). E por fim, as variantes de alta consequéncia sdo as que
respondem menos aos imunizantes, causam infec¢des mais graves e hospitalizagdes. Até o
momento nao foram identificadas nenhuma deste género (BUTANTAN, 2021b).

A OPAS criou uma rede entre laboratérios de varios paises com capacidade de
sequenciamento interno e externo com treinamentos e agdes de suporte para geracdo de
sequenciamento gendmico do SARS-CoV-2. O compartilhamento destas informacdes na
plataforma GISAID (do inglés, Global Initiativeon Sharing All Influenza Data) também ¢
incentivado (OPAS, 2020).

GISAID ¢ uma plataforma cientifica iniciada em 2008 apds eventos da pandemia da
gripe aviaria (H5N1) de 2006. A plataforma realiza o compartilhamento de dados entre os
Centros Colaboradores da OMS e os Centros Nacionais de Influenza disponibilizando
atualizagdes e recomendagdes semestrais do virus da vacina contra a gripe pelo Sistema
Global de Vigilancia e Resposta a Gripe da OMS (GISRS) e de patégenos correlacionados.
Este compartilhamento viabilizou a troca de informagdes entre os 6érgdos governamentais e
a GISAID por onde foi possivel, por exemplo, o compartilhamento de 125 mil sequéncias
genOmicas virais do novo coronavirus (FERREIRA, 2021).

CONCLUSOES

A capacidade de transmissdo do novo coronavirus ¢ inquestionavel. Sua viruléncia e
letalidade variam muito dependendo do individuo que acomete, entretanto cerca de 20% da
populacdo pode desenvolver algumas das formas moderadas, graves ou criticas. Em 2019, o
uso de mascaras, o isolamento social e as mudangas na questdo de higienizagdo das maos,
tiveram como intuito evitar a disseminagao descontrolada do virus, o que poderia facilitar
suas mutacdes e causar um colapso global nos sistemas de saude, como foi o caso de alguns
paises.

O fato de a maioria das mutagdes acontecerem na estrutura da proteina spike facilitou
a criagdo de uma vacina eficaz no combate a infecg¢ao, através de métodos ja conhecidos para
confec¢do de vacinas. Com a chegada da vacina em 2021, algumas medidas profilaticas
foram sendo desobrigadas. Pensava-se que a vacina poderia impedir, de maneira
generalizada a disseminacdo do virus. No entanto, mesmo com a facilidade da vacina
atualmente, ainda pouco mais de 51% da populacdo brasileira tomaram suas doses refor¢o
para novo coronavirus. Isto pode favorecer o aparecimento de novas variantes, capazes de
fugirem da resposta imunolédgica de um individuo vacinado. Uma pessoa nao vacinada pode
ser um anfitrido caloroso para este tipo de virus.

A facilidade de serem compiladas copias mutantes, dentro de uma pessoa, ¢
imensuravel e isso pode possibilitar o aparecimento de linhagens mais agressivas. A variante
omicron demonstrou que veio pra ficar, pois a maioria de suas linhagens tende a sofrer




mutagdes com muita facilidade. Sempre havera uma forma de os virus evoluirem, e 0 SARS-
CoV-2 ndo ¢ tdo diferente. Pode ser protelada, mas nunca contida, podendo ou ndo ser
irrelevante.

A ideia de convergéncia evolutiva deixa claro que existe uma tendéncia nas mutagdes
de elas surgirem e serem parecidas, mesmo em locais distintos do globo terrestre, sem nunca
terem estado proximas. Com isso, ¢ fundamental manter a vigilancia gendmica, pois pode
favorecer a identificacdo das mutagdes de forma bem mais rapida e até facilitar a produgdo
de vacinas adaptadas a fim de alcangarem uma imuniza¢ao mais completa da populagao.
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Resumo As Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) ocorre pelo consumo de
agua e/ ou alimentos contaminados por microrganismos patogénicos ou substancias
quimicas. De acordo com o Ministério da Salde existem mais de 250 tipos de DTHA que
podem ser causadas pelo consumo de agua e alimentos contaminados por bactérias, virus e
protozoarios. A incidéncia de surtos de DTHA vem aumentando em diversos paises,
impactando em morbidade, mortalidade e custos econémicos. O Centers For Disease Control
Prevention (CDC) dos Estados Unidos (EUA) estimou que os patdgenos conhecidos de
origem alimentar sdo responsaveis por 9,4 milhGes de casos de DTHA todos 0s anos nos
EUA, entre eles, o norovirus e a Salmonella spp. Na Unido Europeia (UE) o norovirus
também é o principal agente etioldgico envolvido em surtos de DTHA, assim como no Japao.
Diferente dos EUA, UE e Japdo, no Brasil e na Coréia, a bactéria E. coli é responsavel pelo
0 maior numero de surtos de DTHA. Conclui-se que os principais agentes etiologicos
envolvidos em surtos de DTHA em diferentes regides do mundo séo norovirus, Salmonella
spp, E. coli, Campylobacter spp, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

Palavras Chave: Doencas Transmitidas por Alimentos; intoxicacdo alimentar; zoonoses;
seguranca alimentar; saude publica.

INTRODUCAO

As Doencas de Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA) ocorrem pelo consumo de
agua e/ ou alimentos contaminados por microrganismos patogénicos ou substancias
quimicas. De acordo com o Ministério da Saude existem mais de 250 tipos de DTHA que
podem ser causadas pelo consumo de alimentos contaminados por bactérias, virus e
protozoarios (BRASIL, 2022).

A incidéncia de surtos de DTHA vem aumentando em diversos paises, impactando
em morbidade, mortalidade e custos econdmicos. Considera-se um surto de DTHA quando
duas ou mais pessoas apresentam doenca ou sintomas semelhantes apds ingerir alimentos
contaminados. Para agravos como Colera, Botulismo e Febre Tifoide a confirmacdo de
apenas um caso ja e considerado surto (NYACHUBA, 2010; BRASIL,2022).

Com base no relatério publicado em 2015 pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), aproximadamente 600 milhdes de casos de DTHA foram registrados no ano de 2010
em todo o mundo, e cerca de 350 milhdes das notificagbes estavam relacionadas a ingestdo

de alimentos e agua contaminados por bactérias patogénicas (WHO, 2015).


mailto:mariamarcianapereira47@gmail.com

Vérios fatores contribuem para o aumento de surtos de DTHA, entre os quais, se
destacam o aumento da populacdo em geral, a existéncia de grupos populacionais
vulnerdveis ou mais expostos, 0 aumento da urbanizacdo desordenada, a necessidade de
producdo de alimentos em larga escala, a globalizacdo e o comercializacdo de produtos
alimenticios entre paises (ANTUNES et al.,2020).

Os surtos epidemioldgicos associados as DTHA sdo um problema de Saude Publica
que atinge tanto os paises desenvolvidos como os paises em desenvolvimento. Cada pais
possui legislacdes especificas para 0 monitoramento e controle das Doencas de Transmissao
Hidrica e Alimentar. Apesar dos esforgcos para conter as DTHA, o nimero de surtos vem
crescendo nos ultimos anos, afetando diretamente a satde da populacao, sobrecarregando os
sistemas publicos de saude, gerando altos custos e impactando diretamente na economia
(WHO, 2015). Desta forma, o presente estudo teve como objetivo verificar os principais
agentes etioldgicos envolvidos em casos e surtos de DTHA em diferentes regides do mundo.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de revisao bibliogréafica relacionada a surtos de DTHA no
Brasil e em diferentes regides do mundo. Foram consultados artigos cientificos nas bases de
dados Scielo e Pubmed publicados no periodo de 2009 a 2022.

Para a busca dos artigos, foram utilizados os descritores: Doencas Transmitidas por
Alimentos, intoxicacdo alimentar, zoonoses, seguranca alimentar e saude publica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estados Unidos (EUA)

Nos Estados Unidos, o Centers For Disease Control Prevention (CDC) usou dados
davigilancia ativa e passiva e outras fontes para estimar que patdgenos conhecidos de origem
alimentar sdo responsaveis por 9,4 milhdes de casos de DTHA todos 0s anos no pais
(DEWEY-MATTIA et al., 2018).

O norovirus é o agente etiolégico responsavel pelo maior nimero de casos de DTHA
nos EUA, apesar de apresentar baixa letalidade, no periodo de 2009 a 2015, foram
registrados 1.130 surtos, 27.623 doentes e sete mortes. A Salmonella spp, € 0 segundo agente
etiol6gico mais incriminado em surtos de DTHA no pais. No periodo de 2009 a 2015, foram
notificados 896 surtos, com 23.662 doentes, e de trés a quatro mortes todos 0s anos
(DEWEY-MATTIA et al., 2018).

Nos EUA no periodo de 2009 a 2015, foram notificados 191 surtos de DTHA
relacionados a contaminacdo por E.coli. Dentre estes, 2.387 individuos ficaram doentes,
ocorreram 672 hospitalizagdes e 12 mortes (DEWEY-MATTIA et al., 2018).

O numero de surtos causados por Listeria monocytogenes no periodo de 2009 a 2015
nos EUA foi baixo quando comparado com o0s outros patégenos envolvidos em surtos de
DTHA no mesmo periodo. Entretanto, a taxa de mortalidade foi mais alta, com 74 mortes
(DEWEY-MATTIA et al., 2018).

C. jejuni casou 140 surtos, 2.095 doentes e uma morte no periodo 2009 a 2015 nos
EUA. Clostridium perfringens causou 108 surtos, 5.510 doentes, 16 hospitalizagdes e quatro
mortes, nesse mesmo periodo. O virus da hepatite A foi o segundo agente viral com maior
namero de surtos de DTHA nos EUA, foram notificados 15 surtos, 260 individuos doentes
e 170 hospitalizagdes. Dos agentes parasitarios, o Cryptosporidium spp foi o parasita que




mais casou surtos no pais, foram notificados 10 surtos, com 160 doentes e seis
hospitalizacbes (DEWEY-MATTIA et al., 2018).

Unido Europeia (UE)

O norovirus é uma das principais causas de doencas alimentares na UE, chegando a
15 milhdes de casos todos os anos, juntamente com Campylobacter jejuni com mais de 5.000
milhdes de casos. Relatérios do Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas
(ECDC) da UE, apontam que Campylobacter jejuni e Salmonella spp sdo os patdgenos
bacterianos que mais causam surtos de DTHA na Unido Europeia. No periodo de 2012 a
2020, os casos de C. jejuni pelo consumo de carne de frango permaneceu alto entre os paises
europeus. Somente em 2020, percebe-se uma reducdo do numero de casos. Os casos de
Salmonella spp também aumentaram no periodo 2014 a 2016 na UE, em 2014 foram 88.715,
em 2018 sdo 91.857 casos registrados e 2020 os nameros reduziram para 52.702 (ECDC,
2014; ECDC, 2016; ECDC, 2018; ECDC, 2020).

A E. coli produtora da toxina shiga (STEC) e a Yersinia enterocolitica foram a
terceira causa mais frequente de infec¢bes bacterianas de origem alimentar na UE. No
periodo de 2014 a 2020, os casos de DTHA por E. coli e Y. enterocolitica se mantiveram
estaveis na Europa (ECDC, 2014; ECDC, 2016; ECDC, 2018; ECDC, 2020).

A Listeria monocytogenes é responsavel pelos casos mais graves de DTHA na UE,
listeriose € a doenca de origem alimentar associada ao maior nimero de mortes, no periodo
de 2014 a 2020, foram relatadas 853 mortes pela bactéria, seguido de Salmonella spp com
cerca de 334 mortes (ECDC, 2014; ECDC, 2016; ECDC, 2018; ECDC, 2020).

Com relagdo as doengas parasitérias, Trichinella spiralis é o agente parasitario com
maior nimero de notificagdes no periodo verificado, com um total de 603 individuos
doentes, 205 hospitalizagdes e duas mortes em 2014 na UE (ECDC, 2014; ECDC, 2016;
ECDC, 2018; ECDC, 2020)

Japao

No Japédo, no periodo de 2014 a 2018 foram notificados 1.132 surtos de DTHA com
19.214 doentes. A maioria dos surtos de DTHA no Japéo (40%) sé&o originados por alimentos
contaminados por bactérias. Os patogenos Salmonella spp, Campylobacter spp,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, E. coli, Clostridium botulinum e Vibrio
parahemolyticus sdo os principais microrganismos envolvidos em casos de DTHA no Japao.
Um estudo feito no periodo de 2000 a 2018 mostra que 0 nimero de casos de DTHA com o
envolvimento de Salmonella spp, S. aureus e E. coli diminuiu no pais. O norovirus e
Campylobacter spp foram os agentes com o maior numero de casos de DTHA no Japdo no
periodo de 2000 a 2018. Clostridium perfringens, diferente dos outros paises apresenta um
namero relativamente alto de casos no Japédo (LEE et al., 2021).

Coréia

Diferente dos outros paises, na Coréia a Escherichia coli no periodo de 2016 a 2022,
foi o patégeno responsavel pelo maior nimero de surtos de DTHA com um total de 6.265
casos. O norovirus no mesmo periodo foi o patdégeno viral mais envolvido em surtos de
origem alimentar no pais, com 3.573 notifica¢fes. Em 2018, os casos de DTHA relacionados
com Salmonella spp aumentaram 10 vezes quando comparado aos casos notificados em
2016. Staphylococcus aureus, embora apresente um aumento no nimero de casos, em 2016
foram notificados quatro surtos e em 2022 foram registrados 111 casos, ainda assim, € o




patégeno bacteriano com menor nimero de casos de DTHA na Coréia. Todos os dados
podem ser observados na Tabela 3 (COREA, 2022).

Brasil

No Brasil, a vigilancia de surtos de DTHA teve inicio em 1999. Os surtos de DTHA
constituem eventos de saude publica que representa uma ameaca a salde da populagédo. A
Resolugdo RDC de n°724 de 01 de julho de 2022 dispde sobre os padrdes microbioldgicos
para os alimentos e suas aplicacOes e a Instrucdo Normativa IN de n°161 de 01 de julho de
2022 estabelece os padrdes microbioldgicos para os alimentos (BRASIL, 2022).

No periodo de 2012 a 2021 foram notificados no Brasil, 6.347 surtos de DTHA com
610.684 individuos expostos, 104.843 doentes, 13.446 hospitalizacdes e 89 mortes. Destes,
somente em 1.559 foi possivel realizar a identificacdo do agente etioldgico envolvido.
Escherichia coli foi responsavel pelo maior nimero de surtos correspondendo a 29,6% dos
casos, seguido dos patogenos Staphylococcus aureus 12,9%, Salmonella spp 11,2% e
Bacillus cereus 7,2%. Os demais agentes etioldgicos registrados nesse periodo foram
norovirus 5,2%, rotavirus 4,4%, Clostridium perfringens 3,0%, E. coli Enteropatogénica
(EPEC) 2,8%, T. cruzi 2,0%, Shigella sonnei 1,7%, virus da hepatite 1,5% e outros 13,7%
(BRASIL, 2022).

Diferente do Brasil e da Coréia em que a E. coli é a principal causa de surtos de
DTHA, nos Estados Unidos, o norovirus lidera o niumero de casos de DTHA. No periodo de
2009 a 2015 foram 1.130 surtos, 27.623 doentes e sete mortes pelo virus nos EUA. O mesmo
cenario pode ser observado na Unido Europeia, 0 nimero de casos de DTHA por norovirus
chega a 15 milhdes todos os anos. No Japdo o norovirus é o agente viral associado ao maior
numero de casos de DTHA. O numero de surtos por norovirus no Brasil, de 2012 a 2021
corresponde a 89 (5,2%) de casos. Na Coréia o0 norovirus é a segunda maior causa de surtos
de DTHA, de 2016 a 2022 foram notificados 3.705 casos (BRASIL, 2022; COREIA, 2022;
DEWEY-MATTIA et al., 2018; ECDC, 2015; LEE et al., 2021).

O numero de mortes relatadas no Brasil causadas por DTHA no periodo de 2012 a
2021 consistiu em 89 mortes. A maioria dos ébitos, 15, foram causados por E.coli, seguido
de Salmonella spp com quatro mortes e Salmonella Enteritidis com uma morte, S. aureus
trés mortes, Shigella flexneri uma morte e uma morte relatada por Shigella spp. Listeria
monocytogenes causou quatro mortes em 2021 e Clostridium botulinum trés mortes. Em
2018 o consumo de dgua contaminada acarretou um surto de hepatite A com sete individuos
doentes e sete mortes na regido Sudeste do Brasil. Uma morte foi relatada em 2019 por
Trypanosoma cruzi. Entretanto, o agente etiol6gico na maioria das notificaces de 6bitos no
periodo de 2012 a 2021 no Brasil ndo foram identificados, dos 89 6bitos relatados, em 49 o
agente etioldégico ndo foi identificado (BRASIL, 2022).

Apesar da comprovada relacdo das varias doencas pela ingestdo de alimentos e agua
contaminados no Brasil com nimero de surtos e doentes apresentados, pouco se conhece a
real dimensédo do problema, devido a falta de dados. O nimero de notifica¢fes de surtos de
DTHA no Brasil € muito menor quando comparado a outras partes do mundo como Uniéo
Europeia e Estados Unidos, porém, ndo significa que o ndmero de casos seja
expressivamente maior nesses paises, mas que possivelmente a vigilancia epidemioldgica
seja mais estruturada e que essa diferenca seja referente as subnotificacbes da doenca
(BRASIL, 2022).

A investigacdo de surtos de DTHA no Brasil ocorre com base na confirmagdo dos
criterios clinico epidemiolégico para o esclarecimento do caso, no entanto, a partir de 2012
nota-se uma pequena reducao desse critério na conclusdo de investigacdes de surto de DTHA
(28%) e, consequentemente 0 aumento de casos inconclusivos (40%). O critério laboratorial




clinico bromatoldgico ideal para identificacdo dos agentes etiol6gicos envolvidos nos surtos,
se manteve estavel nesse periodo, porém baixo (5%), sendo possivel observar que a maior
parte dos surtos o agente etioldgico ndo foi possivel ser identificado (BRASIL, 2022).

Ainda que a investigacéo dos surtos de DTHA pelo o critério clinico epidemiologico
permita uma alta identificacdo do nimero de casos, o critério laboratorial é extremamente
importante para o0 encerramento dos surtos, porque possibilita tracar um perfil
epidemioldgico dos agentes etioldgicos circulantes, com maior prevaléncia em surtos de
DTHA, possibilitando melhores acdes de diagnostico, prevencdo e controle (BRASIL,
2022).

CONCLUSAO

Com base nas informac0es obtidas nesse estudo, conclui-se que os principais agentes
etioldgicos envolvidos em surtos de DTHA em diferentes regides do mundo séo norovirus,
Salmonella spp, E. coli, Campylobacter spp, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes.

Os principais patdgenos envolvidos em surtos de DTHA em paises desenvolvidos
sdo norovirus, Campylobacter jejuni, e Salmonella spp. Com relacdo a paises em
desenvolvimento, a E. coli e Salmonella spp sdo as causas mais frequentes de surtos. A
Salmonella spp e E. coli sdo uma preocupacao de salde publica em paises de alta e baixa
renda. Os patdgenos responsaveis pelo o maior niamero de mortes de DTHA no Brasil no
periodo de 2012 a 2021 sdo E. coli e Salmonela spp.

Considerando o indice de casos de DTHA em diferentes regibes do mundo, e o
impacto que essas doencas podem causar principalmente em paises em desenvolvimento,
com maior situagéo de vulnerabilidade, destaca-se a importancia dos estudos sobre as DTHA
para acdes e medidas de controle sejam adotadas por Autoridades Sanitéarias.
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Resumo: A paralisia flacida aguda (PFA) é a apresentacdo clinica mais comum da infeccéo
ocasionada pelo poliovirus 1, 2 e 3 (poliomielite). Em 1994 o Brasil recebeu da Organizagéo
Mundial de Saude (OMS)/Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS), a Certificagdo de
area livre de circulacio do Poliovirus Selvagem do seu territorio. A baixa taxa da cobertura
vacinal e com a chegada de refugiados/repatriados de &reas com circulacéo do virus, o Brasil
corre risco de reintroducdo do poliovirus. O objetivo deste estudo foi descrever os sorotipos
de enterovirus ndo polio (EVNP) a partir da vigilancia dos poliovirus, fazendo a
caracterizacdo genotipica dos materiais de fezes de todo refugiado/repatriado positivo para
EVNP, a fim de aumentar a sensibilidade da rede no Estado de S&o Paulo. As amostras de
fezes foram sujeitas ao rastreamento de poliovirus pelo laboratorio Instituto Oswaldo Cruz
(I0C) - FIOCRUZ, a partir deste resultado, as amostras que deram positivas para ENVP
foram submetidas a genotipagem pelo Nucleo de Doencas Entéricas, Centro de Virologia,
Instituto Adolfo Lutz (NDE/CV/IAL) utilizando os métodos de purificagdo e suspensdo
fecal, transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase convencional (RT-
snPCR) para deteccdo do EVNP e reacdo de sequenciamento plataforma Sanger para
determinacéo dos genotipos de EVNP. Foram recebidas pelo NDE/CV/IAL 340 amostras de
fezes, os EVNP foram detectados em 5,3% (n=18/340) das amostras analisadas, destas
55,5% (N=10/18) foram detectadas e genotipadas, correspondendo ao CVA8 o tipo mais
identificado, seguidos por E14, CVA19, E21 e EV-B84. Os dados obtidos contribuem para
0 conhecimento de quais EVNP estdo circulando entre refugiados/repatriados durante
janeiro a outubro de 2022 no Estado de Sao Paulo, Brasil.

Palavras—chave: enterovirus; enterovirus ndo poélio; paralisia flacida aguda; poliomielite;
poliovirus

INTRODUCAO

Paralisia Flacida Aguda (PFA) é a manifestacdo clinica mais comum das infec¢des
causadas pelo poliovirus 1, 2 e 3 (PV) conhecida como poliomielite. O virus pertence ao
género Enterovirus (EV), familia Picornaviridae, ordem Picornavirales. A familia
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atualmente consiste em 158 espécies agrupadas em 68 géneros. O género Enterovirus
consiste em 15 espécies. Os EVs que infectam humanos sao classificados em quatro espécies
(EV-A, EV-B, EV-C e EV-D) (Tabela 1). Os sorotipos do poliovirus se encontram na espécie
C. Espécie EV-B tem sido descrito como principais agentes causadores de infec¢des do
sistema nervoso (SNC) e meningite asseptica (MA). Entre esses tipos, 0s mais comuns s&o
coxsackievirus B (CVB); coxsackievirus A9 (CVA9); echovirus (E) 4, 6, 9, 11, 13, 18, e 30
(CARMONA, R. de C.C, et al., 2020; HARVALA, H. et al., 2018; ICTV, 2020;
RACANIELLO, V. R., 2006).

Ap0s o controle dos PV os EVNP emergiram, causando surtos com manifestaces
clinicas muito similares a PFA, por isso o conhecimento desses virus contribui para um
diagndstico diferencial, além de detectar e dar respostas a surtos.

OBJETIVO

O objetivo do trabalho é rastrear os enterovirus ndo pélio a partir da vigilancia dos
poliovirus, fazendo a caracterizacdo genotipica dos materiais de fezes de todo
refugiado/repatriado positivo para EVNP a fim de aumentar a sensibilidade da rede no
Estado de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi realizado com 340 amostras fecais coletadas de
refugiados/repatriados menores de 21 anos de idade, advindos de areas de circulagdo de
poliovirus, no periodo de janeiro a outubro de 2022.

A demanda de amostras foi estabelecida pela Nota Técnica Conjunta N° 3/2022
(SES-SP/CCD/CVE/DDTHA/DVIMUNI/DVRESP/CIEVS-SP, 2022). As amostras fecais
foram recebidas pelo Nucleo de Doengas Entéricas, Centro de Virologia, Instituto Adolfo
Lutz (NDE/CV/IAL), Laboratério de Referéncia para os Enterovirus no estado de Sdo Paulo
e ponto focal da vigilancia da PFA/Poliomielite, em seguida encaminhadas ao Laboratério
de Referéncia Nacional das PFA/Poliomielite, Instituto Oswaldo Cruz (I0C), FIOCRUZ,
Rio de Janeiro-RJ, para realizacdo do diagndstico laboratorial de poliovirus, conforme
algoritmo preconizado pela OMS. Foram identificadas 18 amostras de fezes caracterizadas
previamente como EVNP pelo I0C-FIOCRUZ, destas, 10 foram tipadas por caracterizagao
molecular de gendtipos de enterovirus pelo NDE/CV/IAL.

As amostras fecais estocadas a temperatura de -20°C foram preparadas de acordo
com a metodologia descrita em Polio Laboratory Manual 2004 (WHO, 2004).
Aproximadamente dois gramas de fezes foram adicionados a 10mL de uma solucdo tampéo
fosfato esteril, pH 7,4. As amostras foram agitadas e submetidas ao processo de
centrifugacdo durante 60 minutos a 10.000xg em centrifuga refrigerada a 4°C. Em seguida,
os sobrenadantes foram coletados e tratados com solugdo de penicilina (100U/mL) e
estreptomicina (100ug/mL) por 30 minutos. Apds este periodo os sobrenadantes foram
estocados a baixas temperaturas -70° C até a realizacao dos testes.

O ssRNA dos EVNP foi extraido diretamente da suspensdo fecal purificada,




utilizando extrator automético Loccus, Kit — Extracta Fast 96 ou extracdo manual feita com
o Kit Bio Gene ou Kit Qiamp viral RNA mini, de acordo com instruc6es do fabricante. A
reacdo da transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase convencional
(RT-snPCR) foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Nix, Oberste e Pallansch,
(2006); WHO, (2015). A visualizacéo dos produtos amplificados foi obtida por eletroforese
em gel de agarose (1,5%) corado com corante de &cido nucleico (Gel Red® Nucleic Acid
Stain - Biotium, INC., CA, USA). Foi utilizado marcador de peso molecular de 100pb (DNA
Ladder, Invitrogen®). O sistema de corrida foi submetido a uma corrente elétrica constante
de 100 Volts por 60 minutos. Apos eletroforese os produtos amplificados foram observados
em transiluminador de luminescéncia ultravioleta e o resultado captado pelo sistema de
fotodocumentacéo digital UV Transilluminator, UVP Laboratory Products. A imagem salva
foi impressa, analisada e arquivada.

Os produtos da RT-snPCR foram submetidos a reacdo de sequenciamento gendémico
pelo método de dideoxinucleotideo, SANGER, F.; NICKLEN, S; COULSON, A.R. (1977),
utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems®), com termociclagem de 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5
segundos e 60°C por 4 minutos. Foram utilizados os mesmos primers da reacdo de RT-
snPCR. O produto de sequenciamento foi precipitado utilizando o método de acetato e
etanol. Os produtos precipitados foram ressuspendidos em 10uL de formamida Hi-Di®
(Applied Biosystems®, Inc., USA) foram analisados no sequenciador automatico modelo
Applied Biosystems 3130xlI Genetic Analyzer (Applied Biosystems®), utilizando o
polimero POP-7® (Applied Biosystems®, Inc., USA).

As sequéncias dos genes obtidas foram editadas manualmente utilizando o programa
Sequencher 4.7 (Gene Codes Corporation, Michigan, USA), para obtencdo de sequéncias
consensos. A ferramenta Enterovirus Genotyping Tool version 0.1 disponivel no site
http://www.rivm.nl/mpf/enterovirus/typingtool foi utilizada para confirmacéo dos genotipos
de EVNP (Kroneman et al., 2011).

O TCC faz parte do Projeto de Pesquisa sob coordenacédo da Pesquisadora Cientifica
Dra. Rita de Céssia Compagnoli Carmona, com aprovacado quanto aos aspectos éticos pelo
Comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz (IAL) e aprovacéo quanto ao mérito cientifico pelo
Conselho Técnico Cientifico (CTC) do IAL - cadastro CTC 35-1/2016.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os resultados positivos para EVNP disponibilizados pelo laboratério 10C-
FIOCRUZ, 55,5% (n=10/18) foram caracterizados por sequenciamento gendmico pelo
NDE/CV/IAL (Tabela 1).

Os EVNP foram detectados em 5,3% (n=18/340) das amostras analisadas. 93,5%
(n=318/340) negativas, n=4/340 (1,2%) poliovirus vacinal tipo 1 e 3, conforme representado
no grafico 1.

Dentre 5,3% (n=18/340) dos EVNP detectados, 55,5% (n=10/18) sdo genotipos
caracterizados pelo NDE/CV/IAL. Cinco tipos distintos de EVNP foram identificados.
CVABS espécie EV-A, foi o tipo mais comumente identificado (60%, n=6/10) seguido por
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E14 espécie EV-B, CVAL9 espécie EV-C, E21 espécie EV-B, e EV-B84 espécie EV-B, cada
um (10%, n=1/10) de acordo com o grafico 2.

Tabela 1. Amostras com identificacdo do gendtipo pelo laboratorio
NDE/CV/IAL

1 EVNP 6 Anos F
2 EVNP 4 Anos M
3 EVNP 3 Anos M
4 EVNP 6 Anos M
5 EVNP 1 Ano M
6 EVNP 1 Ano F
7 EVNP 4 Anos F
8 EVNP 2 Anos F
9 EVNP 1 Ano M
10 EVNP 1 Ano F
11 EVNP 4 Anos F
12 EVNP 10 Anos F
13 EVNP 7 Anos F
14 EVNP 3 Anos F
15 EVNP 4 Anos F
16 EVNP 1 Ano M
17 EVNP 18 Anos F
18 EVNP 5 Anos M
19 Poliovirus Vacinal tipo 1 (Sabin Like 1 - SL1) 1 Ano F
20 Poliovirus Vacinal tipo 3 (Sabin Like 3 - SL3) 2 Meses M
21 Poliovirus Vacinal tipo 1 (Sabin Like 1 - SL1) 7 Meses F
22 Poliovirus Vacinal tipo 3 (Sabin Like 3 - SL3) 5 Anos F

Fonte: NDE/CVI/IAL - IOC/FIOCRUZ. TNR - Tipagem ndo Realizada. NR — Nao Realizado. RD - Rabdomiossarcoma
Humano. F — Feminino. M — Masculino.

Grafico 1 - Amostras de refugiados/repatriados menores de 21 anos entre janeiro a outubro
de 2022
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Grafico 2 - Genotipos de EVNP caracterizados por sequenciamento genémico.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados obtidos neste estudo foram coletados de um grupo que ndo possui
sintomas, com o objetivo de rastrear quais sorotipos de EVNP estdo em circulacédo, diante
da presenca de pessoas advindas de area de circulagdo de poliovirus. E importante fazer o
rastreamento dos EVNP, devido ao aumento dos casos de PFA ocasionados por esses virus,
relatando que nessa populagdo estudada esta ocorrendo a circulagdo de EVNP.

Diante da vigilancia dos poliovirus no Brasil, os materiais coletados foram fezes, e
por serem pessoas assintomaticas, que nao possuem manifestacdes clinicas, nao foi
necessaria a coleta de outro tipo de material biol6gico mais invasivo. Em casos de infec¢des
neuroldgicas, as amostras de fezes e respiratdrias tém sido consideradas as mais




convenientes para serem submetidas ao teste de EV, além de LCR e sangue (CARMONA,
R. de C.C, et al, 2020).

O coxsackievirus e echovirus foram relacionados a surtos com comprometimento
motor (DIAS, A. P. M., 2018). O coxsackievirus A8 (CVAS8), pertence a espécie EV-A foi o
mais encontrado neste estudo, tem um perfil de causar doenca febril, doenca de m&o pé boca,
herpangina (HA), mas ocasionalmente levam a distdrbios neurologicos graves, como PFA.
Em 2012 na Tailandia, o CVAS8 foi a causa mais prevalente de HA. (SONG, Y. et al., 2020).
O coxsackievirus A19 (CVA19) pertence a espécie EV-C, e tem sido associado a casos de
doencas respiratdrias e gastrointestinais, meningite asséptica, gastroenterite, PFA e enterite
aguda (i, L., Zhang, L., Feng, L. et al, 2022).

O enterovirus B84 (EV-B84) pertence a espécie EV-B, causa viral mais comum de
miocardite aguda, paralisia flacida aguda e meningite asséptica. A taxa de isolamento do
virus é extremamente baixa e ndo é um sorotipo prevalente no mundo. O primeiro relato do
virus na China foi de um paciente com PFA em 2004 (ZHENG, H. et al., 2016).

O echovirus 14 (E14) pertence a espécie EV-B esté associado a casos de sindrome
gastrointestinal, meningite asséptica, paralisia, necrose hepatica neonatal fatal, o genétipo
também é considerado raro (CHEN, P. et al., 2017). O echovirus 21 (E21) pertence a espécie
EV-B, este gendtipo ndo possui muitos isolados, mas ja foi isolado de um paciente com PFA
(LIU, H. et al., 2020).

No Brasil, um estudo de 1.215 amostras de paciente com suspeita de doencas
infecciosas do SNC, realizado no Estado de Sdo Paulo entre 2004 a 2014 por CARMONA,
R. de C.C, et al (2020), identificou o E14 que foi associado a doenca meningite asseptica
(MA), e o E21 associado a meningoencefalite, ambos encontrados em (0,6%; n = 1/176)
amostras positivas. E-6 foi 0 mais comumente identificado, seguido E-30; E18; CV-B5; E4;
E1l; CVB2eE9; E7; CVA9, CVB1, CVB3, CVB4, E13, E14 e E21. Segundo CARMONA,
R. de C.C, et al (2020) no Brasil os EVs foram detectados durante todo o ano e a variacéo
sazonal é mais proeminente durante a primavera, ja o pico de ocorréncia foi no verao.

As amostras sdo de refugiados, sendo assim, esses genotipos podem ser comuns em
seu pais de origem, a chegada ao Brasil pode aumentar a probabilidade da introducdo de
genotipos nao circulantes.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados de EVNP (CVA8, CVA19 E14, E21 e EV-B84),
demonstram conhecimento de quais gendtipos estdo circulando entre refugiados/repatriados
assintomaticos durante janeiro a outubro de 2022 no Estado de Sdo Paulo, Brasil,
demonstrando o perfil de circulagdo silenciosa dos EVs, que podem sofrer mutacdes até
causarem manifesta¢Ges clinicas mais graves, e em grandes surtos essas doengas podem ter
uma grande proporcdo. Os achados ndo foram de casos de PFA, mas estudos anteriores
relacionaram esses genoétipos a casos de PFA. A vigilancia epidemioldgica e laboratorial tem
feito um papel de extrema importancia no controle e no rastreamento dos EVNP, a partir da
grande comocdo que a poliomielite tem causado com o risco de reintroducdo no pais, porém,
vemos que outros agentes estdo circulando com potencial de causar PFA e a probabilidade




da introducdo de novos gendtipos no Brasil. Outros estudos precisam ser feitos para que 0s
EVNP ndo venham causar grandes surtos semelhantes aos poliovirus.

AGRADECIMENTOS

Agradeco aos colegas Adriana Jorge, Amanda Dias, Antonio Erculiani, Daniele de Moraes,
Fabricio Caldeiras, Gabriel Ferreira, Gisele Nemer e Lucas Leme do Nucleo de Doencas
Entéricas, Centro de Virologia, Instituto Adolfo Lutz (IAL), que realizaram o diagndstico
dos Enterovirus N&o Pdlio, a Divisdo de Doencas e Transmissao Hidrica e Alimentar,
Centro de Vigilancia Epidemioldgica, Coordenadoria de Controle de Doencas, Secretaria
de Estado da Saude, Sao Paulo e o Laboratorio de Enterovirus, Instituto Oswaldo Cruz
(10C), FIOCRUZ, Ministério da Saude.

REFERENCIAS

CARMONA, R. de C.C, et al. Distribution of species enterovirus B in patients with central nervous
system infections in Sdo Paulo State, Brazil. Journal of Medical Virology. v. 92, ed. 12, 2020.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1002/jmv.26131>. Acesso em: 02 nov. 2022.

HARVALA, H. et al. Recommendations for enterovirus diagnostics and characterisation within and
beyond Europe. In: Journal of Clinical Virology. v. 101, p. 11-17, abr. 2018. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.jcv.2018.01.008>. Acesso em: 22 nov. 2022.

INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES EXECUTIVE COMMITTEE.
The new scope of virus taxonomy: partitioning the virosphere into 15 hierarchical ranks. Nat
Microbiol. v. 5, ed. 5, p. 668-674, 2020. Disponivel em: <doi: 10.1038/s41564-020-0709-x>. Acesso
em: 10 nov. 2022.

RACANIELLO, V. R. One hundred years of poliovirus pathogenesis. In: Virology. v. 344, ed. 1.
2006. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.virol.2005.09.015>. Acesso em: 05 nov. 2022
SANGER, F.; NICKLEN, S; COULSON, A.R. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proc Natl Acad Sci U S A. ed.12, v. 74, p.5463-7. 1977.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE SAO PAULO. COORDENADORIA DE
CONTROLE DE DOENCAS — CCD. CENTRO DE VIGIL NCIA EPIDEMIOLOGICA “PROF.
ALEXANDRE VRANJAC”. DIVISAO DE DOENCAS DE TRANSMISSAO HIDRICA E
ALIMENTAR — DDTHA. DIVISAO DE IMUNIZACAO — DVIMUNI. DIVISAO DE DOENCAS
DE TRANSMISSAO RESPIRATORIA - DVRESP. CENTRO DE INFORMACOES
ESTRATEGICAS EM VIGIL NCIA EM SAUDE —CIEVS-SP. NOTA CONJUNTA N° 3/2022 —
DDTHAJ/CIEVS-SP/DVIMUNI/DVRESP/CVE/CCD/SES-SP. Alerta para risco de reintroducéo da
poliomielite no Brasil e recomendagdes para acGes de Vigilancia Epidemioldgica das Paralisias
Flacidas Agudas (PFA) junto aos refugiados/repatriados advindos de &reas de circulagdo de
poliovirus (selvagem e/ou derivado vacinal). Sdo Paulo, 2022.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Polio laboratory manual 4th edition.
Geneva 27, Switzerland: Department of Immunization, Vaccines and Biologicals CH-
1211, World Health Organization; p. 1-167. 2004.




NIX, W.A.; OBERSTE, M.S; PALLANSCH, M.A. Sensitive, seminested PCR amplification of VP1
sequences for direct identification of all enterovirus serotypes from original clinical specimens. J
Clin Microbiol. v. 44, p. 2698-2704, 2006.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Enterovirus surveillance guidelines: Guidelines for
enterovirus surveillance in support of the Polio Eradication Initiative, Geneva. World Health
Organization; 2015. p.1-46.

SANGER, F.; NICKLEN, S; COULSON, A.R. DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proc Natl Acad Sci U S A. ed.12, v. 74, p.5463-7. 1977.

KRONEMAN, A. et al. An automated genotyping tool for enteroviruses and noroviruses.
Journal of Clinical Virology. v. 51, ed. 2, p. 121-5. jun. 2011. Disponivel em: . Acesso em:
25 nov. 2022.

DIAS, A. P. M. Avaliagdo de um protocolo visando o diagnostico rapido dos enterovirus associados
a casos de paralisia flacida aguda. 2008. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em Vigilancia Sanitaria) -
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
2008.

SONG, Y. et al. Genetic Diversity Analysis of Coxsackievirus A8 Circulating in China and
Worldwide Reveals a Highly Divergent Genotype. Viruses. v. 12, ed.10, p.1061, set. 2020.
Disponivel em: <https://www.mdpi.com/1999-4915/12/10/1061> . Acesso em: 25 dez. 2022.

ZHENG, H. et al. Isolation and Characterization of a Highly Mutated Chinese Isolate of Enterovirus
B84 from a Patient with Acute Flaccid Paralysis. Sci Rep. v. 6, n. 31059, ago. 2016. Disponivel em:
<https://www.nature.com/articles/srep31059> . Acesso em: 26 nov. 2022.

CHEN, P., et al. Filogeografia evolutiva e padrdo de transmissdo do echovirus 14: uma exploracao
da dindmica espago-temporal com base na vigilancia da paralisia flacida aguda de 26 anos em
Shandong, China. BMC Genomics. v. 18, n. 48, jan. 2017. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1186/512864-016-3418-3>. Acesso em: 27 nov. 2022.

LIU, H. et al. Caracterizacdo de uma nova cepa de echovirus 21 isolada de uma crianga saudavel na
China em 2013. Arch Virol. v. 165, p. 757-760, jan. 2020. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1007/s00705-019-04506-4> Acesso em: 25 nov. 2022.




Capitulo 06
Doi.org/10.53934/9786599965821-06

ESTUDO DESCRITIVO DA FEBRE DE CHIKUNGUNYA NO BRASIL
(2017 —2022) COM RECORTE PARA O ESTADO DE SAO PAULO (2015 —
2022)

Jacqueline Barbosa Mendonca de Oliveiral; Gabriela Bastos Cabral?

1pos-graduanda em Vigilancia Laboratorial em Satide Publica, Vigilancia Epidemioldgica, Instituto Adolfo
Lutz — Centro de Laboratdrio Regional de Santos (SP); e-mail: oli.jbar@gmail.com
2 Mestra em Biomedicina do Ndcleo de Ciéncias Biomédicas, Instituto Adolfo Lutz — Centro de Laboratério
Regional de Santos (SP)

Resumo: A Febre de Chikungunya se caracteriza como uma sindrome febril de inicio subito,
com artralgias intensas, evolucdo debilitante e possibilidade de cronificacdo. No Brasil a
circulacdo do virus do Chikungunya foi registrada em 2014 e atualmente estd presente em
todas as Unidade Federativas, sendo o pais das Américas com o maior numero de casos de
dengue e Chikungunya. Em 2021 ocorreu um surto no estado de Sao Paulo (ESP), com 98%
dos casos confirmados concentrados na Regido Metropolitana da Baixada Santista (RMBS).
Esse trabalho tem como objetivo evidenciar a flutuacdo de casos confirmados do virus da
Febre de Chikungunya no Brasil, com recorte para o estado de Sdo Paulo. Os dados foram
coletados em plataformas de dominio publico on-line (DataSUS e CVE). Foram calculados
e representados cartograficamente os coeficientes de incidéncia do agravo tanto para o pais,
quanto para 0 ESP. No periodo estudado o Brasil apresentou 627.149 casos confirmados,
concentrando mais de 50% nos anos de 2017 e 2022. A regido nordeste apresentou maior
nimero de casos, seguida pela regido sudeste. As caracteristicas epidemiologicas
predominantes foram “sexo feminino, faixa etaria de 20 a 39 anos, e raga parda”. No periodo
estudado o ESP apresentou um total de 18.262 casos confirmados, destes 80% concentrados
no ano de surto, 2021. Dos dez municipios do ESP com maior nimero de casos (81,10% do
total) cinco correspondem a municipios localizados na RMBS. O agravo se configura como
um obstaculo para a saude publica, permanecendo necessarios investimentos na estrutura de
vigilancia sanitaria e epidemiolégica, na promocdo em salde, no saneamento basico e na
educacéo.

Palavras—chave: Virus Chikungunya; Mapeamento geografico; Epidemiologia descritiva;
Vigilancia Epidemioldgica; Saude Publica.

INTRODUCAO

A Febre de Chikungunya (CHIK) se caracteriza como uma sindrome febril de inicio
subito, com artralgias intensas, evolucdo debilitante e possibilidade de cronificacdo (ROSS,
1956; MORRISON, 1979; SAO PAULO, 2021).

Esse agravo e transmitido principalmente por mosquitos vetores do género Aedes sp.,
por isso é classificado como um arbovirus. Nas ultimas décadas as arboviroses tém sido
responsaveis por um elevado nimero de surtos, epidemias e casos de mortalidade pelo
mundo (COSTA et al., 2019; MAEDA et al., 2022).

Como a alta densidade populacional € um dos fatores que propicia a insercao,
transmissdo e manutencdo da circulagdo viral, e os vetores possuirem capacidade de
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dispersarem diferentes virus, existe a possibilidade de sobreposi¢cdo de transmisséo,
ocorrendo assim uma co-circulacdo (NUNES et al., 2015; MORAIS et al., 2022).

No Brasil a circulagdo do virus do Chikungunya (CHIKV) foi registrada em 2014,
sendo caracterizada atualmente como endémica, é uma das arboviroses de maior circulagdo
territorial, juntamente com o dengue (DEN) (COSTA et al., 2019; YAKOB, 2022).

O Brasil atualmente é o pais das Ameéricas com o maior numero de casos do DEN e
CHIK (PAHO, 2022), se configurando como area de interesse de estudos de disperséo,
flutuacéo e perfil epidemiologico.

Dentro do territério nacional distinguimos as regides nordeste e sudeste como as mais
acometidas, sendo que a regido sudeste é a mais populosa. Nesta regido o estado de Sao
Paulo (ESP) notificou apenas casos importados até 2015, mas a partir de 2016 casos
autoctones também foram notificados. Em 2020 ocorreu um surto de CHIKV na unidade
federativa (UF), e em 2021 ocorreu uma maior disseminacéo do agravo, com 98% dos casos
confirmados se concentrando na Regido Metropolitana da Baixada Santista (RMBS) (IBGE,
2012; SAO PAULO, 2014, 2021; MAEDA et al., 2022).

Considerado como centro industrial do pais, com o melhor indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) nacional, e a presenca do maior porto da América Latina
(Porto de Santos) (IBGE, 2012; SAO PAULO, 2013), o ESP se configura como éarea de
interesse de estudos epidemioldgicos sobre a CHIK.

Com o objetivo de evidenciar a flutuacao dos casos, utilizando dados secundarios de
dominio publico, esse trabalho se configura como retrospectivo, descritivo e quantitativo dos
casos confirmados da Febre de Chikungunya no Brasil, com recorte para 0s casos
confirmados no estado de S&o Paulo.

METODOLOGIA

Os casos confirmados de CHIK e as caracteristicas epidemioldgicas (raga, sexo e
faixa etéria) do pais foram coletados na plataforma de dominio publico DataSUS, através do
aplicativo TabNet Win32 3.0 (BRASIL, 2022b), do ano de 2017 a 2021. Para 0 ano de 2022
foi considerado o BEPA (BRASIL, 2022a). Os casos confirmados de CHIK no ESP por
municipio foram obtidos na plataforma de dominio publico de dados estatisticos do CVE,
do ano de 2015 a novembro de 2022 (SAO PAULO, 2022).

Foram elaborados dois bancos de dados no software Microsoft Excel 2013, utilizados
para avaliacdo descritiva por ano, UF, municipios, caracteristicas epidemiolégicas e
coeficiente de incidéncia do agravo.

Os coeficientes de incidéncia foram calculados por UF (Brasil), e por municipio
(ESP). Este coeficiente foi determinado através da razdo entre o nimero de casos
confirmados e a populacdo estimada de determinada &rea geografica (IBGE), sendo expresso
por 100 mil habitantes (hab.) (BRASIL, 2021, 2022a). Os coeficientes foram apresentados
utilizando o software Quantum GIS Desktop versdo 3.16.10 (Projecdo SIRGAS 2000 /
EPSG:4674).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de 2017 a 2022, o Brasil apresentou um total de 627.149 casos
confirmados para CHIK. Dois anos do periodo estudado concentraram mais de 50% dos
casos (26,52% em 2017 e 27,04% em 2022). O segundo ano de maior numero de casos
nacionais foi 2017, corroborando com Faria et al. (2022). A regido nordeste foi a que
concentrou maior numero de casos (61,22%), seguida pela regido sudeste (29,87%) (Fig. 1).




Apo6s um pico em 2017 (129.385 casos) (Fig. 2.A), a regido nordeste apresentou uma
queda com manutencdo da circulacao do virus até o ano de 2022 (Fig. 2.D), no qual volta a
se configurar como regido mais acometida (147.367 casos). De Oliveira et. al. (2021)
inferiram gue a reduc@o no nimero de casos ao longo de 2018 — 2020 se deveu a diminuicao
de populacdo suscetivel. Além disso, € demonstrado um pico na regido sudeste em 2019

(81.645 casos) (Fig. 2.C).
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Figura 1. Casos confirmados de Chikungunya por ano, por regido geografica e total no Brasil, no periodo

de 2017 a 2022 (n = 627.149).

Fonte: BRASIL (2022b) e BEPA (2022), elaborada pela autora, 2022.
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As UFs que apresentaram o0 maior numero de casos durante o periodo estudado
variaram entre as regides nordeste e sudeste, corroborando com Da Silva Neto et al. (2022).
Em cada ano do periodo estudado é possivel identificar a UF mais acometida, sendo: Ceara
em 2017 (64,89%) e 2022 (31,21%) (Fig. 2.A e 2.D), Rio de Janeiro em 2018 (43,51%) e
2019 (75,16%) (Fig. 2.B e 2.C), Bahia em 2020 (43,68%) e Pernambuco em 2021 (30,20%).
Em 2021 o ESP foi 0 segundo estado com maior concentracdo de casos do pais (21,46%).

Corroborando com Nunes et al. (2015), as regides sudeste e nordeste sdo as que
possuem maior potencial de estabelecimento do CHIKV. Os autores descreveram que 35
municipios do Brasil sdo importantes na manuten¢&o da transmisséo, sendo 57% localizados
no nordeste e 31% no sudeste.

No ano de 2022 o BEPA (BRASIL, 2022a), até a SE 45, publicou que a regiao
nordeste apresentou a maior incidéncia (255,5 casos / 100 mil hab.), seguida das regides
centro-oeste (35,8 casos / 100 mil hab.) e norte (25,7 casos / 100 mil hab.). Esse estudo
obteve a regido nordeste com maior incidéncia (281,98 casos / 100 mil hab.), seguida pela
regido norte (41,48 casos / 100 mil hab.) e pela regido centro-oeste (28,14 casos / 100 mil
hab.) (Fig. 2.D).

Em relacdo as caracteristicas epidemioldgicas as categorias predominantes nos casos
confirmados no pais foram: “parda” (51,30%), “feminino” (61,64%) e “entre 20 — 39 anos”
(34,74%), corroborando com Nunes et al. (2015) e Silva et al. (2018).

A caracteristica “raca” pode ser justificada pela composigdo étnica da regido de maior
incidéncia de casos. Segundo Costa et al. (2019) essa caracteristica necessita ser analisada
com cautela devido sua subjetividade. Além disso, sugerem gque 0 nimero maior de casos
entre as mulheres pode estar relacionado ao tempo de permanéncia em suas residéncias,
sendo este o local de maiores focos do vetor, e por procurarem com mais frequéncia
assisténcia médica. Indicam, também, que a “faixa etaria” encontrada estaria relacionada a
populagdo economicamente ativa, que trabalha ou estuda durante o dia.

A caracterizagdo epidemiologica encontrada neste estudo é verificada em outros
paises com registros de surtos e epidemias de CHIK (SISSOKO et al., 2009; SILVA et al.,
2018).

O ESP foi uma regiédo de importante transmissdo do CHIKV no ano de 2021, como
a segunda UF de maior numero de casos do ano (21,46%), sendo superado apenas por
Pernambuco (30,20%). Ao longo do periodo estudado o ESP apresentou um total de 18.262

casos confirmados para CHIK (Fig. 3).
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Paulo, no periodo de 2015 a 2022.
Fonte: Sdo Paulo (2022), elaborada pela autora, 2022.

Durante o periodo de 2015 a 2020, no ESP os casos ocorreram de forma esporadica
e com incidéncia entre 0,1 e 1,6 casos / 100 mil hab. (Fig. 4.A e 4.B). Em 2021 houve um
crescimento exponencial, aumentando a taxa para 29,7 casos / 100 mil hab. (SAO PAULO,
2021), correspondendo a 80,13% de todos os casos confirmados no estado no periodo
estudado (Fig. 4.C).

No ano de 2021 ocorreu pela primeira vez transmissdo expressiva do CHIKV no
ESP, concentrando na RMBS 98% dos casos confirmados, com uma incidéncia de 715 casos
/100 mil hab. na regido (SAO PAULO, 2021; MAEDA et al., 2022). Esse fato é corroborado
com os trabalhos de Silva et. al. (2018) e Costa et. al. (2019), que apresentaram a
suscetibilidade da populacdo como responsavel pela transmissao efetiva (Fig. 4.C).

O ano com menor nimero de municipios com casos foi 2020 (32 municipios) e o
maior foi 2016 (162 municipios). Até novembro de 2022 o ESP notificou 794 casos
confirmados (105 municipios), sendo este o terceiro ano de maior nimero de casos no
estado, depois de 2021 (14.634 casos) e 2016 (1.100 casos).

No ESP 10,26% (301 / 645) dos municipios apresentaram a0 menos um caso de
CHIK durante o periodo estudado (n = 18.262). Destes, 3,33% (10 / 301) dos municipios
concentraram 89,74% dos casos (16.388). Dentre eles cinco municipios corresponderam a
81,10% de todos os casos e compdem a RMBS (Santos, Guaruja, Sdo Vicente, Praia Grande
e Cubatdo). O municipio com maior representatividade de casos foi Santos (42,6%).

A flutuacao dos casos no ESP obtida nesse estudo é corroborada pelas representagdes
dos BEPA do CVE (SAO PAULO, 2016, 2019 e 2020). Assim, é possivel inferir que apds
a instalacdo do CHIKYV na grande Sdo Paulo e na RMBS houve manutencdo da infeccao
nestas regides, pois se apresentaram em destaque ao longo de todo o periodo.
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CONSIDERACOES

Ap0s oitos anos de sua insercdo no Brasil o virus do Chikungunya apresentou
capacidade de instalacdo e manutencéo do ciclo de transmisséo viral por todo o territdrio, de
forma que o pais possui 0 maior nimero de casos absolutos nas Ameéricas.

A partir dos coeficientes de incidéncia foi possivel identificar o nordeste como regido
de maior incidéncia e o sul como regido de menor incidéncia de casos confirmados. Assim
como, foi possivel identificar anos de transmissdo expressivos em outras regifes.

Ainda que a circulagdo do virus esteja presente no ESP desde 2015, existe a
possibilidade de uma epidemia. Isso se deve ao fato de que, somente em 2021 houve uma
transmissao expressiva no estado, concentrada na RMBS, e mais de 50% dos municipios do
estado ndo apresentaram casos confirmados durante o periodo estudado.

As caracteristicas epidemiolédgicas predominantes encontradas para 0S casos
confirmados se mostram coerentes com outros estudos, porém a caracterizacdo do perfil
epidemioldgico e de transmissédo do Chikungunya no pais se configura como complexa.

Desta forma, o agravo se configura como um obstaculo para a saude publica,
permanecendo necessarios investimentos na estrutura de vigilancia sanitaria e
epidemioldgica, na promocao em satde, no saneamento bésico, na educacdo, e, ndo obstante,
na pesquisa para que com dados atualizados e mais robustos o agravo possa ser melhor
compreendido, monitorado, avaliado e controlado.
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Resumo: O alto consumo de alimentos ultraprocessados de baixo valor nutritivo pode estar
relacionado ao aumento das Doencgas Cronicas N&o Transmissiveis, sendo que, 0S
refrigerantes que contém grande quantidade de acglcares, sdo considerados um dos produtos
industrializados mais consumidos mundialmente. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, juntamente com as industrias e produtoras de alimentos e bebidas,
realizaram um acordo que tem como objetivo estabelecer metas na reducdo dos teores de
acucares presentes na formulacéo de produtos, dentre um deles, os refrigerantes. O objetivo
deste trabalho foi determinar os carboidratos e sua quantidade nos refrigerantes coletados
para atendimento ao Programa Nacional de Monitoramento de Alimentos, durante o periodo
de 2021-2022. Foram coletadas 32 amostras de refrigerantes coletados pela VISA-SP, na
determinacdo de carboidratos, pelo método CLAE-ELSD desenvolvido no IAL. A
composicdo do perfil de carboidratos encontrados nas andlises cromatograficas nos
refrigerantes foi de frutose, glicose e sacarose. Os resultados sugerem que os refrigerantes
de sabores de guarana e frutas diversas tinham maiores valores de concentracéo de sacarose
entre 51 e 59, sequidos de uma menor concentracao de glicose e frutose em torno 20 a 26%.
Enquanto no sabor de cola observou-se tinham menores valores de sacarose em torno de
32,5 %, sequidos de 35,3 % de glicose e 32,2 % de frutose. Conclui-se que nos refrigerantes
de sabor de guarand, frutas diversas e cola avaliados no PRONAMA, houve a modificacdes
na sua composicdo em relacdo a quantidade de sacarose, sendo substituida pelo aglcar
invertido, sugerindo que ha reformulacdo dos produtos.

Palavras—chave: bebidas agucaradas, CLAE, Doengas Crénicas ndo Transmissiveis,
frutose, glicose, sacarose




INTRODUCAO

As Doencas Cronicas ndao Transmissiveis (DCNTs) € um dos assuntos mais
retratados no que se refere a salde humana, atualmente € uma das maiores causas de
mortalidade e maioria das situagdes vem gerando doengas como obesidade, hipertensao e
diabetes, que esta correlacionadas aos maus habitos na qualidade de vida e principalmente
no que diz respeito a alimentacdo. Hoje em dia o consumo de alimentos processados e
ultraprocessados, ricos em gorduras, sodio e acUcares, estdo cada vez mais frequentes,
ocasionando as DCNT (SVS, 2016).

Quando se trata de alimentos industrializados, uns dos mais populares nessa classe
sdo os refrigerantes, uma das bebidas mais consumidas em todo 0 mundo, s6 no Brasil em
2021, o consumo per capita no mercado brasileiro de refrigerantes foi de 59,52 de litros por
habitante anual (ABIR, 2021).

Diante desse agravo relacionado as DCNTs, 6rgdos em todo mundo vem
desenvolvendo meios para promover habitos alimentares que possam assegurar uma vida
saudavel. Com a Agenda 2030 da Organizacdo Mundial da Saude, foi proposto o Objetivo
de Desenvolvimento Saudavel (ODS) 3- Salde e bem-estar, onde sdo criadas varias
tentativas de programas para reducdo do consumo de refrigerantes com acgucar. No Brasil,
foi criado o acordo de 2023 com as IndUstrias para reduzir em até 33,8 % a quantidade de
acucar em bebidas acucaradas (refrigerantes, bebidas mistas e néctares de frutas), conforme
Figura 1 (ONU, 2022; BRASIL, 2022; BRASIL, 2021).

3
Brasil Acordo Redugio de
Agenda 2030 1 {\- ANVISA 2023 Refrigerantes 33,8‘% de
v Industria agucar

Assegurar uma vida
saudavel e
promover o bem-
estar para todos,
em todas as idades

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 1: Proposta da ANVISA e Industrias através do Acordo 2023 para reducéo de agucar em
refrigerantes.

A reformulacdo dos alimentos e bebidas € uma nova estratégia para melhorar o
perfil nutricional, sendo que dos alvos que se deseja atingir é a reducdo do teor de aglcar em
especial a sacarose adicionada. A industria possui dois principais métodos: a redugdo no
contetido de agucares adicionados sem modifica¢Ges adicionais na formulagdo do produto
ou, a substituicdo parcial/total do nutriente por outros ingredientes como os edulcorantes
(Markey, et al, 2015).




Conforme a alegagdo “agucares reduzidos” e qualquer alegacao susceptiveis de ter
0 mesmo significado para o consumidor, s6 podem ser efetuadas se o valor energético do
produto com esta alegacdo € menor que a quantidade de energia em um produto quando
comparado com o seu original, portanto os fabricantes estdo reformulando o seu produto par
atingir este objetivo de reduzir os agUcares adicionados (Rydlov4, L., et al, 2020).

O Programa Nacional de Monitoramento de Alimentos (PRONAMA), coordenado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tem como objetivo avaliar a
seguranca e a qualidade dos alimentos, sendo importante ferramenta para o planejamento de
acOes de vigilancia sanitaria e saude. No ano de 2022, o PRONAMA teve como
planejamento verificar a adequacao das formulas dos refrigerantes para reducéo do aglcar
conforme o Acordo de 2023. Portanto, o objetivo deste trabalho foi de determinar o perfil
dos carboidratos e sua quantidade nos refrigerantes, coletados no PRONAMA-VISA, no
estado de S&o Paulo no periodo de 2021-2022 (BRASIL, 2022).

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 32 amostras de refrigerantes que variaram entre marcas e sabores,
para o programa de monitoramento PRONAMA pelas Vigilancias Sanitérias do Estado de
Sdo Paulo (VISA-SP). As anélises foram realizadas no Instituto Adolfo Lutz (IAL), por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) marca Shimadzu, método in House
desenvolvido no 1AL-2018, nas seguintes condic¢des: coluna HILIC com temperatura de
forno de a 32° C, fase movel: Acetonitrila: Acetato de Etila: Agua (50:40:10:v:v:v), bomba
isocratica com vazdo de fluxo de 0,2 mL/min, detector de espalhamento de luz (ELSD) com
forno a 40°C, vazdo de gas de 39-41 psi e processadas a deteccdo. Os dados foram
processados em planilha de Excel versdo 2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme a Figura 2, no periodo de 2021 e 2022, foram coletadas pelas Vigilancias
Sanitérias do Estado de Sdo Paulo em varios municipios, 32 amostras de refrigerantes de
marcas variaveis nos seguintes sabores: 16 amostras no sabor guarana, 4 amostras no sabor
de cola, e nos sabores de frutas foram 3 amostras no sabor laranja, 2 amostras no sabor de
lim&o, 2 amostras no sabor de lim&o com laranja e os sabores de framboesa, macé, mix de
frutas, tutti-frutti e uva continham somente uma amostra coletada. Sendo assim, para
representar melhor a amostragem dos refrigerantes com varios sabores de frutas, foi criada
neste trabalho a denominacéo sabores de frutas diversas. Com relacdo as amostras coletadas,
as maiores quantidades no sabor de guarand podem estar relacionadas as marcas de
refrigerantes comercializadas nos municipios do Estado de Sao Paulo.
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Figura 2. Amostras de refrigerantes coletadas no periodo de 2021-2022 agrupadas por tipo de
sabor
Fonte: Dados da pesquisa

Na analise do perfil de carboidratos dos refrigerantes realizada por cromatografia
liquida, foram encontradas em todas as amostras, frutose, glicose e sacarose em proporcdes
diferentes para cada tipo de sabores e marcas. Nas 16 amostras de refrigerantes no sabor de
guarana, observou-se que na composicdo continham 59,5 % de sacarose, seguidos de 20,3%
de glicose e 20,1% de frutose, mostrando que a quantidade de sacarose era maior em relagao
a quantidade de frutose e glicose (Figura 3b).

Com relagdo as 4 amostras de refrigerante sabor Cola, descritos na Figura 3a,
observou-se que na composicao continham 32,5 % de sacarose, seguidos de 35,3 % de
glicose e 32,2 % de frutose, o0 que sugere que neste tipo de sabor hd uma maior quantidade
de glicose em relacéo aos demais, e a quantidade de frutose e sacarose eram mais proximos.

Nas 12 amostras de sabores de frutas diversas, conforme a Figura 3c, observou-se
gue na composicdo continham 51,0% de sacarose, seguidos de 26,0% de glicose e 23,0% de
frutose, indicando que a quantidade de sacarose era maior em relacdo aos demais
carboidratos, e a quantidade de frutose era maior quando a comparada a glicose.
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Figura 3: Representacdo Grafica do perfil de carboidratos (sacarose, frutose, glicose) por tipo de
sabor

No sabor de guarana, a concentragio média de frutose foi 1,71+ 1,23 g.100mL™?, de
glicose de 1,75 + 0,829.100mL™ e sacarose de 5,07 + 0,75¢9.100mL"?, estes resultados
sugerem que ha amostras com teores de sacarose mais altos, em relacdo aos demais
carboidratos. Nos sabores de frutas de diversas a concentracdo média de frutose foi 1,67 +
0,91g.100mL™?, na glicose de 1,87+ 1,009.100mL™ e na sacarose de 3,67+1,039.100mL",
estes resultado mostram que as concentracfes de sacarose estdo mais baixas comparadas as
de guarana este fato pode estar relacionado a quantidade de suco de frutas adicionados nestes
tipos de refrigerantes. Nos refrigerantes de cola pode se observar a concentracdo média de
sacarose foi de 2,95 +1,139.100mL?, seguidos de glicose de 2,93+1,809.100mL e frutose
3,20 + 2,029.100mL?, estes resultados indicam que a mostra os valores de sacarose estio
mais proximos dos valores dos refrigerantes de frutas diversas, e que ha uma também uma
proporcao mais proxima de sacarose com frutose e glicose. Estes resultados sugerem que
nos refrigerantes de sabores de guarand e diversas frutas tinham valores mais altos de
sacarose, pois haviam mais amostras que ndo tinham reducdo de aclcar adicionado
(sacarose), enquanto os refrigerantes de cola continham mais amostras com reducdo de
acucar adicionado(sacarose), que seguem alguns artigos da literatura que mostram que em
bebidas com baixo teor de aclcar os valores se encontram 2,5g de agucar por 100mL em
produtos liquidos (Rydlova, L., et al, 2020).

Nas amostras com reducgdo de aglcar pode se observar no perfil e na quantidade
individual de carboidratos um aumento nas concentracGes de frutose e glicose e uma
diminuicdo na sacarose, indicando que estes produtos foram adicionados outro tipo de agucar
como xarope de agucar invertido, sugerindo que os fabricantes vem modificaram as formulas
para se adequarem ao pacto com ANVISA (Rydlov4, L., et al, 2020).

CONCLUSOES

A amostragem dos refrigerantes coletadas no PRONAMA 2021 e 2022 foi mais
representativa para o sabor de guarand, seguida dos sabores de frutas diversas e de cola,
respectivamente. Contudo, observou-se que no caso dos sabores de fruta havia poucas
amostras replicadas em alguns sabores, o que prejudicou a avaliagdo da composi¢do dos
carboidratos quanto a reducdo dos acucares. Os refrigerantes analisados demostraram que as




indUstrias estdo realizando formulagGes com redugdo nas quantidades de sacarose, pois havia
amostras com e sem indicacdo da reducdo de acucar, favorecendo uma maior visibilidade
para comparar os resultados.

Com estes resultados, pode-se sugerir que houve uma reducao do aclcar adicionado
(sacarose) em algumas amostras de refrigerantes nos sabores de guarand, frutas diversas e
cola, este fato pode estar relacionado ao fato de ter sido adicionado o agucar invertido como
substituto da sacarose em sua composi¢do. Sendo assim, através das analises do perfil de
carboidratos em refrigerantes sugere-se que as industrias estdo modificando as suas
formulacGes para se adequarem ao acordo 2023 proposto pela ANVISA e ao PRONAMA.
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Resumo: O Micoplasma é dividido em 200 espécies, sendo que 16 sdo encontradas em
humanos, apenas cinco sao de grau de patogenia preocupante, sendo estas: M. pneumoniae,
M. genitalium, M. hominis, e U. parvum e U. urealyticum. Medem em torno de 0,1 a 0,2 um
de largura e 1 a 2 um de comprimento, ndo apresenta parede celular, o que faz com que a
sua morfologia seja pleomorfica. O Micoplasma é caracterizado e reconhecido como a
menor bactéria de vida livre, necessitando sempre de uma célula hospedeira para
complementar a sintese proteica. Por este motivo, seu crescimento é demasiado lento,
fazendo com que sua deteccdo em meio de cultura seja demorada e por vezes tardia. Esta
bactéria é a causa de muitas contaminacGes em meios de cultura. Em humanos, este
microrganismo esta relacionado a problemas como: inflamagGes do trato respiratorio, do
trato urinario, complicacdes na gestacdo e em neonatos. A infeccdo por Micoplasma é
subnotificada, em grande parte por desconhecimento ou negligenciada. Isto pode causar
resisténcia pelo uso inadequado de antibioticos de amplo espectro, ndo sendo especifico para
Micoplasma. Os estudos que envolvem Micoplasma in vitro necessitam que Se recrie 0 mais
fielmente um ambiente enddgeno a célula, isso faz com que o cultivo em meio de cultura
desta bactéria exija meios propicios e especificos como fatores de nutricdo que auxiliem no
crescimento in vitro, como temperatura, pH e enzimas. Ha varias formas de diagnosticar o
Micoplasma, a técnica de coloracdo negativa através da Microscopia Eletrénica de
Transmissdo é uma delas e faz sua analise morfoldgica, outra técnica seria 0 PCR que faz a
identificacdo da espécie do Micoplasma

Palavras chaves: Mycoplasma, Microscopia Eletrénica de Transmisséo, Diagndstico.




INTRODUCAO

"Mollicutes" é derivada do latim mollis (que significa "suave" ou "flexivel™), e cutis
("pele™) também conhecido como Micoplasma, que € a forma taxonémica mais conhecida
(UPHOFF; DREXLER, 2011).

Os Micoplasmas sdo considerados a menor bactéria de vida livre, (WAITES et al.,
2012), resultantes de varias mudancas evolutivas e adaptativas, necessitando sempre de uma
célula hospedeira para complemento de sua sintese proteica. Tem em torno de 0,1 a 0,2 um
de didmetro de tamanho, seu genoma é composto de DNA e RNA, tem entre 580 a 2200
Kilo bases (Kbp) e entre 23-40% das bases citosina(C) e Guanina (G), sua membrana é
constituida por lipoproteinas. Nao possui parede celular, o que confere sua morfologia
pleomorfica, ou seja, formato variavel, além disso, lhe da resisténcia a uma vasta classe de
antibidticos.

A falta de parede celular faz com que a membrana celular tenha um papel
fundamental no processo de infeccdo, transporte de diversos nutrientes, interagdo com a
célula que esta sendo infectada e a defesa imunoldgica do hospedeiro (MUGUNTHAN;
HARISH, 2022). Esta membrana celular é a principal via de contato com o ambiente do
hospedeiro. Algumas destas proteinas sofrem variacGes antigénicas por intermédio de
comutacdes (liga/desliga), embaralhamento de dominio entre variacGes de tamanho para a
modificacdo de componentes antigénicos na superficie da célula, com a finalidade de
produzir heterotipos que possibilitam a evasdo ao sistema imune do hospedeiro. Quando in
vivo, estes estdo associados ao tecido do epitélio, com algumas excec¢Bes quando ocorre
invasdo intracelular (WAITES et al., 2012). Suas lipoproteinas sao fortes ativadores, através
dos receptores do tipo Toll (TRL2) (WAITES; TALKINGTON, 2004; VERITAS, [s.d.];
WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005).

O Micoplasma agrupa varios géneros com mais de 200 espécies, das quais 16 sdo
encontradas em humanos, destacando-se 0 Mycoplasma, Ureaplasma e Acholeplasma, por
causar infeccBes importantes. Seu tamanho e capacidade de autorreplicar-se favorecem a sua
contaminagdo em cultivos celulares, comprometendo a qualidade dos testes diagndsticos e
terapias celulares que empregam esses produtos. Ademais, esse microrganismo nao é visivel
a microscopia dptica de luz necessitando de Microscopia Eletronica de Transmisséo, e testes
diagnosticos mais precisos, como os testes moleculares para sua identificacéao.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo contextualizar o Micoplasma
nos produtos e na Saude Publica e o emprego da Microscopia Eletrdnica na sua identificacdo.

Esta revisao bibliografica descreve sobre o Micoplasma, as espécies de importancia
para Saude Publica e a utilizacdo da Microscopia Eletrénica de Transmissao para analise
morfologica.




MATERIAL E METODO:

Trabalho descritivo, empregando as bibliografias disponiveis em julho a dezembro
de 2022, com a finalidade de discorrer sobre 0 Micoplasma e 0 seu impacto a Saude Publica
tanto na qualidade de cultivos celulares empregados em diagnésticos e tratamentos como na
patogenia a seres humanos. Foi realizado levantamento bibliografico nas bases de dados
PUBMED, SCIELO, Livros Principles of biochemistry, Biologia Celular e Molécula,
Manual Microbiologia e Microbial Physiology, empregando as palavras chave Micoplasma,
cultura celular, Microscopia Eletrénica de Transmissao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Principais Micoplasmas patogénicos ao homem.

1.1. M. pneumoniae (MP): patdgeno exclusivo de humanos, resultando em infeccoes
do trato respiratorio superior e inferior, destacando-se em quadros de pneumonias atipicas
da comunidade (PAC). Infeccdo insidiosa de curso prolongado, de transmissdo respiratoria,
com periodo de incubacdo de até 1-4 semanas, o que favorece a sua disseminacdo na
comunidade, podendo ocasionar surtos em adultos e criangas. Os sintomas mais comuns séo
dor de cabeca, tosse e tragueobronquite podendo evoluir para pneumonias e ocasionalmente
infec¢Oes mais graves como encefalites. A alta morbidade e eventual mortalidade reforgam
a necessidade de tratamento oportuno com antibidtico adequado (WAITES &
TALKINGTON, 2004).

1.2. M. genitalium (MG): é responsavel por infeccBes da pelve e do trato urinario
como a uretrite ndo gonocadcica (UNG) e a cervicite, sendo pouco comum a sua detec¢do na
auséncia de infecc@es clinicas. Esta classificado como uma infeccdo de transmissdo sexual
(IST) devido a necessidade de contato direto com a mucosa genital, uretral ou retal
contaminada (JENSEN, 2004; WAITES et al., 2012).

1.3. M. hominis (MH): tem um tropismo preferencial por tecidos da uretra, colo do
Utero ou vagina, mas acomete principalmente as mulheres. Da populacdo feminina em geral
sexualmente ativa, 21% a 53% das mulheres ndo apresentam sintomas ao serem colonizadas
por este patdgeno, o que pode trazer diversas complicacdes as mulheres gestantes, devido a
possibilidade da transmisséo vertical ao neonato no momento do parto (WAITES et al.,
2012). Em adultos, podem causar pielonefrite, inflamacdo pélvica corioamnionite,
endometrite pds-parto, vaginose bacteriana, artrite, osteoartrite, infeccbes de feridas. J4 em
neonato, pneumonia congénita, meningite, bacteremia e abscessos e infec¢Oes sistémicas
(WAITES et. al., 2012).

O MH tem a sua patogenia ligada a citoaderéncia, como os demais Micoplasmas,
resultando em lesdes teciduais, devido a agdo de mediadores pré-inflamatérios, acionados
pelas células do sistema (WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005).

1.4. Ureaplasmas: Se ligam a uma variedade de células humanas, incluindo
eritrocitos, espermatozoides e células epiteliais da uretra, interferindo na sua fisiologia,
como por exemplo, na reducdo da motilidade do espermatozoide, resultando na infertilidade
masculina. Sua ligacao espontanea aos neutréfilos causa ativacéo do sistema complemento.




Destacam-se 2 espécies de Ureaplasmas, o U. parvum e U. urealyticum, que tém tropismo
preferencial por células do colo uterino e da vagina, nas quais sao frequentes, em torno de
40-80%, em mulheres sexualmente ativas, contra 5-20% de infecdo em células urogenitais
masculinas. A transmissdo pode ser via sexual ou vertical, resultando em infertilidade,
endometriose pds-parto, corioamnionite, parto prematuro ou aborto espontéaneo as mulheres
e pneumonia, bacteremia, meningite e doenca pulmonar crénica ou displasia
broncopulmonar (DBP) em neonatos (WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005).

2. Mycoplasma spp. - contaminantes celulares

Culturas de células podem facilmente ser infectadas por Micoplasmas, que € um dos
contaminantes mais presentes nos laboratorios de cultivos atualmente. Suspeita-se que a
principal contaminacdo desses cultivos ocorra pelo préprio homem. Além disso, uma cultura
contaminada dissemina facilmente o Micoplasma entre as demais, devido a producdo de
aerossois durante a manipulacdo das células. Outro fator que pode contribuir para a
contaminacgdo das culturas é a grande movimentacao de pessoas com acesso ao laboratério
ou ao local onde as amostras e meio de culturas ficam armazenadas (UPHOFF; DREXLER,
2011).

As células infectadas pelo Micoplasma tém seu metabolismo, funcbes celulares e
crescimento modificado, que podem levar a morte celular e/ou interferir nos ensaios clinicos
ou diagndsticos (WAITES et al., 2012; LEVY; LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA,
2004; WAITES; TALKINGTON, 2004). Esta interferéncia pode ser minimizada através de
protocolos de biosseguranga inseridos nas rotinas obrigatoria dos laboratorios através de
processos de triagem e inspecdo de amostras, as acdes de controles de acesso as amostras e
aos meios de culturas, a higienizagdo constantes de bancadas e cabines de biossegurancga
(UPHOFF; DREXLER, 2011).

3. Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET)

Em relacdo ao Micoplasma, a técnica de coloracdo negativa se mostra fiel em suas
imagens, revelando de fato os nimeros reais das quantidades de Micoplasmas infectando a
célula hospedeira, através da analise da morfologia do grupo ao qual essa bactéria pertence
(TAKAYAMA et al., 1983). Esta técnica também permite visualizar altera¢cbes minuciosas
no tamanho e no aspecto morfoldgico do Micoplasma, incluindo suas estruturas internas
(NAKANE; MIYATA (2009)). Quando este ndo estd em contato a nenhuma superficie
apresenta morfologia esférica semelhante a cocos, porém quando estd em contato com
superficie ocorre mudanca para a forma filamentosa (BALISH; KRAUSE (2006)). Durante
0 processo de adesdo é possivel visualizar as alteragcbes no tamanho e formato de proteinas
de adesdo (MATSUIKE et al. (2023)).

A MET permite analisar as diferentes etapas da infeccdo da célula desde o inicio,
fases da replicacdo e as alteragdes provocadas pelo Micoplasma na célula hospedeira, como
por exemplo, as alteracGes estruturais e morfologicas ocasionadas na célula, bem como as
alteracOes na permeabilidade da membrana e as modificaces na estrutura das mitocondrias.
A observacdo destas alteragdes na celula hospedeira s é possivel pela técnica de corte
ultrafino da Microscopia Eletrénica de Transmissao, que possibilita a visualizacdo de &reas
mais claras e mais escuras, evidenciando essas alteragdes, como por exemplo, a perda das
cristas mitocondriais, e/ou granulagéo citoplasmatica (SESSO et al., 2017).




0 processo de adesdo € possivel visualizar as alteracbes no tamanho e formato de proteinas
de adesdo (MATSUIKE et al. (2023)).

CONCLUSOES

Em laborat6rio, o Micoplasma pode causar muitas complicagfes como contaminante
de cultura, resultando em perda de material e de tempo, e, para mitigar esta situacao se
fazem necessarios a identificacdo e deteccdo da fonte de contaminacdo, bem como a
implementacao de procedimentos basicos de eliminacdo de contaminantes.

Esta bactéria pertence ao grupo de patégenos tanto de seres humanos quanto de
animais. O M. pneumoniae € a principal espécie de patogenia humana deste grupo, e causa
e causa infecgbes no trato respiratorio superior, como a pneumonia adquirida na
comunidade. Outras espécies de Micoplasma patogénicas incluem M. genitalium, espécies
de Ureaplasma (incluindo a U. parvum e U. urealyticum) e M. hominis associados a
infertilidade, partos prematuros, ISTs, entre outras.

A MET tem se mostrado uma ferramenta importante na pesquisa e diagnéstico de
Micoplasmas, seja no controle de qualidade dos cultivos celulares produzidos para auxiliar
no diagndstico desse patdgeno humano, ou como agente infeccioso, em ambas as situacdes
sendo impactantes a Saude Publica.
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Resumo: As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania, sendo transmitida pela picada de insetos fémeas
conhecidos como flebotomineos. Estima-se que existam mais de 1 (um) bilhdo de pessoas
vivendo em area de risco para alguma forma da doenca, surgindo mais de 1 milhao de novos
casos por ano. Destes, pelo menos 30 (trinta) mil correspondem a novos casos de
leishmaniose visceral (LV), decorrente da infeccdo pela L. infantum nas Américas e Europa
e pela L. donovani na Africa e Asia. Assim, o objetivo deste projeto foi identificar, através
do uso de ferramentas computacionais, as tendéncias em pesquisa no que concerne ao
tratamento da LV. Para isso, foi realizada uma analise bibliométrica, utilizando dois
programas computacionais para obtencdo de dados, sendo o Publish or Perish para
mineracdo de artigos, e 0 VOSviewer para elaboracdo de analises bibliométricas através de
figuras. As andlises bibliométricas foram capazes de mensurar tendéncias para o tratamento
de leishmanioses, o reposicionamento de farmacos como estratégia para o desenvolvimento
de novas opc¢des terapéuticas e o uso de farmacos anti-histaminicos como potencial
prototipo. Por fim, observou-se que a bibliometria é uma ferramenta potencial nas pesquisas
cientificas, visando mensurar dados quantitativos, tratando-os e interpretando em
informac@es qualitativas; prevendo assim, o trajeto que a LV tem tomado nos ultimos anos
em atendimento ao que se preconiza a Organizacdo Pan-Americana da Saude, além de
promover maiores conhecimentos acerca da doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral; Analise Bibliométrica; Programa Computacional,
Reposicionamento de Farmacos; Anti-histaminicos.

INTRODUCAO

Em 2015, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) emitiu um apelo para que 0s
paises realizassem maiores investimentos no combate de doengas negligenciadas,
principalmente as tropicais, doencgas existentes nas areas proximas aos trépicos. Em sua
grande maioria, estas doencgas sao parasitoses, afetando cerca de 1,5 bilh&o de individuos em
149 paises. Foi estabelecida como meta, 0 ano de 2030 para erradicacdo de 30 doencas
negligenciadas, investindo neste periodo, pelo menos US$ 34 bilhGes, levando a uma
diminuigdo progressiva no nimero de casos (BVS, 2015).




As leishmanioses representam um conjunto de doengas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica. As manifestacGes clinicas podem variar desde lesdes
cuténeas (leishmaniose cutdnea - LC) até o comprometimento visceral (leishmaniose
visceral - LV), sendo a ultima fatal se ndo for tratada adequadamente (McGwire e Satoskar,
2014).

Diante disto, o nosso grupo identificou uma problemética importante, onde é
necessario compreender além dos aspectos das leishmanioses, os tratamentos disponiveis e
como a tecnologia pode auxiliar na procura sobre tendéncias na pesquisa e desenvolvimento
de novos farmacos para LV. Em razdo disto, indaga-se: quais tratamentos estdo sendo
investigados atualmente para a LV, e como a ciéncia, alinhada a tecnologia, pode auxiliar
no entendimento quanto as medidas que estdo sendo tomadas neste cenario?

Diante das diversas abordagens na busca de novas opgdes terapéuticas, tem-se a
estratégia do reposicionamento de farmacos. Uma metodologia que consiste no uso de um
farmaco ja disponivel no mercado para outras indicacOes terapéuticas, considerando que
tenham acdo contra outra enfermidade (JOURDAN et al., 2020). A estratégia de
reposicionamento de farmacos é uma promissora aliada na busca de novas alternativas de
tratamento para as leishmanioses, com isso, os farmacos anti-histaminicos estdo sendo
estudados por sua atividade antileishmania descrita por diferentes grupos de pesquisa. Por
este motivo, 0 uso de ferramentas computacionais pode ser um importante diferencial
quando aplicado para elucidar o cenério atual em relacdo ao desenvolvimento de farmacos
candidatos para esta parasitose.

Logo, o objetivo geral deste projeto é identificar, através do uso de ferramentas
computacionais, as tendéncias em pesquisa no que concerne ao tratamento da leishmaniose
visceral.

MATERIAL E METODOS

Primeiramente, foi usado o programa de acesso gratuito Publish or Perish (PoP)
(https://harzing.com/resources/publish-or-perish), realizando trés pesquisas individuais: (i)
tendéncias para o tratamento das leishmanioses; (ii) uso do reposicionamento de farmacos
para as leishmanioses; (iii) estudo de farmacos anti-histaminicos para as leishmanioses. Para
realizar um filtro de estudos, foram utilizados como métricas de pesquisa 0 esquema
apresentado na Figura 1.

Andlise no PoP
\\_\_
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( PubMed ] Scopus ) ( PubMed ) Scopus ) ( PubMed ] Scopus ]
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Figura 1 — Fluxograma de analise.
Fonte: A autora (2022).

As bases de dados selecionadas foram PubMed e Scopus, por serem referéncias na
area da pesquisa em saude. Os resultados encontrados para cada uma das anélises, sendo 6




(seis) ao total, foram salvos no formato RIS para analise de similitude realizada na etapa
seguinte.

J& a analise de similitude foi realizada no programa de acesso gratuito VOSviewer
(https://www.vosviewer.com), estruturando agrupamentos sobre cada assunto na relacdo de
similitude entre os artigos encontrados em cada base de dado. O VOSviewer alerta sobre
realizar uma analise de similitude considerando 60% de relevancia das métricas encontradas.
O programa encontra, aléem do mapeamento, termos (palavras mais repetidas, indicando
tendéncias nos artigos), ligacdes (relacdo dos termos entre si) e agrupamento de cada
tendéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2, considerando a busca 1, entre os 2.279 artigos cientificos encontrados
na base de dados Pubmed, percebe-se que as tendéncias apontam para: “anfotericina B”,
“compostos”, “L. donovani”, “vacinas”, “terapias imunogénicas” e “imunologia”. Para esta
andlise foram encontrados 1.034 termos, distribuidos em 5 agrupamentos diferentes e 87.257
ligacGes. Entre os 200 artigos cientificos encontrados na base de dados Scopus, percebe-se
que as tendéncias apontam para: “formas clinica da leishmaniose - visceral e cutanea”,
“doen¢a em humanos” e “epidemiologia”. Para esta andlise foram encontrados 488 termos,

distribuidos em 50 agrupamentos diferentes e 1.695 ligacdes.
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Figuras 2— Anélise da similitude sobre leishmaniose e tratamento usando a base de dados PubMed (&
esquerda) e Scopus (a direita) no programa VOSviewer. Fonte: A autora (2022).

Na Figura 3, considerando a busca 2, entre os 220 artigos cientificos encontrados na
base de dados Pubmed foram identificados 107 termos, distribuidos em 3 agrupamentos
diferentes e 3.253 ligacOes. As tendéncias apontam para: “tratamento”, “desenvolvimento
de compostos”, “resposta imunologica” e “estudos sobre o vetor”. Entre os 200 artigos
cientificos encontrados na base de dados Scopus foram identificados 484 termos,
distribuidos em 44 agrupamentos diferentes e 1.474 ligacdes. As tendéncias apontam para:
“formas clinicas da leishmaniose - visceral e cutanea”, “desenvolvimento de compostos”,
“imunopatogénese” e “coinfec¢do com HIV”.
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Figuras 3 - Analise da similitude sobre leishmaniose e reposicionamento de farmacos usando a base de dados
Pubmed (a esquerda) e Scopus (a direita) no programa VVOSviewer. Fonte: A autora (2022).




Na Figura 4, considerando a busca 3, entre os 192 artigos cientificos encontrados na
base de dados Pubmed foram identificados 91 termos, distribuidos em 3 agrupamentos
diferentes e 2.454 ligagdes. As tendéncias apontam para: “estudos do vetor”, “L. donovani”,
“L. tropica”, “paciente”, “tratamento”, “alvos”, “animais de laboratorio”, etc. Existe uma
forte ligagdo entre os estudos encontrados, delimitando uma area de pesquisa que se divide
em estudar o vetor, as espécies de Leishmania e também desenvolvimento de compostos.
Entre os 200 artigos cientificos encontrados na base de dados Scopus foram identificados
102 termos, distribuidos em 12 agrupamentos diferentes e 414 ligacGes. As tendéncias
apontam para: “tratamento”, “leishmaniose visceral”, “descobrimento de drogas”,

“imunoterapia” e “vacinas”.

day y @

visceratlgishmaniasis A
v p—.

Fgise b [reatment diagosis
g o g ~ . leishmaniasis

eeeeee

nnnnnnnnnnnn

sgbadiceste

Figuras 4 - Analise da similitude sobre leishmaniose e farmacos anti-histaminicos usando a base de dados
Pubmed (a esquerda) e Scopus (a direita) no programa VOSviewer. Fonte: A autora (2022).

A busca na base de dados Scopus dentro do programa PoP foi realizada no modo
padrdo, isto &, estabelecido para se buscar no maximo 200 artigos cientificos. Ao longo das
analises observou-se a possibilidade de existir mais artigos relevantes do tema estudado.

De acordo com Ferreira-Neto et al. (2022), atraves de bibliometria, é possivel
mensurar alguns dados importantes para a area cientifica, indicando por exemplo que, grande
parte das pesquisas sao realizadas em paises onde existem grandes contribuicGes financeiras,
o0 que é refletido no nimero de publicacBes anuais. O Brasil é o segundo pais que mais
contribuiu com a producdo cientifica sobre o desenvolvimento de medicamentos para
doencas negligenciadas no periodo de 2010 — 2020, antecedido apenas pelos Estados Unidos
da América. No Brasil ainda, as principais instituicdes que desempenham pesquisas acerca
de doencas negligenciadas sdo a Universidade de Sdo Paulo (USP), a Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e o Instituto Adolfo
Lutz (IAL). Os autores apontam ainda que, a Leishmaniose foi a principal doenca
negligenciada encontrada nos artigos publicados (n = 201) no periodo entre 2010 a 2020,
devida a endemicidade no pais.

Para este fim, Mendes et al. (2021) comenta que a analise bibliométrica pode ser
realizada para compreensdo de um fenbmeno, caracterizando-se como uma andlise
qualitativa, sendo possivel auxiliar na pesquisa cientifica e também prever quais serdo os
topicos mais pesquisados de acordo com sua relevancia. Por este motivo, 0 uso de
tecnologias se mostra bastante promissor, considerando que a realiza¢do de uma matriz que
contemple estudos previamente prospectados por um programa pode ter dados mais limpos
e especificos. Na plataforma do VOSviewer, por exemplo, ao dar o comando de anélise
bibliométrica pela similitude dos textos, o aviso de métricas de relevancia é indicado ao
usuario, demonstrando que serdo consideradas palavras com mais de 60% de relevancia de
acordo com o proprio programa, procedimento que realizado de maneira manual, poderia
incidir em maior tempo de tratamento de dados, como também grande volume de artigos a
serem lidos.




O estudo de Pimentel e Teixeira (2020), realizou uma analise bibliométrica de forma
manual na plataforma Web of Science, com parte dos dados tratados também no programa
VOSviewer. Os autores afirmam que € possivel realizar uma busca bibliométrica para
entender como as produgdes cientificas tém se desenvolvido na sociedade,
independentemente da tematica escolhida pelo pesquisador. Vé-se que é possivel encontrar
estudos entre o periodo de tempo desejado, palavras correlacionadas, autores e também
paises que tém ligacdo com as tendéncias de pesquisa. Utilizando os anos de 1979 a 2019,
foram encontrados 1.655 artigos sobre turismo sustentavel, tematica utilizada pelos autores,
incidindo que as métricas possuem forte influéncia sobre os achados do programa.

Nas andlises bibliométricas por similitude realizadas no presente estudo, néo foi vista
uma queda gradativa conforme se afunilavam as métricas determinadas na metodologia, mas
sim um aumento de ligacGes e agrupamentos de acordo com a area de interesse, como por
exemplo o tratamento. O estudo de Ferreira-Neto et al. (2022), também corrobora para esse
achado, tendo em vista que em sua analise, foram encontrados 410 artigos que tinham relacao
com a finalidade de prevenir, tratar ou diagnosticar as doengas negligenciadas, encontrando-
se 378 artigos que visavam somente o tratamento das doencas. Isso pode ser explicado, pois
a compreensdo da doenca hoje, ndo é mais o enfoque dos pesquisadores, mas sim a utilizacdo
de novas tecnologias que busquem terapias para doencas negligenciadas.

J& no que tange o reposicionamento de farmacos, ndo foram encontradas na literatura
pesquisas bibliométricas voltadas para este fim, encontrando menos artigos do que a primeira
andlise, porém com um maior nimero de ligacdes, indicando que mesmo tendo poucos
estudos voltados para reposicionamento de farmacos para leishmanioses, eles se ligam entre
si. Isto também pode indicar que pouco tem se investido em pesquisas de reposicionamento
de farmacos para o tratamento da LV.

A titulo de comparacéo, foi visto no estudo de Figueredo et al. (2020) que houve
grande interesse global em pesquisas voltadas para a COVID-19, onde na analise
bibliométrica realizada para o coronavirus, foi possivel observar palavras como ‘“‘sequence”,
“genome”, “vacine” e outras tendéncias voltadas para terapias imunogénicas. 1SS0 pode
explicar o grande interesse em pesquisas de vacinas e alvos genéticos para doencas
negligenciadas, ja que o avanco cientifico promovido pelo interesse em estudar o virus, abriu
porta para outros microrganismos. No entanto, é necessario compreender a realidade de cada
local, considerando que doencas negligenciadas atingem locais mais vulneraveis e nem todos
teriam recursos financeiros para obtencgéo de altas tecnologias voltadas para o tratamento de
doencas negligenciadas, como no caso da LV.

Com isso, ao analisar o estudo da classe terapéutica de farmacos anti-histaminicos
como estratégia de reposicionamento de farmacos, viu-se um numero consideravel de
estudos. Entretanto, identificou-se uma tendéncia de pesquisa voltada para a LV, mas nao
com nomes especificos dos possiveis farmacos que poderiam ser reposicionados para este
fim, garantindo assim menores custos para o tratamento e maior acessibilidade para areas
vulneraveis.

Albuquerque (2020) versa em sua pesquisa, também de teor bibliométrico, que
apesar de existir esse tipo de metodologia na area da satde no geral, ainda carecem estudos
mais aprofundados a respeito de mensuracdo de indicadores confiaveis para compreensao
do estado da arte da producdo cientifica. No caso de tripanossomatideos, Santos et al. (2021)
concorda com tal afirmagdo em sua analise bibliométrica sobre a doenca de Chagas,
inferindo que 0 aumento no interesse sobre essas pesquisas tem crescido nos ultimos anos,
no entanto, ainda faltam recursos para incentivo as novas terapias, além de mais informacao
e acesso as tecnologias para 0s paises endémicos.




CONCLUSOES

No mais, através destas analises foi possivel demonstrar as tendéncias previstas para
0 tratamento da LV, além de comprovar tendéncias sobre o uso da estratégia de
reposicionamento de farmacos e a possibilidade do uso de anti-histaminicos como candidato
a acdo antileishmania. Tem-se que a bibliometria pode ajudar em muito nas pesquisas
cientificas, visando mensurar dados quantitativos, tratando-os e interpretando em
informacdes qualitativas; prevendo assim, o trajeto que a LV tem tomado nos Gltimos anos
em atendimento ao que se preconiza a OPAS, além de promover maiores conhecimentos
acerca da doenca. Além disso, com os dados encontrados, sera possivel mensurar novos
caminhos para o tratamento das leishmanioses no geral, vendo como promissora a estratégia
de reposicionamento de farmacos, mas carecendo de mais investimentos para este método.
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Resumo: A Tuberculose (TB) € uma doenca bacteriana infectocontagiosa, transmissivel
caracterizada pelo acometimento principal dos pulmdes, transmitida pelo Mycobacterium
tuberculosis, pertencente ao complexo M. tuberculosis (CMTB). Apresentou-se 0S
métodos microbioldgicos para identificacdo e diagnostico da Tuberculose (TB) presentes
no Brasil e no mundo, em um contexto historico, través de um estudo de natureza basica,
exploratério, utilizando-se a técnica de revisao bibliografica. Estudos apontam, ao longo
dos anos, variados métodos validados pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e assim
incorporados pelo PNCT, para o diagndstico e identificagdo do CMTB na questdo da TB.
Apresentam-se entre métodos tradicionais baseados em meios de cultura sélidos ou
liquidos, os automatizados detectam a presenca microbiana pelo metabolismo in vitro, e
0s genotipicos avaliam mutac6es no DNA de M. tuberculosis. Os avangos da tecnologia,
investimentos em pesquisa e a modernizacdo dos métodos diagnosticos, nos permitem
uma melhor deteccdo e avaliacdo de um caso novo de TB em pacientes mais graves,
diminuindo a possibilidade de transmissao de TB, principalmente quando se falaem TB
resistente, efetivando o inicio do tratamento adequado e aumentando as chances de cura.

Palavras-chaves: Mycobacterium tuberculosis; diagnéstico; Tuberculose.

INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) € uma doenca bacteriana infectocontagiosa, transmissivel
caracterizada pelo acometimento principal dos pulmdes, mas que também pode atingir
outros 6rgdos ou ocorrer de forma disseminada por todo o corpo. A doenca é causada pelo
Mycobacterium tuberculosis, conhecido como Bacilo de Koch, pertencente género
Micobactérias, ao complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB). Por ser endémica,
ainda é causa de Gbitos por todo o mundo, caracterizando-se como um problema de saude
publica (BRASIL, 2022).

Em 1990, a doenga foi caracterizada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
como uma emergéncia global, e desde entédo é alvo de diversas politicas publicas para sua
erradicagdo. Para tal, o maior desafio estd na busca de métodos de diagnostico rapidos,
que agilizem o inicio de um tratamento eficaz e alcancem a cura em 100% dos casos.
Estima-se que cerca de mais de 1 milhdo de casos ndo sejam notificados por ano,
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dificultando seu controle e caracterizando uma falha nas politicas e programas de controle
(OMS, 2020).

A doenca pode se manifestar por duas formas clinicas classificadas como TB
pulmonar (TBP), a mais frequente e de maior relevancia, pois mantém a cadeia de
transmissdo da doenca ativa, diante da sua transmisséo pela fala, espirro ou tosse, e a TB
extra-pulmonar (TBEP), que acomete outros Orgdos que ndo o pulmdo, presente
principalmente em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV)
(BRASIL, 2017).

E considerada uma doenca grave, mas que possui cura, ja que os tratamentos
quimioterapicos se mostram eficientes desde 1950. O diagnostico laboratorial do paciente
infectado é realizado através de exames como a baciloscopia, cultura, ou outros mais
especificos que envolvem a deteccdo do DNA bacilar, que atualmente mostram avangos
gracas a evolucgdo da biologia molecular (SOUZA, 2006; BRASIL, 2022)

Assim, os métodos diagndsticos que norteiam a deteccdo da TB tém sido
alavancados nos Gltimos anos com inovacdo tecnoldgica. Com resultados mais seguros,
a biologia molecular nos traz mais rapidez e especificidade para que o tratamento desse
paciente seja assertivo e de total recuperacdo. No entanto devemos entender que por mais
que a tecnologia auxilie em um processo sucinto, a utilizacdo de métodos considerados
“antigos” ainda se faz necessaria, diante da complexidade das microbactérias.

MATERIAL E METODO

Foi realizada uma revisdo sistematica, utilizando como fonte as seguintes bases
de dados saude: LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude), SCIELO (Scientific Eletronic Library on-line), MEDLINE (Medical Literature
Analysis and Retrieval Sistem on-line), BVS (Biblioteca Virtual em Saude), Periodicos
CAPES (Comissdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior) e Google
Académico. Foram incluidos artigos, dissertacGes ou teses, completos; sendo originais,
cujas metodologias fossem baseadas em estudos observacionais, presentes em um dos
bancos de dados acima mencionado, publicados entre 2000 e 2022; em periddicos
nacionais e internacionais, em idiomas portugués, inglés ou espanhol. O processo de
sintese dos dados foi realizado por meio de uma analise descritiva dos estudos
selecionados, sendo o produto da analise apresentado de forma narrativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diagnosticos da TB nos dias de hoje demandam resultados praticamente
automaticos para que a profilaxia adequada seja ofertada o quanto antes ao paciente.
Segundo o estudo realizado por Datta et. al. (2017) os métodos tradicionais como a
baciloscopia apresentam uma alta taxa de falsos negativos, principalmente quando
falamos de amostras de criancas e pacientes com HIV, mas ofertam uma metodologia
rapida e facil, o que mantém esse teste ainda como uma via principal de detec¢do da
doenca.

A cultura liquida, metodologia aplicada pelo sistema BACTEC MGIT 960
também se mostrou extremamente necessaria para a deteccdo de micobactérias ndo
tuberculosas, levando a um diagnostico mais eficiente. Seu acréscimo a baciloscopia foi
de 40%, segundo Pedro et. Al, o que proporciona uma melhora tanto no diagndstico
quanto na conducdo de tratamento desses casos (CHIKAMATSU et al., 2014).




Por mais que os testes convencionais sejam capazes de detectar e rastrear a TB,
os testes moleculares fornecem resultados confiaveis e rapidos que sendo aplicados ao
atendimento médico trazem ainda mais eficiéncia ao tratamento do paciente,
especialmente se aplicadas a laboratdrios de contato inicial.

O GeneXpert MTB/RIF se mostra como uma ferramenta importante devido a sua
alta especificidade e sensibilidade quando analisamos amostras extrapulmonares,
apresentando um menor tempo para identificar o CMTB. De acordo com Weyer et al.
(2013) seu sistema automatizado, com resposta rapida e deteccdo da resisténcia a
rifampicina é sua maior vantagem, principalmente a pacientes que necessitam de
tratamento enquanto esperam pelos resultados dos métodos tradicionais (WEYER et al,
2013; HUH et al., 2014).

A utilizacdo do LPA (Line Probe Assay) como metodologia na rotina de
diagnostico trouxe uma rapidez na deteccdo de multiressisténcias a farmacos de primeira
e segunda linha (GONCALVES et al., 2012). No estudo feito por Nathavitharana et al.
(2017), o LPA apresentou cerca de 96,7% de sensibilidade e 98,8% de especificidade,
sendo altamente favoravel para a deteccdo da resisténcia a rifampicina e isoniazida, e
também para a avaliacdo de drogas injetaveis e fluoroquinolonas.

A evolucdo dos métodos ndo ocorreu para que um substituisse o outro, mas para
que cada um fosse complementar para obtencdo de um diagnéstico ainda mais completo.
A Dbaciloscopia continua sendo essencial na luta contra a TB, principalmente no
acompanhamento do tratamento. Os desafios que as cepas multirresistentes nos trazem,
torna necessario o aprimoramento das técnicas e materias disponiveis para o diagnostico
da TB (BRASIL, 2008).

A implementacdo desses métodos de deteccdo da TB, do ponto de vista
epidemioldgico para o tratamento das populacdes mais afetadas, € a lacuna correta que
precisa ser preenchida para que os casos de TB se encerrem. A jungéo da sensibilidade,
especificidade e tempo de resposta dos métodos, com as medidas que priorizam conter as
lacunas de deteccdo, pacientes e sistema de salde é a chave para que a cadeia de
transmissdo termine (ZELNER et al., 2014).

A TB continua sendo a maior causa de mortalidade no mundo devido a sua alta
taxa de infeccdo, mas, felizmente, a tecnologia de ponta que muitos dos testes
diagndsticos vém apresentando, a meta de erradicacdo global pode ser alcancada
(THERON et al.,2014). No entanto, a contencdo da transmissdo ainda depende de
inimeros fatores, como o tempo eficiente em que o0 paciente procura o servigo de salde,
sintomas e 0 padrdo da transmissdo antes do diagnostico ser confirmado. A baixa
sensibilidade dos testes continua sendo a maior razdo de haver uma lacuna entre a
incidéncia da doenca e a notificacdo dos casos (OMS, 2014).

Todos os métodos, tanto tradicionais como também os mais recentes, se mostram
ferramentas imprescindiveis para a deteccdo da TB. Com tudo, a principal maneira de
acabar com a TB € impedindo a sua dispersdo, tratando e impedindo que o paciente
continue transmitindo a doenca para outros individuos (RAVISHANKAR et al., 2009).

A Figura 1 nos mostra em uma linha evolutiva, os métodos que apresentamos hoje
em uso no Brasil, juntamente com as novas metodologias que estdo em processo de
endossamento pela OMS. Podemos ver a evolucdo dos méetodos através das necessidades
com que os casos de TB foram evoluindo, e urgéncia em precisarmos realizar exames
com resultados mais rapidos e eficientes.
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Figura 1 - Linha evolutiva dos métodos de deteccdo. Fonte: elaborada pelo autor, 2022.

CONCLUSOES

A avaliagdo da implementacdo de novos testes deve levar sempre em conta 0s
resultados que queremos alcancar com a aplicacdo da metodologia. Evitar transmissdes,
o tempo disponivel dos resultados, capacidade humana aplicada, precisam ser avaliados
quando a inovacao € validada.

A natureza da TB, sistema de salde e 0 comportamento do paciente sdo pontos
cruciais que determinam o sucesso ou ndo do tratamento e manutencdo da cadeia de
transmissdo. Quando integrados, esses fatores formam uma estrutura unificada, que
guando analisadas de maneira correta, incrementam na informacéo disponivel para a
evolucdo das tecnologias e métodos, acrescentando na eficacia da implementacdo destes
testes.

Com um diagndstico positivo, a interacdo que esse paciente tem com outros
individuos e com o sistema de salude é intrinseca, o que reflete majoritariamente na
transmissdo da doenga. Se um teste mais sensivel, aumentar a probabilidade de
diagndstico, a duracgdo e transmissao da doenga podem cair pela metade em sua fase ativa.

Se falarmos das populagbes periféricas, a incorporagdo de novos testes &
impactante, mas necessita do esforco que o sistema de saude tem ao implanta-lo.
Sensibilidade e especificidade ndo podem ser as unicas lacunas a ser preenchidas pelos
testes diagnosticos, mas o valor incremental epidemioldgico que estes testes trara a essas
populacdes, tendo em vista que a maior cadeia de transmissao da doencga ocorre quando

0 paciente acessa o sistema de saude.
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RESUMO

A hepatite B é um grande problema de salde publica; e a quantificacdo de seu DNA é um
excelente marcador da atividade do HBV, sendo utilizada para diagndstico de fases cronicas.
OBJETIVOS: avaliar o papel do laboratério de Hepatites do IAL Central na rotina de
diagnostico da hepatite B no periodo de janeiro a julho de 2022. MATERIAIS E
METODOS: foram incluidas neste estudo as amostras e suas requisicdes da rotina de
Hepatite B do Laborat6rio de Hepatites do IAL Central e os dados gerados foram exportados
do GAL para uma planilha criada no Excel e compilados a partir de anlises estatisticas
descritivas e célculos por ferramentas disponiveis no programa. RESULTADOS E
DISCUSSAO: Do total de amostras recebidas, 203 amostras ndo foram processadas, onde
33% dos motivos para 0 ndo processamento foram relacionados diretamente a condi¢do da
amostra e 31% em decorréncia do cadastro e critérios estabelecidos. Os principais resultados
de exames com a finalidade de confirmacéo de diagndstico foram ndo detectados e entre log
2,00 a 2,99, corroborando com resultados da literatura. Resultados de avaliacdo de indicacédo
de tratamento obtiveram grande parte dos resultados entre log 2,00 a 2,99, com valores de
carga viral proximos ao estabelecido para indicacdo de tratamento. Dentre 0s exames com a
finalidade de monitoramento de tratamento, 57,1% possuiam carga viral ndo detectavel e
48,8% abaixo do limite da quantificacdo demonstrando a efetividade do tratamento.
CONCLUSAO: De acordo com os dados encontrados, é evidente a importancia do
laboratorio para o diagnostico da hepatite B colaborando na vigilancia, promocdo e
prevencdo de salde.

Palavras-chaves: Carga viral, Diagndéstico, Hepatite B, Rede de Diagnosticos.

INTRODUCAO

Globalmente, as hepatites virais sao responsaveis por mais de 1,34 milhdo de 6bitos
por ano, dos quais 66% sdo causados pelo virus da hepatite B. Essas mortes decorrem de
complicacdes de infeccdes cronicas como insuficiéncia hepatica, cirrose e hepatocarcinoma
(123) A epidemia da hepatite B levou a OMS a estabelecer como objetivo a eliminacéo das
hepatites virais até 2030, com o Brasil sendo um dos paises signatarios devido a sua
prevaléncia baixa a intermediaria de portadores de HBsAgQ e a presenca de areas de alta
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endemicidade, como a bacia amazonica e regides do Sul e Sudeste. Entre 2000 e 2021,
264.640 casos de hepatite B foram diagnosticados no Brasil, com 34,2% concentrados na
regido Sudeste 45,

A quantificacdo do HBV-DNA no sangue é um excelente marcador da atividade do
HBV podendo ser feita por uma vasta gama de técnicas moleculares como
espectrofotometria, PCR em tempo real, PCR digital, métodos de amplificacdo isotérmica e
biossensores ©,

O laboratorio de Hepatites do IAL Central é o laboratorio coordenador responsavel
pelos 18 laboratorios do Programa Estadual de Hepatites Virais que compde a Rede de
Diagnostico Molecular de Hepatite B, atuando na vigilancia epidemiolégica das hepatites
virais, realizando a confirmacdo de diagndstico, avaliacdo da indicacdo de tratamento,
monitoramento do tratamento, genotipagem e pesquisa de mutacGes resistentes aos
antivirais, acompanhamento de carga viral na gestagéo e, atualmente, ajudando a elucidar
casos de hepatite aguda de etiologia desconhecida.

Este artigo tem como objetivo avaliar o papel do laboratério de Hepatites do 1AL
Central na rotina de diagndstico molecular da hepatite B nas regides por ele atendidas no
periodo de janeiro a julho de 2022 por meio da apresentacdo dos motivos de cancelamento
dos exames solicitados e propor solucdes para as ndo conformidades e analise das finalidades
apresentadas nas solicitacdes de exame e correlacionando-as com os resultados obtidos.

MATERIAIS E METODOS

Foram incluidas neste estudo as amostras e suas requisi¢cdes da rotina de Hepatite B
do Laboratorio de Hepatites do IAL Central. O levantamento de dados secundarios como
dados demogréficos, epidemioldgicos e resultados de exames foram exportados do
Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) para uma planilha criada Microsoft Excel
2010 e compilados a partir de analises estatisticas descritivas e calculados por ferramentas
disponiveis no programa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O laboratério de Hepatites do IAL Central, coordenador e executor da Rede Estadual
de Diagnostico Molecular das Hepatites B e C, recebeu, através do sistema GAL, 1165
cadastros de pacientes para a realizacdo do exame de identificacdo do virus da hepatite B por
PCR (quantitativo) em tempo real em amostras de sangue de pacientes provenientes das
regides de Osasco, Vale do Ribeira, Franco da Rocha e da cidade de Sao Paulo.

962 amostras foram processadas e encaminhadas para a liberacdo de resultado e 203
foram canceladas, sendo 33% dos cancelamentos relacionados diretamente a condicdo da
amostra, 31% em decorréncia do cadastro e critérios estabelecidos no protocolo do
Ministério da Saude e 35% nao foram descritos (tabela 1).

Dentre os 33% de cancelamentos relacionados a amostra, 27,1% apresentaram
resultado duvidoso (discordancia entre resultado do exame e finalidade apresentada na
requisicdo ou com resultados anteriores) e houve a necessidade de uma nova coleta para
confirmagdo do resultado obtido, mas foram descritos como volume insuficiente para
confirmacgéo de resultado em decorréncia do GAL ndo ter uma opcdo para informar o real
motivo do cancelamento. O HBV ¢ extremamente transmissivel comparado ao HIV e o
HCV, principalmente pelo tempo de viabilidade. Deve-se avaliar com muita precisao casos
de contaminac&o de amostras e, portanto nestes casos, solicitar uma nova coleta ?. De modo
geral, os outros cancelamentos relacionados a amostra foram em consequéncia de condutas




erroneas da unidade solicitante (tabela 1). Houve a liberacdo de 962 resultados com média
de dias entre a data de recebimento e a data de liberagdo dos meses estudados de 7,4+5 dias,
demonstrando assim que, mesmo com problemas evitaveis, o laboratdrio se manteve dentro
g? tempo estipulado de 15 dias para a liberagéo de resultados para ambos os Kits utilizados
Tabela 1 - Processamento das amostras do Laboratério de Hepatites Virais do IAL
Central para a realizacdo do PCR quantitativo em tempo real de Hepatite B no
periodo de janeiro a julho de 2022

Total (n=1165) %
Amostras processadas 962 83
Amostras néo processadas 203 17
Descricdo dos motivos para o ndo processamento de amostras

Total (n=203) %
Sem motivo descrito 72 35,5
Descricdo dos motivos relacionados as n=63 31,0
requisicoes
IAL central ndo realiza exames fora de seu 28 13,8
fluxo estabelecido
Expiracdo da data de cadastro na triagem 19 9,4
Cadastro em duplicidade 9 4.4
Solicitacdo em desacordo com critérios do 7 3,4
protocolo do Ministério da Saude
Descricdo dos motivos relacionados as n=68 33,5
amostras
Volume insuficiente para confirmagdo de 55 27,1
resultado
Envio de material inadequado para 5 2,5

realizacdo do exame

Amostra com identificacdo duvidosa 3 1,5
Amostra hemolisada 3 1,5
Incidente técnico laboratorial 1 0,5
Volume insuficiente para realizacdo do teste 1 0,5

A quantificacdo do DNA do HBV permite confirmar o diagnostico, identificar
portadores cronicos, avaliar a progressdo da doenca, resposta terapéutica e avaliar a
possibilidade de interrupcdo do tratamento ¥, portanto, o campo de preenchimento da
finalidade do exame se demonstra extremamente importante para a realizacao e liberacéo de
resultados. O campo foi preenchido em 825 requisi¢Oes das quais, 21,9% dos pacientes
(n=255) necessitavam do exame para avaliar a indicacdo do tratamento para hepatite B,
32,8% (n=382) para monitoramento do tratamento, 12,9% (n=150) para confirmacdo de
diagndstico. Em 17% (n=198) n&o houve informagdo devido a ndo realizacdo do exame e
em 12,2% (n=142) das solicitagdes o campo de finalidade ndo foi preenchido e, portanto, o
exame foi realizado sem a finalidade descrita (tabela 2). O preenchimento da finalidade do
exame ndo é obrigatorio, mas auxilia na interpretacdo do exame quando finalizado,
permitindo compreender casos de resultados discordantes ou duvidosos, principalmente em
amostras com carga viral baixa.




Tabela 2 - Finalidade das solicitagdes de exames de PCR quantitativo em tempo
real para Hepatite B no periodo de janeiro a julho de 2022

Finalidade Total (N=1165) %
Avaliar indicacao de tratamento 255 21,9
Monitorar tratamento 382 32,8
Confirmacéo de diagndéstico 150 12,9
Hepatite aguda de causa desconhecida 26 2,2
Genotipagem (resisténcia) 5 0,4
Gestante portadora do HBV 4 0,3
Investigacdo de transmissao vertical 3 0,3
Finalidade ndo descrita 142 12,2
Exame néo realizado 198 17

Das 150 requisi¢cdes que estavam com a finalidade descrita como confirmacao de
resultado, ndo foi detectada a presenca do HBV em 59,3% (n=89) das amostras. Os
resultados entre log 2,00 a 2,99 foram a maior porcentagem descrita, encontrados em 14,7%
(n=22) das amostras de carga viral quantificAvel de pacientes, corroborando com resultados
da literatura. Dentre as amostras positivas, 17,3% apresentaram carga viral maior que log
3,00, indicando que o HBV estava em uma replicacdo ativa. Como estes pacientes ndo estéo
em tratamento, espera-se encontrar uma replicacdo viral elevada confirmando a atividade da
doenca. Também é normal resultados com carga viral ndo detectavel, demonstrando que o
paciente ndo estd com hepatite B ativa. Resultados com carga viral baixa sdo suspeitos,
podendo ser em decorréncia da integridade da amostra, contaminagdo cruzada ou troca de
amostras ® (tabela 3).

Tabela 3 - Resultado das solicitacdes para confirmacdo de diagndstico por PCR
guantitativo em tempo real de Hepatite B no periodo de janeiro a julho de 2022

Logaritmo Média (log) Total (n=150) %
<1,00 <1,00 3 2,0
1,00 - 1,99 1,66 9 6,0
2,00 - 2,99 2,61 22 14,7
3,01-3,98 3,45 12 8,0
4,04 - 4,80 4,48 5 3,3
5,21 -5,82 5,81 1 0,7
6,52 - 6,93 6,80 1 0,7
7,15-7,91 7,56 3 2,0
8,07 - 8,95 8,77 2 1,3
>9,00 >9,00 2 1,3
Nao Detectavel 0 89 59,3

A avaliagdo de indicagdo de tratamento foi a segunda maior finalidade, apresentada
em 21,9% (n=255) das solicita¢des. Destaca-se que 35,3% (n=90) dos resultados detectados
estavam no intervalo de log 2,00 a 2,99 com média de resultados de log 2,55 (tabela 4)
expressando replicagdo viral ativa, com valores de carga viral proximos ao estabelecido para
indicacdo de tratamento (HBV-DNA >log 3,00), demonstrando a necessidade de analise de




outras caracteristicas clinicas para inclusdo em terapia antiviral. Em 15,7% (n=40) a carga
viral ndo foi detectada sugerindo o preenchimento incorreto do campo de finalidade do
exame na requisicao, visto que nao € um resultado esperado para os pacientes em avaliacdo
de indicacdo de tratamento ou diagndstico erréneo de portador de hepatite B pela falta de
replicacdo viral. Estas requisi¢cbes sugerem a avaliacdo da progressdo da doenca, sendo
esperados valores que expressam a replicagdo do virus sem diminui¢do da carga viral. A
indicacdo de tratamento deve ser fundamentada em caracteristicas clinicas, carga viral,
niveis de ALT, status do HBeAg e intensidade do dano hepatico®®9 (tabela 4).

Tabela 4 - Resultado das solicitacdes para avaliacdo de indicacdo de tratamento
por PCR quantitativo em tempo real de Hepatite B no periodo de janeiro a julho de
2022

Logaritmo Média (log) Total (n=255) %
<1,00 <1,00 14 55
1,00-1,99 1,63 64 25,1
2,00-2,99 2,55 90 35,3
3,01-3,98 3,43 33 12,9
4,04 - 4,80 4,51 8 3,1
5,21 - 5,82 5,42 3 1,2
8,07 - 8,95 8,07 1 0,4
>9,00 >9,00 2 0,8
Nao Detectéavel 0 40 15,7

A principal razéo para as solicitacfes de quantificacdo da carga viral da Hepatite B
por PCR foi 0 monitoramento de pacientes em tratamento, representando 32,8% (n=382) das
requisicdes. Dentre estes, 57,1% (n=218) possuiam carga viral ndo detectavel e grande parte
dos pacientes, 48,8% (n=80), possuiam resultados abaixo do limite da quantificacéo.
Segundo a Sociedade Brasileira de Infectologia ‘%, o tratamento para HBV com o objetivo
de cura clinica almeja baixos niveis de HBV-DNA para o controle de replicacéo viral e a
normalizacdo de aminotransferases. Portanto, estas requisi¢des sugerem que o paciente tenha
feito uso de medicamento e apresente niveis baixos ou ndo detectaveis de HBV-DNA sérico.
A carga viral alta presente em 4,8% das amostras sugere a auséncia de tratamento contra o
HBV ou possivel troca de amostras, podendo ter acontecido na unidade solicitante ou no
proprio laboratério executor, sendo necessaria a confirmag&o com uma nova amostra ©%
(tabela 5).

Tabela 5 - Resultado das solicitagfes para monitoramento de tratamento por PCR
guantitativo em tempo real de Hepatite B no periodo de janeiro a julho de 2022

Logaritmo Média (log) Total (n=382) %
<1,00 <1,00 80 20,9
1,00-1,99 1,46 44 11,5
2,00 - 2,99 2,52 22 5,8
3,01 - 3,98 3,44 9 2,4
4,04 - 4,80 4,13 3 0,8
5,21-5,82 5,44 1 0,3
6,52 - 6,93 6,77 2 0,5
8,07 - 8,95 8,39 3 0,8
Nao Detectavel 0 218 57,1




CONCLUSAO

Os dados levantados e interpretados evidenciam a importancia do Laboratorio de
Hepatites do Instituto Adolfo Lutz Central para o diagndstico molecular de hepatite B
colaborando na vigilancia, promocéo e prevencdo de salde. As solicitacfes de exames
canceladas demonstram a necessidade de uma maior atengdo e comunicacdo pela unidade
solicitante, com treinamentos e reciclagem dos funcionarios que realizam o preenchimento
das requisi¢Oes, coleta e envio de amostras. Novos campos para informagdes relevantes
sobre o histérico do paciente auxiliariam o laboratério na compreensdo e assertividade
quanto ao resultado obtido no exame solicitado.
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Resumo: Cerca de 10 a 20% dos infectados pela COVID-19 apresentam sintomas da
COVID longa. Os sintomas sao diversos, afetando multiplos 6rgéos, como respiratdrio,
cardiovascular, neuroldgico, renal, gastrointestinal e até dermatoldgico. Através de um
estudo de revisdo bibliografica foi possivel caracterizar as principais complicacGes pos-
COVID-19 e sua fisiopatologia. A fadiga foi o sintoma mais comum relatado nos estudos,
seguida por falta de ar, tosse e dores musculares. Complicac¢6es neuroldgicas e psiquiatricas
também estdo entre as manifestacdes extrapulmonares mais prevalentes da p6s-COVID. Os
fatores de risco para COVID longa sao: sexo feminino, comorbidades pré-existentes, pessoas
que ndo tomaram a vacina, casos graves de COVID-19 e pacientes mais idosos. Criangas
que tiveram a sindrome podem apresentar uma condi¢do rara chamada de Sindrome
Inflamatoria Multissistémica em Criancas (MIS-C). Os casos de sindrome p6s-COVID-19
estdo aumentando constantemente no mundo todo. E uma melhor compreensdo da COVID
longa € essencial para identificar e avaliar medidas para prevenir e tratar esses sintomas de
longo prazo.

Palavras—chave: COVID-19; infeccdo persistente; infeccdes por coronavirus.

INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foi alertada sobre
diversos casos de pneumonia aguda na cidade de WuHan, na provincia de Hubei, na China.
A doenca foi identificada como uma nova cepa de coronavirus e foi nomeada como COVID-
19, uma infeccdo respiratdria aguda grave, causada pelo virus SARS-CoV-2 (OPAS, 2021).

Esse virus se disseminou mundialmente com rapidez devida sua alta
transmissibilidade, obrigando a OMS a declarar o surto global de COVID-19 como uma
pandemia, em mar¢o de 2020. Desde entdo, essa pandemia ja foi responsavel por mais de
600 milhdes de casos confirmados de COVID-19, incluindo mais de 6 milhdes de mortes ao
redor do mundo (WHO, 2022).

A pandemia de COVID-19 ainda ndo esta controlada, e 0 mundo tem que lidar com
suas consequéncias. Ha inumeros casos de pacientes que contrairam a doenca e tiveram
persisténcia dos sintomas mesmo apos sua recuperacdo, segundo relatos de literatura. Foi
observado que a infecgdo passou a afetar multiplos orgaos, descrevendo uma série de
sintomas respiratorios, cardiacos, renais, neurologicos e psiquiatricos. (DESAI et al., 2022;
MEHANDRU & MERAD, 2022).

Esses sintomas prolongados da doenca, denominado como “COVID de longa
durac¢do”, “COVID longa” ou “Sindrome pds-COVID-19”, estdo sendo cada vez mais




frequentes. A medida que a pandemia do COVID-19 progride, consequentemente o nimero
de casos de pessoas com COVID longa aumentam da mesma forma, tornando-se assim uma
nova preocupacdo para satde publica mundial (BRIGHTLING & EVANS, 2022).

Este estudo retne informacgdes sobre a Sindrome po6s-COVID-19, permitindo
compreender melhor os mecanismos do virus e as consequéncias causadas no corpo humano.

MATERIAL E METODOS

Estudo de revisdo bibliogréfica, sobre a Sindrome pds-COVID-19. Para realizacdo
desta pesquisa, foi feita a busca de dados ja publicados, utilizando como fonte as seguintes
bases de dados de saude: Google Académico e National Center for Biotechnology
Information (NCBI — PubMed). Foram utilizadas as palavras-chaves em portugués e inglés:
COVID-19, COVID longa e sindrome pds-COVID-19. Ap6s o levantamento do material
foram selecionados artigos entre 0s anos de 2020 a 2022.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A OMS estimou que 10 a 20% dos pacientes com COVID-19 apresentaram sintomas
prolongados por meses apds a infeccdo. N&do se sabe ainda 0s mecanismos exatos
responsaveis pelas complicacfes p6s-COVID, mas existem alguns meios fisiopatologicos
do virus que podem ser 0s responsaveis por essas condi¢cdes em longo prazo. Apos 0 Vvirus
adentrar o copo humano e atingir o sistema imunoldgico, ocorre um processo chamado de
“tempestade inflamatoria”, no qual, ocorre a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como
IL-1 (Interleucina 1) e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral Alfa). Esse fendmeno possui um
potencial para lesionar outros érgéos e tecidos, causando assim, infec¢bes extrapulmonares
(LUSCHER, 2020; WHO, 2022).

Os casos de sintomas pos-COVID estdo crescendo constantemente, de acordo com o
estudo realizado por Sykes et al. (2021), dos 134 pacientes que atenderam os critérios de
pesquisa, 86% relataram pelo menos um sintoma persistente ap6s a infec¢do por COVID-
19. J& em um estudo de Carfi et al. (2020), de um total de 143 pacientes, foram
acompanhados-sendo que 32% apresentaram um ou dois sintomas e 55% apresentaram trés
ou mais, ap6s dois meses do inicio dos sintomas.

Apesar dos sintomas prolongados causados pela COVID-19 afetarem mudltiplos
Orgdos, as manifestacGes mais frequentes sao respiratdrias, cardiovasculares e neuroldgicas.
Os sintomas podem variar desde os mais comuns, como tosse, fadiga, dor de cabeca, perda
de memoria, dificuldade de concentracdo, distdrbios do sono, até os sintomas mais graves,
como doengas tromboembolicas venosas, miocardite, insuficiéncia cardiaca aguda, além de
ansiedade e depressdo (AHMAD et al., 2021; MIRANDA et al., 2022; MEHANDRU &
MERAD, 2022).

Muitas sequelas pulmonares de longo prazo foram relatadas ap6s a infecgdo por
COVID-19 (DESAI et al., 2022). Segundo Boutou et al. (2021), manifestacbes como
dispneia, dependéncia de ventilador, dependéncia de oxigénio, anormalidades no teste de
funcdo pulmonar (PFT) e doenca pulmonar fibrética foram relatados apds a doenca. A
dispneia é o sintoma pulmonar mais comum relatado apds a infec¢do por COVID-19 leve ou
grave, podendo persistir em 72,9% a 53% dos pacientes por aproximadamente dois meses
apos o inicio dos sintomas (GARRIGUES et al., 2020; HALPIN et al.,, 2021).
Anormalidades radiograficas também foram observadas em um numero de casos




significativos de pacientes que se recuperaram da COVID-19 (HUANG et al., 2021; VAN
GASSEL et al., 2020; ZHAO et al., 2020).

Os sintomas cardiacos sdo uma queixa comum apds a recuperagdo da COVID-19. Ha
evidéncia que a COVID longa causa lesdes cardiacas, gerando complicacfes como,
insuficiéncia cardiaca, miocardite, palpitacfes no peito, trombose e disfuncéo cardiaca. A
miocardite e arritmia sdo as complicacdes cardiovasculares mais frequentes em pacientes
que tiveram COVID-19 (SEYEDALINAGHI et al., 2020).

Através do estudo de Puntmann et al. (2020), o exame de ressonancia magnética
cardiaca (RMC) realizado em 100 pacientes recuperados da infec¢do de COVID, sendo que
67 (67%) se recuperaram em casa, enquanto 33 (33%) precisaram de hospitalizacao, resultou
em um total de 78 (78%) pacientes com uma anormalidade nas imagens de RMC, sendo que
as mais prevalentes foram a inflamacéo miocéardica detectada em 60 (60%) dos pacientes,
independente de condigOes preexistentes e a gravidade da infeccao.

As complicacdes neuroldgicas e psiquiatricas estdo entre as manifestacGes
extrapulmonares mais prevalentes da COVID, afetando mais de 30% dos pacientes (MAO
et al., 2020). Entre as manifestagdes neuropsiquiatricas, cefaleia, distdrbio do sono,
“nevoeiro cerebral”, ansiedade e depressdo, foram observadas com maior frequéncia em
pacientes que se recuperaram da doenca (AHMAD et al., 2021; ASADI-POOYA et al.,
2022; MIRANDA et al., 2022).

Para compreender melhor as consequéncias neuroldgicas do COVID-19, foi
realizada uma ampla investigacgao, feita por Crunfli et al. (2022), trata-se de um estudo
brasileiro da UNICAMP em parceria com a USP. Apds analisar o exame de ressonancia
magnética de 81 individuos diagnosticados com infeccao leve por COVID-19 e comparar
com o exame de 81 voluntarios saudaveis, foi possivel observar uma reducao na espessura
cortical exclusivamente no hemisfério esquerdo, incluindo o giro reto esquerdo, giro
temporal superior, giro sulco temporal e sulco colateral transverso posterior.

Além disso, o estudo foi composto por andlise de tecido cerebral de pessoas que
foram a 6bito por COVID-19 e de material produzido com células-tronco, e com isso, foi
possivel identificar que as células alvo do SARS-CoV-2 sdo os astrdcitos. Essas células sao
responsaveis pela sustentacdo dos neurdnios, que apds serem infectadas pelo virus causam a
disfungdo neuronal ou até a morte do neurénio (CRUNFLI et al., 2022).

Um dos fatores importantes € o perfil de pacientes mais suscetiveis a sindrome pés-
COVID-19. Alguns estudos mostram que pessoas com comorbidades tem tendéncia a
desenvolverem os sintomas da sindrome p6s-COVID-19 por um maior periodo de tempo,
como é o caso do estudo de Miranda et al. (2022), onde demonstrou que pacientes com
comorbidades como: hipertensdo arterial cronica, diabetes, cardiopatia, cancer, doenca
pulmonar obstrutiva crénica, doenca renal cronica e em fumante e/ou alcodlatra, teve a
duracdo média maior dos sintomas do que em pacientes sem comorbidades.

Em relacdo a faixa etéria, alguns estudos reforcam que pacientes com mais idade
estdo propicios a terem sintomas mais graves, levando a um periodo p6s-COVID-19 mais
longo (MIRANDA et al., 2022; SUDRE et al., 2021). Mas apesar dessa prevaléncia,
qualquer pessoa pode desenvolver a COVID longa, como também ja foi relatado em outros
estudos.

Estudos demonstram que o acometimento da COVID longa é superior em mulheres
em relagdo aos homens. De acordo com o estudo de Sykes et al. (2021), as mulheres eram
significativamente mais propensas a relatar sintomas prolongados de ansiedade, fadiga,
mialgia e disturbio do sono. Em outro estudo, Halpin et al. (2021), também apresentou essa




predominancia, 54,3% das mulheres tiveram queixas de fadiga, em comparacdo com 29,6%
dos homens.

As evidéncias de COVID longa em criancas e adolescentes séo limitadas, h& poucos
estudos sobre a frequéncia com que as criangas que contraem a COVID-19 desenvolvem a
sindrome p6s-COVID ou com que gravidade isso os afeta (RAO et al., 2022;
ZIMMERMANN et al., 2021).

Em um estudo realizado pelo Instituto Nacional do Coracdo, Pulmao e Sangue, em
inglés National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) e pela Researching COVID-19 to
Enhance Recovery (RECOVER), foi realizada uma analise nos registros de salde entre os
anos de 2020 e 2021, sendo observado que a COVID longa era incomum em pacientes com
menos de 21 anos, e o0s sintomas da sindrome podem diferir dos sintomas em adultos (RAO
etal., 2022).

Uma condicdo rara pode ser desenvolvida em criangas e adolescentes duas a seis
semanas apos a COVID-19, mesmo que ndo apresentem sintomas. A doenca é chamada de
sindrome inflamatdria multissistémica em criangas (MIS-C), essa condicdo é caracterizada
por inflamacéo em varios 6rgdos do corpo incluindo coracdo, pulmdes, rins, cérebro, pele,
olhos ou drgdos do trato gastrointestinais. A causa do MIS-C ainda ndo é conhecida
(ABDEL-HAQ et al., 2021; ALKAN et al., 2021).

CONCLUSOES

Considerada uma doenca que afeta multiplos 6rgédos, a pandemia da COVI-19 e suas
consequéncias estdo longe de serem resolvidas. Portanto, € de suma importancia estudos
mais aprofundados para poder compreender a fisiopatologia da COVID longa e com isso
criar novas estratégias para prevenir as complicacGes e ajudar no tratamento de pacientes
com sintomas persistentes recorrentes a COVID-19.
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Resumo:A hemodialise é uma terapia renal substitutiva que visa filtrar o sangue através de
uma membrana semipermeavel e assim reter os metabolitos indesejaveis, tal terapia
necessita de grandes volumes de agua que devem estar de acordo com a legislacéo vigente.
No estado de Séo Paulo ha o monitoramento de carater fiscal para garantia de que 0s servicos
de hemodidlise sigam as regulamentagdes. O objetivo do trabalho foi apresentar a evolucgéo
da hemodialise e verificar o impacto da legislacdo que dispBe a respeito das normas ao
servico prestado de hemodialise, juntamente com o programa de monitoramento da dgua de
hemodialise no Estado de S&o Paulo, e conferir a importancia deste programa ao longo dos
anos.Esta revisdo da literatura abrange artigos cientificos, livros, boletins e sites disponiveis
em bancos de dados virtuais BVS e Google Scholar. A legislacdo colabora para que o
tratamento de hemodidlise seja seguro para o paciente, porém ainda ha pontos que devem
ser avaliados e futuramente incluidos visando a salde de pacientes debilitados que
necessitam deste tratamento. O programa tem sido eficiente para elucidar a progressao das
melhorias dos servigos de didlise conferindo mais confianga aos pacientes, nota-se a
importancia para garantir o apoio as tomadas de decisdes e minimizar os riscos pertinentes
associados a hemodidlise e assim garantir segurancga aos pacientes que utilizam este recurso.

Palavras—chave: hemodialise, historico, legislacdes, programa de monitoramento

INTRODUCAO

LesBes renais sdo progressivas e irreversiveis, e sem o devido tratamento podem
ocasionar doenga renal crénica e levar a faléncia dos rins. Atualmente, terapias substitutivas
vém sendo utilizadas de acordo com o estagio da lesdo renal, sdo elas transplante renal ou a
equipe médica pode optar pela hemodialise. (NASCIMENTO; MARQUES, 2005;
VESTENA, et al., 2009).

A hemodialise possui duas formas de ser realizada, uma delas € a hemodialise
convencional, em que o sangue extraido é conduzido ao dialisador através de uma bomba,
em sequéncia sdo submetidos a solucdo de didlise que é composta por agua e sais, 0S
metabolitos presentes no sangue atravessam uma membrana semipermeavel e ficam diluidos
na solucdo de dialise, assim os metabolitos presentes no sangue séo reduzidos e 0 sangue
pode voltar a circular no paciente (ROMAO et al., 2004;: TINOCO et al., 2017).

A segunda forma é a hemodialise peritoneal, em que através de um cateter inserido
no abdome do paciente, se adiciona a solugdo de diélise na cavidade abdominal, e assim




como na diélise convencional a diferenca de pressdo faz com que os metabolitos saturados
presente no sangue difundam a membrana natural que neste caso € o peritdnio e encontrem
o dialisato que pode ser drenado (PECOITS et al., 2014). E imprescindivel seguir um
controle de qualidade rigoroso a fim de minimizar riscos além das complicaces ja esperadas
aos pacientes (MAGLIO et al., 2020). Desde 1999, o Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS)
em parceria com o Instituto Adolfo Lutz realiza o Programa de Monitoramento nos Servicos
de Didlise do Estado de S&o Paulo com o objetivo de monitorar a qualidade da agua tratada
para dialise dos Servicos de Hemodialise do Estado de S&o Paulo. No programa, sao
coletadas amostras de agua utilizadas na terapia de hemodialise e realizadas analises
microbioldgicas e fisico-quimicas de acordo com os parametros da legislacdo especifica
vigente (BRASIL, 2022).

O aumento de pacientes portadores de DRC grave e a dificuldade para encontrar um
rim disponivel e compativel para realizacdo de transplante, contribuem para uma maior
indicacdo por parte da equipe médica para a realizacdo da terapia de hemodilise. Desta
forma, o estudo da evolucdo da terapia de hemodialise, das legislacbes e do Programa de
Monitoramento nos Servigos de Didlise do Estado de S&o Paulo contribui para a criacéo de
Politicas Publicas e para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes com DRC.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma revisdo da literatura abrangendo artigos cientificos, livros, boletins
e sites disponiveis em bancos de dados virtuais BVS e Google Scholar. Foram utilizados 0s
descritores: “hemodialise”, “vigilancia” e “legislacdo”. Deste modo os critérios de inclusdo
foram artigos que relatem marcos historico da hemodialise, bem como as legislacdes
vigentes e que ressaltem a importancia da gestdo de qualidade nos servigos de dialise.
Artigos nao relacionados ao tema ndo foram incluidos para avaliacdo. Apds selecao e analise
dos artigos, os dados foram comparados de acordo com os objetivos sugeridos neste estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Portaria de n° 2.042 foi a primeira legislacdo que estabeleceu o regulamento
técnico para o funcionamento dos servicos de hemodialise e cadastro para junto ao SUS.
Nesta legislacéo, os parametros microbioldgicos e fisico-quimicos receberam maior atengéo
além de exigéncias especificas aos dialisadores (BRASIL, 1996).

Na Portaria n® 82 de 03 de janeiro de 2000, passou a ser permitido o tamponamento
dos dialisadores também com acetato e sua descontaminacdo com menor frequéncia. O
dialisador poderia ser utilizado até 12 vezes para 0 mesmo paciente ou até 20 vezes quando
utilizada a maquina automatica que teste a integridade das fibras. Foi incluida a
quantificacdo de cloro residual livre com o limite maximo de 0,2 mg/L (BRASIL, 2000).

A RDC n° 154 de 15 de junho de 2004 exigia que o tamponamento dos dialisadores
fosse somente por bicarbonato de sodio. Os metais berilio, talio e antimdnio foram inclusos
aos parametros fisico-quimicos e também a unidade de medida da endotoxina foi alterada de
1pg/mL para 2 EU/mL (BRASIL, 2004).

A legislacéo vigente até 0 momento, RDC n° 11 de 13 de margo de 2014, mudou a
quantificacédo de cloro residual livre para fontes alternativas como agua de pocos, é permitido




deteccdo maior que 0,5 mg/L, mas para fonte de rede publica permanece 0,2 mg/L. Também
houve alteracdo nos limites maximos permitidos de endotoxina que foi reduzido para 0,25
EU/mL e a quantificacdo maxima de bactérias heterotroficas permitida diminuiu para 100
UFC/mL (BRASIL, 2014).

Em 2007, 80% das amostras analisadas apresentaram valores insatisfatorios para os
ensaios de bactérias heterotroficas, endotoxina bacteriana, sodio, potassio, magnésio, calcio,
cromo, arsénio, aluminio, fluoretos, nitratos e condutividade contribuindo para que o
programa de monitoramento da agua tratada para didlise permanecesse (BRASIL, 2004;
MARCATTO et al., 2008).

Em 2008, 155 clinicas estavam cadastradas e somente 38,7% apresentaram
resultados ndo conformes. No ano de 2009, 28,7% dos servi¢cos de hemodialise cadastrados
apresentaram resultados ndo conformes (ALMODOVAR et al., 2018; BUZZO et al., 2010).
Em 2010 somente 19% dos servicos de hemodialise precisaram de recoleta. Em 2011, 83,3%
dos servicos de didlise apresentaram resultados satisfatérios, no ano seguinte houve um
pequeno decréscimo de 82,7% de resultados ndo conformes, porém em 2013, 87,4%
apresentaram resultado em conformidade com a legislagéo vigente (ALMODOVAR et al.,
2018).

Em 2014, as amostras foram descartadas por seis meses, pois 0s servigos de
hemodialise estavam em periodo de adequacdo da nova RDC n° 154 de 13 de marco de 2014,
e das amostras coletadas apos alteracdo da legislacdo vigente, somente 9% das amostras
apresentaram pardmetros ndo conformes, porém em 2015 e 2016 a quantia de amostras com
parametros insatisfatorios aumentou para 17% e 21% respectivamente. Além da alteracdo
da legislacdo, a crise hidrica que Sao Paulo sofreu nos anos de 2014 e 2015 também pode
ter contribuido para uma diminuicdo da qualidade da &gua utilizada em servicos de salde
(ALMODOVAR et al., 2018; BUZZO et al., 2010; BRASIL, 2014)

A Resolucdo RDC n° 11 de 13 de margo de 2014 também alterou o0 nimero de coletas
de carater fiscal, de duas coletas para quatro coletas quando o servico de hemodialise
apresentasse resultado insatisfatorio. Em 2015, 17% dos resultados estavam insatisfatdrios
na quarta recoleta (ALMODOVAR et al., 2018; HILINSKI, 2019).

CONCLUSOES

Devido a tragédia ocorrida em 1996 em Caruaru — PE, em que diversos pacientes de
hemodialise vieram a Obito devido a infeccdo na &gua utilizada para hemodidlise, foi
verificada a necessidade de uma legislacdo especifica para regulamentar os servicos de
hemodialise. Ao longo dos anos a legislacdo passou por modificacdes e tornou-se cada vez
mais rigorosa. Porém, sem o programa de monitoramento da agua tratada para hemodialise
ndo haveria como conferir se os servicos de hemodidlise estdo dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislacdo vigente. Verifica-se que o programa é imprescindivel para que
haja um monitoramento eficaz e um acompanhamento direto do CVS para que 0s servigos
de dialise mantenham os resultados satisfatorios contribuindo para o bem estar do paciente.

A legislagdo impde que o tratamento de hemodialise seja 0 mais seguro possivel para
0 paciente, mas ainda ha parametros que podem ser inclusos na legislagdo uma vez que pela
Farmacopeia Brasileira restringe a presenca de Pseudomonas aeruginosa em agua ultrapura.
Em agua de dialise este parametro ndo esta incluso e este microrganismo pode ser facilmente
encontrado em sistema de tratamento de hemodialise (Farmacopeia Brasileira, 2022;
AQUILINO et al., 2010). Além disso, o Brasil possui proporcdo continental e cada regido




detém sua peculiaridade, deste modo deveria ser avaliado o risco pela contaminacéo de todos
0s metais pesados e ndo somente alguns.

O monitoramento da agua tratada para hemodialise possui importancia e eficiéncia a
fim de garantir apoio a tomada de decisdes, minimizar riscos associados a hemodialise, além
de fiscalizar a qualidade do servico prestado e assim garantir a seguranca aos pacientes que
utilizam este recurso.
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RESUMO

Introducdo: As arboviroses e leptospirose estdo amplamente distribuidas nas regides
tropicais sendo consideradas doengas negligenciadas de extrema importancia em satde
publica. Estes agravos apresentam sintomatologia e sazonalidade semelhantes, o que
dificulta seu diagndstico, diferenciacdo e tratamento. Objetivo: investigar a presenca dos
arbovirus dengue, zika e chikungunya em amostras suspeitas para dengue e leptospirose
recebidas no Instituto Adolfo Lutz de Sao José do Rio Preto no periodo de abril a setembro
de 2022. Material e métodos: foram analisadas 100 amostras de pacientes residentes na
regido de Sao José do Rio Preto, sendo 81 suspeitas para sorologia de dengue e 19 suspeitas
para sorologia de leptospirose. Investigou-se a presenca dos arbovirus CHIKV, DENV e
ZIKV por qPCR. Resultados: O sorotipo 1 de dengue foi detectado em 2 amostras (2%),
sendo duas criancas do sexo masculino. Do total de amostras, 53% eram do género
masculino e 47% feminino. Quanto a idade, 13% menores de doze anos, 38% de doze a trinta
anos, 37% de trinta a sessenta anos ¢ 12% maiores de sessenta anos. Adicionalmente, 77 das
81 amostras negativas para dengue foram testadas para leptospirose pela técnica de ELISA
e duas amostras apresentaram resultados positivos para I[gM. Conclusdo: O percentual de
positividade encontrada para os arbovirus foi baixo, possivelmente pelo periodo do estudo.
Apenas o DENV-1 foi detectado. Houve deteccao de IgM para leptospirose em duas
amostras com suspeita e negativas para dengue. No entanto, testes adicionais para
confirmacao deste resultado serdo necessarios.

Palavras-chave: Arboviroses, Dengue, Leptospirose.

INTRODUCAO

As epidemias causadas por arbovirus na ultima década demonstraram que estes
continuam apresentando-se como uma ameaca a saide humana e animal em escala global.
As arboviroses apresentam ampla distribuicdo geografica, abrangendo todos os continentes,
predominando nos tropicos, onde os surtos dessas doengas tendem a ser mais comuns por
apresentarem condigdes climaticas mais favoraveis aos ciclos de transmissao. !

O Brasil ¢ responsavel pela maioria das notificagdes anuais de dengue no mundo, e
vem enfrentando diversos surtos relacionados a outras arboviroses, como chikungunya, zika
e febre amarela.”

Outro agravo de importancia em Satde Publica ¢ a leptospirose, uma zoonose de
expressiva importancia na América do Sul, principalmente no Brasil, devido ao clima




tropical imido. E uma doenca negligenciada em muitos paises, sendo na maioria das vezes
subnotificada devido a sua semelhanca sintomatologica com outras doengas, principalmente
em paises com crescimento urbano exacerbado e descontrolado, em que a situagdo
socioecondmica e sanitaria do pais é precéria.’

O diagnostico clinico das arboviroses pode ser confundindo com outras patologias
como a leptospirose devido a sintomatologia semelhante, por isso, ¢ importante e pertinente
que esta vigilancia de arbovirus seja realizada ndo somente nas amostras negativas para
dengue, mas também em amostras de casos suspeitos de leptospirose, uma importante
zoonose de notificacdo compulsoria, cujo diagnostico também ¢ realizado pelo Instituto
Adolfo Lutz de Sao José do Rio Preto. Assim, o objetivo do estudo foi investigar a presenca
dos arbovirus virus do dengue (DENV), virus zika (ZIKV) e virus chikungunya (CHIKV)
em amostras suspeitas para dengue e leptospirose recebidas no Instituto Adolfo Lutz de Sao
José do Rio Preto no periodo de abril a setembro de 2022.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 81 amostras de soro de pacientes com suspeita de dengue nos meses
de agosto e setembro e 19 amostras com suspeita de leptospirose nos meses de abril a
setembro de 2022. As amostras estdo armazenadas no Instituto Adolfo Lutz de Sao José do
Rio Preto (SP) e sdo provenientes de pacientes oriundos de cidades pertencentes a regido do
Departamento Regional de Saude-XV (DRS-XV). O kit comercial de ELISA utilizado na
rotina foi o Panbio Leptospira [gM ELISA da marca Abbott para triagem de leptospirose. A
extracdo do RNA foi realizada com o Qiamp Viral RNA Kit (QIAGEN Inc.,USA), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Para a detec¢do do RNA do ZIKV foram utilizados
primers e protocolo de Lanciotti e colaboradores (2008) e para a deteccdo do CHIKV o
protocolo de Lanciotti e colaboradores (2007). Em ambas as reagdes foi adicionado um
controle interno da qualidade, RNAse P humana como controle endégeno, conforme
protocolo estabelecido pelo CDC (WHO/CDC, 2009). Para a detec¢cdo do RNA dos quatro
sorotipos de DENV foram utilizados primers e protocolo do multiplex qPCR segundo
Lanciotti e colaboradores (2005). Foi adicionado um controle interno da qualidade, RNAse
P humana como controle enddgeno, conforme protocolo estabelecido pelo CDC
(WHO/CDC, 2009). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz
(CAAE: 89374718.0.0000.0059).

RESULTADOS

Das 100 amostras de soro analisadas, duas foram positivas para DENV sorotipo-1
(DENV-1), ambas do género masculino e com idade inferior a doze anos. Do total de
amostras, 53% eram do género masculino e 47% feminino. Quanto a idade, 13% menores
de doze anos com predominio do género masculino, 38% de doze a trinta anos, 37% de trinta
a sessenta anos e 12% maiores de sessenta anos com predominio do género feminino (Figura
1). Entre doze e 60 anos nao houve diferenca significativa entre os géneros.

Figura 1. Diferencas entre género e idade nas amostras de soro analisadas
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As amostras analisadas foram provenientes dos seguintes municipios: Sao Jos¢ do
Rio Preto (77%), Jales (12%), Catanduva (3%) e Votuporanga (8%). Em sua maioria, as
amostras foram coletas com até trés dias do inicio dos sintomas, no entanto, 18% dessas
amostras foram coletadas com mais de quatro dias de sintomas. Também foram realizados
testes de IgM ELISA para leptospirose em 77 das 81 amostras negativas para dengue. Destas,
duas amostras apresentaram resultado positivo para IgM de leptospirose.

DISCUSSAO

Por conta do clima tropical imido do Brasil somado ao crescimento urbano exacerbado
e falta de infraestrutura, o vetor das arboviroses dengue, zika e chikungunya, a fémea do
mosquito Aedes aegypti, cresce e se estabelece em qualquer ambiente propicio para sua
proliferagdo, tornando-se o fator principal a ser combatido para efetivar o controle dessas
enfermidades. Epidemiologicamente, essas sdo as arboviroses predominantes no pais e
atualmente o seu crescimento € proveniente da negligéncia na atual pandemia de SarsCoV-
2 com a grande possibilidade de subnotificagdo por questdes de semelhanca em
sintomatologia, tendo uma queda nas notificagdes no periodo onde normalmente ¢ visto um
aumento nos casos.>*

No presente estudo foram investigadas a presenca de DENV, ZIKV e CHIKV em
100 amostras, sendo 81 de pacientes com sorologia negativa para dengue e 19 com sorologia
negativa para leptospirose, por meio de ensaios de biologia molecular. O DENV-1 foi
detectado em duas amostras, sendo dois meninos de 6 ¢ 12 anos. As criancas acabam se
tornando mais suscetiveis a serem infectadas devido sua rotina de vivéncia com outras
criangas em espagos abertos, como parques € na propria escola, onde acabam por nao tomar
as medidas profilaticas regularmente, como o uso do repelente.’

Em Sdo José do Rio Preto essas arboviroses sdo endémicas, sendo a dengue
considerada hiperendémica na cidade,® com circulagdo dos 4 sorotipos ja detectados.? Em
nosso estudo apenas o DENV-1 foi encontrado. Este achado estd em consonancia que as
demais regides do Estado, nas quais 0 DENV-1 também foi predominante.?’

Devido as andlises das amostras negativas para dengue terem sido realizadas com
amostras dos meses de agosto e setembro ¢ compreensivel que a taxa de positividade seja
baixa, levando em consideracdo que a sazonalidade da doenga se inicia normalmente no més
de janeiro e vai até junho, e na regido de Sao José do Rio Preto costuma aumentar o nivel de
pluviosidade nos meses de setembro e outubro, seguindo o padrdo desde 2014 com esse
aumento nos respectivos meses, conforme disponibilizado pela SeSMAE de Sao José do Rio
Preto.?’

Outro importante agravo investigado neste estudo foi a leptospirose, uma doenga com
alta incidéncia, em média 13.000 notificagdes anuais com 3.500 confirmagdes e alta taxa de
letalidade.'® A leptospirose apresenta sintomatologia semelhante as arbovirose, tanto pela
sintomatologia quanto pela sazonalidade. H4 ainda diversos relatos de coinfeccao dengue e
leptospirose, o que dificulta o diagndstico e o tratamento correto dos pacientes,!!»1%13:1415

Em nosso estudo, das 77 amostras negativas para dengue testadas para leptospirose,
duas apresentaram resultado positivo para IgM. No entanto, apesar da importancia deste
achado, cabe ressaltar que testes adicionais para confirmagdo deste resultado serao
necessarios.

CONCLUSAO
Pode se concluir que a positividade encontrada para os arbovirus foi baixa,
possivelmente pelo periodo do estudo. Apenas o DENV-1 foi detectado. Houve detec¢ao de




IgM para leptospirose em duas amostras com suspeita e negativas para dengue. No entanto,
testes adicionais para confirmacgdo deste resultado serdao necessarios.

Considerando os dados apresentados pelas Secretarias Municipal e Estadual de Satide
somados aos resultados encontrados neste trabalho ¢ inegavel a necessidade de conscientizar
a populacdo sobre estes agravos e os cuidados contra o vetor Aedes aegypti, considerando
que os agravos estudados sdo endémicos na regiao.
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Resumo: Detergentes sdo produtos saneantes destinados a limpeza de superficies ou tecidos,
alguns deles possuem enzimas melhorando a eficicia sobre matéria orgénica. Em suas
formulacGes possuem pelo menos uma enzima proteolitica, podendo ser acrescida de outra
enzima, por exemplo, a amilase. A maior parte dos detergentes enzimaticos exige diluicéo,
que se nado respeitada, ou caso a solucdo ndo seja utilizada dentro do prazo, a eficacia do
detergente pode ser afetada. Este trabalho teve como objetivo estudar a estabilidade da
atividade enzimatica proteolitica e amilolitica de detergentes enzimaticos, diluidos conforme
indicacdo do fabricante. O método analitico para determinacdo enzimaética foi conduzido
conforme preconiza a RDC n° 703/2022, que dispde sobre detergentes enzimaticos de uso
hospitalar. A atividade proteolitica das amostras se demonstrou estavel durante as primeiras
4 (quatro) horas apdés a diluicdo do produto. Apos 24 horas, um dos produtos apresentou
diminuicdo expressiva da atividade proteolitica, enquanto para o outro, o decréscimo mais
acentuado ocorreu em 72 horas. Quanto a atividade amilolitica, houve aumento em 4 (quatro)
horas apds diluicdo e ap6s 24 horas a mesma cessou, em ambos 0s produtos. Essa variacao
pode comprometer a eficacia do detergente e aponta a importancia da informacédo que consta
no rétulo, pode também comprometer o resultado de testes analiticos dependendo do tempo
entre a diluicdo da amostra e a execucdo do ensaio.

Palavras—chave: Detergentes enzimaticos; Ensaios Enzimaticos; Estabilidade Enzimatica




INTRODUCAO

A Legislacao Brasileira define como produto saneante a substancia ou preparagédo
destinada a superficies inanimadas, tecidos e ambientes com finalidade de limpeza,
desinfeccdo, desinfestacdo, desinfeccdo de agua e alimentos para o consumo humano
(ANVISA, 2012). A vigilancia de saneantes tem grande importancia para conter riscos
causados por saneantes, principalmente para os profissionais de saude, que estdo em
frequente exposicao a esses produtos pela limpeza e desinfecgdo constante de superficies,
materiais e equipamentos (SANTOS et al., 2011). Detergentes sdo destinados a limpeza de
superficies e tecidos (BRASIL, 2022). Os detergentes que possuem enzimas em sua
formulacdo podem ser considerados mais eficientes sobre a matéria organica que 0s
detergentes comuns (LOPES, 2009).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 703 de 2022 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) dispde sobre os detergentes enziméticos de uso restrito em
estabelecimentos de assisténcia a salde com indicacao para limpeza de dispositivos médicos.
Produto que possui em sua formulagdo um tensoativo e pelo menos uma enzima proteolitica,
podendo ser acrescida uma enzima amilolitica, e outros componentes de sua formulacéo, e
tem como objetivo remover a sujidade clinica e evitar a formacdo de compostos nas
superficies de dispositivos (BRASIL, 2022).

Dispositivos medicos podem se transformar em reservatorios ou fontes de
microrganismos, em decorréncia de praticas inadequadas de limpeza, e assim causar
infeccdo hospitalar em pacientes expostos (CENTURION, 2017).

A maior parte dos detergentes enzimaticos exige preparo de diluicdo para sua
aplicacdo. Caso ndo seja preparado corretamente, ou ndo seja respeitada a validade da
solucdo preparada, a eficacia do detergente enzimatico pode ser impactada.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade de detergentes enzimaticos de
uso hospitalar, através da determinacdo do periodo em que se apresenta a atividade
proteolitica e amilolitica ap6s reacdo enzimatica.

MATERIAL E METODOS

O método de anélise seguiu os ensaios analiticos descritos pela RDC n° 703 de 2022.

Para a atividade proteolitica foram utilizados os reagentes: solucéo tampéo tris-HCI
0,05 M, azocaseina 2% (m/v) e acido tricloroacético (TCA) 20% (m/v). E os equipamentos:
banho termostatico Solab Cientifica®, centrifuga para microtubos Quimis® e
espectrofotometro UV/VIS Genesy S Thermo Scientific®.

Para a atividade amilolitica foram utilizados os reagentes: DNS (3,5-
dinitrosalicilico), solucdo tampdo citrato, solucdo de amido 1% (m/v) e solugdo de glicose
1% (m/v). E os equipamentos: banho termostatico Solab Cientifica®, vortex Fisherbrand®
e espectrofotdometro UV/VIS Genesy S Thermo Scientific®.

Os produtos analisadas fazem parte do Programa de Monitoramento Analitico Pés-
Mercado de Saneantes de Uso Hospitalar, programa proposto pela ANVISA, do qual o
Instituto Adolfo Lutz participa por meio do Nucleo de Ensaios Fisicos e Quimicos em
Cosmeéticos e Saneantes, a fim de monitorar a qualidade de saneantes hospitalares, incluindo
detergentes enzimaticos. A diluicdo dos dois produtos se deu conforme as instru¢fes no
rotulo gerando duas amostras distintas (amostra 1 e amostra 2).

O ensaio de atividade proteolitica foi realizado em quadruplicata, com um branco
para cada replicata. Para a amostra, em microtubos foram adicionados 200 pL de tampé&o




tris-HCI 0,05 M e 100 pL de azocaseina 2% (m/v). Para preparar o branco, foram
adicionados 800 uL de TCA 20% (m/v) junto ao tampdo e azocaseina. Os tubos foram
incubados em banho termostéatico a 40 £ 1°C por 2 minutos. Foram adicionados 100 pL de
amostra em cada um dos microtubos, incubando-os por mais 15 minutos, a mesma
temperatura. Passados 15 minutos, foram adicionados 800 pL de TCA nos microtubos da
amostra. Em seguida, foram centrifugados a 6000 rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes
foram recolhidos em cubetas e procedeu-se a analise em espectrofotdmetro (A=400 nm).
Para zerar o equipamento foi utilizado tampéo tris-HCl 0,05 M. As amostras foram
analisadas imediatamente no tempo 0 (zero) e em tempos de 15 minutos apds a primeira
leitura, 30 min, 1 (uma) hora, 2 (duas) horas, 3 (trés) horas e 4 (quatro) horas. Foi realizado
um segundo ensaio para leitura de 24 horas apds tempo 0 (zero). A amostra 2 foi analisada
nos mesmos intervalos de tempo que a amostra 1, mas foi realizado um segundo ensaio para
outra leitura em 4 (quatro) horas, e um terceiro ensaio para leitura em 72 horas.

Para 0 ensaio da atividade amilolitica foram realizados trés ensaios para cada
amostra. Foi confeccionada uma curva analitica para cada dia de ensaio. Os dados de preparo
das solucgdes de calibragédo séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores para construgdo da curva analitica de glicose

Tubo n°® Volume da solucéo Volume do tampéao Concentracao final de

de glicose (uL) (L) glicose (umol mL?)

0 0 600 0,000

1 20 580 0,06515
2 40 560 0,1303
3 60 540 0,1954
4 80 520 0,2609
5 100 500 0,3257
6 120 480 0,3909
7 140 460 0,4560

Fonte: RDC n° 703 de 2022

Os tubos da curva analitica foram fervidos em banho-maria por 5 minutos.
Adicionou-se 1,5 mL de DNS e 15 mL de agua ultrapura. Foram agitados em vortex e
analisados em espectrofotometro (A=550 nm).

Os ensaios da atividade amilolitica foram realizados em quadruplicata, realizando
um branco de amostra para cada e mais um branco do equipamento. Para a amostra, foram
adicionados em tubos 300 pL de tampéo citrato mais 200 pL da solucdo de amido. Para 0s
brancos da amostra foram adicionados 500 pL de tampd&o citrato em cada tubo. E para o tubo
do branco do equipamento foram adicionados 400 pL de tampéo e 200 pL da solucdo de
amido. Os tubos foram levados a banho-termostatico a 40° + 1°C por 2 minutos. A seguir,
foram adicionados 100 uL de amostra em cada um dos tubos, com excec¢do do tubo do branco
do equipamento. As amostras ficaram no banho por mais 30 minutos. Foram adicionados
1,5 mL de DNS em todos os tubos, sendo levados para fervura por 5 minutos. Apos
resfriados a temperatura ambiente, foram adicionados 15 mL de &gua ultrapura em cada tubo
e agitados em vértex. Foram analisados em espectrofotdbmetro (A=550 nm). A leitura foi
realizada nos tempos 0 (zero) e em tempos de 15 minutos apos a primeira leitura, 30 min, 1
(uma) hora, 2 (duas) horas, 3 (trés) horas e 4 (quatro) horas e 24 horas. As leituras foram
feitas utilizando a mesma reacéo, com excecdo da leitura de: 4 (quatro) horas, em que foram
realizadas duas leituras, uma com a mesma reacdo das anteriores e outra apds novo ensaio;
e 24 horas, em que foi realizada ap6s novo ensaio utilizando a mesma amostra preparada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade proteolitica da amostra 1 se demonstrou estavel durante as primeiras 4
(quatro) horas apos reacdo enzimatica. Apds diluicdo a atividade proteolitica diminuiu
consideravelmente em 24 horas, como indicado na Figura 1, considerando a média dos
valores dos preparos.
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Figura 1 — Atividade proteolitica da amostra 1

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

A atividade proteolitica da amostra 2 teve comportamento parecido com a amostra
1. As leituras de 4 (quatro) horas apds tempo 0 (zero) tiveram valores parecidos, mesmo com
nova reacdo. Ja a analise ap6s 72 horas, apresentou decaimento na atividade proteolitica,
como indicado na Figura 2, considerando a média dos resultados.
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Figura 2 — Atividade proteolitica da amostra 2

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Proteases sdo suscetiveis a degradacdo, oxidacdo e desnaturacdo. Essas enzimas
também podem catalisar a degradacdo de outros componentes da formulacéo dos detergentes
(VALLS et al., 2011). Além da formulacao, o pH e a temperatura também podem interferir
na atividade proteolitica. De acordo com um estudo feito por Lopes (2012), foi verificado
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gue detergentes enzimaticos com baixas atividades proteoliticas ndo apresentaram eficiéncia
na limpeza.

A atividade amilolitica da amostra 1 e 2 tiveram comportamento parecido. Durante
as primeiras 4 (quatro) horas ap6s reacéo enzimatica, a atividade amilolitica aparentou estar
estavel com pequeno aumento no valor. Entretanto, quando realizada a segunda reacéo, 4
(quatro) horas apés a leitura no tempo 0, o valor da atividade amilolitica aumentou
consideravelmente. A leitura de 24 horas foi realizada utilizando a mesma amostra diluida
para o primeiro e segundo ensaio, e obteve-se resultado negativo, o que é considerado zero.
A Figura 3 apresenta a atividade amilolitica das amostras pelo tempo de leituras,
considerando a média dos resultados.
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Figura 3 — Atividade amilolitica das amostras

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

A elevacdo da atividade enzimatica para leitura de 4 (quatro) horas pode ser explicada
pelas varidveis intrinsecas do método, mas o mais provavel é o fato de ter sido feita nova
reacao. Apos 24 horas de uma solucdo previamente diluida ndo se encontra mais atividade
enzimatica.

A atividade proteolitica das amostras se demonstrou estavel durante as primeiras 4
(quatro) horas apdés a diluicdo do produto. Ap6s 24 horas e 72 horas houve diminui¢do da
atividade proteolitica. Quanto a atividade amilolitica, houve aumento em 4 (quatro) horas
apos diluicdo e apds 24 horas as amostras ndo apresentavam mais atividade amilolitica.

CONCLUSOES

A variagdo da atividade enzimética pode comprometer a eficdcia do produto,
consequentemente a capacidade de limpeza de dispositivos médicos. Para os produtos
testados, a atividade proteolitica se demonstrou estavel durante as primeiras 4 (quatro) horas
apos a diluicdo do produto. Apos 24 horas (amostra 1) e 72 horas (amostra 2) houve
diminuicdo da atividade proteolitica. Quanto a atividade amilolitica, houve aumento em 4
(quatro) horas ap0s diluicéo e ap6s 24 horas ndo havia mais atividade amilolitica para ambos
0S produtos.
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Estes resultados contribuem para demonstrar a relevancia do cuidado na utilizagdo e
preparo destes detergentes enzimaticos, e de conter a informacdo de uso imediato ap0os
diluicdo, como consta na legislacédo vigente.

REFERENCIAS

1. ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Orientacdes para o0s
consumidores de saneantes. (2012).

2. SANTOS, J. A. T. et al. Gravidade de intoxicagdes por saneantes clandestinos.
Florianopolis. Texto & Contexto — Enfermagem, v. 20, n. spe, p. 247-254, 2011. DOI
https://doi.org/10.1590/S0104-07072011000500031. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/tce/a/lhZ6zPNCC8NgtLJYN7XDcN9Ix/?lang=pt. Acesso em: 19 set.
2022.

3. BRASIL. Resolucédo (RDC) n° 703, de 16 de maio de 2022. DispGe sobre detergentes
enzimaticos de uso restrito em estabelecimentos de assisténcia a satde com indicagéo para
limpeza de dispositivos médicos. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil,
Poder Executivo. Brasilia, DF, 2022,

4. LOPES, L. S. Otimizacdo da determinacdo de atividade enzimatica como
metodologia para avaliacdo em detergentes enzimdticos de uso restrito em
estabelecimentos de assisténcia a saude. 2009. 58f. Monografia (Especializacdo em
Controle da Qualidade de Produtos, Ambientes e Servigos vinculados a Vigilancia
Sanitéria.) — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 2009.

5. CENTURION, M. P. B. Estudo da lipase em detergentes enzimaticos de uso restrito
em estabelecimentos de assisténcia a satude. RJ. 2017. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em
Vigilancia Sanitéria) — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde da Fundacéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2017.

6. VALLS, C. et al. Characterization of the Protease Activity of Detergents Laboratory
Practicals for Studying the Protease Profile and Activity of VVarious Commercial Detergents.
Espanha. Biochemistry And Molecular Biology Education, v. 39, n. 4, p. 280-290, 2011.
DOI https://doi.org/10.1002/bmb.20488. Disponivel em:
https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bmb.20488. Acesso em: 27 out. 2022.

7. LOPES, L. S. Estudo da atividade proteolitica e desempenho de detergentes
enzimaticos de uso restrito em estabelecimentos de assisténcia a saude. RJ. 2012. 109 f.
Dissertacdo (Mestrado em Vigilancia Sanitaria) — Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Sadde da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2012,

103



Capitulo 16
Doi.org/10.53934/9786599965821-16

AVALIACAO DO PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE MENINGITE EM
TRES PRINCIPAIS REGIOES METROPOLITANAS DA
MACROMETROPOLE PAULISTA — SAO PAULO, BAIXADA SANTISTA
E CAMPINAS, 2017 A 2021

Tiffany Matias Gongalves!, Andrea Gobetti Coelho Bombonatte?.

'Estudante do Curso de Especializacio em Vigilancia Epidemioldgica em Satide Publica —
IAL; tiffany.matias.tm@gmail.com
2Docente/Pesquisador do Depto de Tuberculose e Micobacterioses — CLR Santos — IAL.

Resumo: Devido a sua alta morbimortalidade, a meningite representa um importante
problema de satide publica. E considerada endémica no Brasil, com alta taxa de notificacdo
em paises em desenvolvimento, diretamente relacionada a fatores socioecondmicos,
condicdes basicas de salde instaveis e concentracdo populacional. A ocorréncia de surtos
episodicos esta associada principalmente as populagdes mais pobres devido a grande
concentracdo de pessoas no mesmo espaco/tempo, habitacdes mal ventiladas e grande
ndmero de pessoas por dormitério. O presente estudo propds identificar o perfil
epidemioldgico de meningite entre os anos de 2017 e 2021 nas trés principais regides
metropolitanas da macro metropole paulista — Baixada Santista, Campinas e Sdo Paulo
analisando as variaveis etiologia, sexo, faixa etaria e grau de escolaridade. Trata-se de um
estudo transversal descritivo retrospectivo baseado na anélise de bancos de dados obtidos a
partir do Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN), disponibilizados pelo
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Sadde (DataSUS). Dados demonstram
gue a meningite asséptica foi a etiologia com maior predominancia, apresentando 66,20%
(n=8.386) dos casos notificados, o0 sexo masculino foi 0 mais afetado com 56,58% (n=7.168),
sendo a faixa etaria de 1-4 anos com 22,81% (n=2.890) a mais acometida. Em relacdo ao
grau de escolaridade, a doenca atingiu mais a populacdo com ensino médio completo com
quase 35% nas trés regides analisadas. O perfil epidemioldgico demonstrou-se semelhante
sem diferencas expressivas entre si nas trés regides estudadas. E importante que a notificagao
compulsoéria seja realizada corretamente, para que ndo haja subnotificacdo dos casos de
meningite, contribuindo para que a vigilancia epidemioldgica tenha subsidios necessarios
para tomada de decisdo, aprimorar o manejo clinico do paciente, bem como acdes de
educacdo em saude voltadas para a prevencdo, além de melhorar a qualidade de vida da
populacdo e reduzir a mortalidade e morbidade.

Palavras-chave: MENINGITE; DOENCA MENINGOCOCICA,; PERFIL
EPIDEMIOLOGICO; METROPOLES PAULISTAS.

INTRODUCAO

A meningite € uma doenca cuja patogénese inclui um processo inflamatorio das
meninges (aracnoide, pia-mater e dura-mater) e liquido cefalorraquidiano (LCR) afetando o
sistema nervoso central (SNC), podendo ser causado por processo infeccioso ou néo
infeccioso (ZUETER; ZAITER, 2015; DAZZI; ZATTI; BALDISSERA, 2014; TUNKEL;
SCHELD, 1993).
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Devido ao seu carater endémico e alta incidéncia em criangas, a meningite é
considerada uma doenca de grande importancia pablica. De acordo com o Catalogo Nacional
de Notificagdes Compulsérias do Ministério da Salde, a Portaria n® 204 de 2016, a doenca
estd na lista dos agravos de notificacdo compulséria, que deve ser declarada por meio do
SINAN (LIMA, 2017).

Embora a meningite causada por outras bactérias (MB) tenha se mantido como a
principal causa de morte nos ultimos anos, dados do DataSUS mostram que a meningite
asséptics € a mais prevalente no Brasil, afetando principalmente homens, adultos de 20 a 39
anos e criangas de 1 a 4 anos, com niveis de escolaridade apresentando ensino fundamental
completo e incompleto (MACEDO JUNIOR; NICOLETTI; SANTOS, 2021).

Fatores como zona de residéncia, acesso a educacdo e indices socioecondmicos
podem influenciar no agente etioldgico da doenca devido a condi¢Bes como a falta de acesso
a itens basicos de higiene e saneamento basico (SILVA et al., 2020).

A intrincada epidemiologia da meningite € ilustrada pelas diferencas na incidéncia
entre faixas etérias, sexos e condi¢des socioecondmicas. Esse quadro epidemioldgico
complexo demonstra a tendéncia dos patogenos ambientais em interferir no
desenvolvimento da patogénese. Dessa forma, compreender a distribuic¢do, os subtipos e as
caracteristicas dos acometidos pode ajudar a esclarecer algumas davidas sobre
epidemiologia, etiologia ambiental, eficicia da implementacdo de politicas publicas e outros
fatores relacionados a vigilancia em saude.

Diante da relevancia de se conhecer a incidéncia das meningites e o perfil
epidemioldégico do agravo em determinadas regides do Brasil, a fim de entender o
comportamento da doenga em grandes aglomerados populacionais, o presente estudo buscou
identificar o comportamento da patologia entre os anos de 2017 e 2021 em trés em trés
regides metropolitanas da macrometrépole paulista.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa de carater transversal descritivo retrospectivo baseado na
andlise do banco de dados da plataforma do DataSUS, tendo como critério de inclusdo os
casos positivos da doenca entre os anos de 2017 e 2021 nas regides escolhidas.

Os casos foram selecionados nas informacbes de salde epidemiolégicas e
morbidade, dentro do grupo de Doencas e Agravos de Notificacdo no periodo de 2017 a
2021 (SINAN). Dado este passo, foi escolhida a opcdo Meningite e como abrangéncia
geografica o estado de Sdo Paulo e a regido de saude de notificacdo — Regido metropolitana
da Baixada Santista, Campinas e Sdo Paulo - sendo analisada as seguintes varidveis: analise
de frequéncia da etiologia da doenga, frequéncia por sexo das pessoas acometidas,
frequéncia pela categoria de faixa etéaria e grau de escolaridade das pessoas infectadas. A
base de dados utiliza a seguinte classificacdo das etiologias: Meningite Meningocdcica
(MM); Meningococcemia (MMCC); Meningite meningocdcica + meningococcemia
(MM+MMCC); Meningite Tuberculosa (MTBC); Meningite causada por outras bactérias
(MB); Meningite ndo especificada (MNE); Meningite Asséptica (MV); Meningite de outra
etiologia (MOE); Meningite causada pela presenca de Hemofilo (MH); Meningite causada
por Pneumococos (MP) (SAO PAULO, 2001).

Os dados obtidos a partir do aplicativo TABNET foram tabulados em planilhas do
Microsoft 365 Excel ® para posterior uso na confeccdo dos gréficos e anlises estatisticas
através do software GraphPad. Por se tratar de dados secundarios de um banco de dominio
publico, ndo foi necessério submeter o trabalho ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP). A andlise estatistica foi realizada pela analise de variancia Two-way
ANOVA com o pos-teste de Bonferroni, considerando-se significativo os valores de p com
um asterisco (*) para p ajustados entre 0,01 e 0,05 e dois asteriscos (**) para p ajustados
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entre 0,01 e 0,001. A analise estatistica e os graficos foram obtidos pelo software GraphPad
Prism® versdo 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das trés regides metropolitanas escolhidas para o estudo, houve 12.668 casos
positivos para meningite, no periodo de 2017 a 2021, sendo 509 notificados na regido da
Baixada Santista, 1.683 na regido de Campinas e 10.476 notificados na regido de S&o Paulo.
Destes, 66,20% (8.386/12.668) corresponde a MV, 12,09% (1.532/12.668) a MB e 5,82%
(737/12.668) a MNE.

Na Figura 1, observa-se que nas trés regifes analisadas as etiologias com maior
incidéncia séo respectivamente, MV com 40,08% (204/509) na Baixada Santista, 50,68%
(853/1.683) na regido de Campinas e 69,96% (7.329/10.476) na regido de S&o Paulo, MB
com 24,95% (127/509) na Baixada, 21,09% (355/1.683) em Campinas e 10,02%
(1.050/10.476) em Séo Paulo e MNE com 11,79% (60/509) na Baixada, 11,11% (187/1.683)
na regido de Campinas e 4,68% (490/10.476) na regido de S&o Paulo, apresentando diferenca
significativa em relacdo aos demais tipos de meningite. Ndo houve diferenca significativa
entre 0s mesmos tipos de meningite em relacdo as regides analisadas.
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Casos confirmados de Meningite por etiologia entre os anos de 2017-2021

Figura 1 - Comparagdo dos casos confirmados de meningite, segundo a etiologia da doenca, nas regibes
metropolitanas da macrometrdpole paulista — Sdo Paulo, Baixada Santista e Campinas, 2017-2021.

Fonte: DataSUS, 2022.

Apresentacdo de diferencas estatisticas significativas entre os grupos quando comparado a: ® comparado com
IGN/em branco. ® comparado com MCC, ¢ comparado com MM, ¢ comparado com MM+MCC, ¢ comparado
com MTBC, fcomparado com MB, 9 comparado com MNE, " comparado com MV, f comparado com MOE, i
comparado com MH, X comparado com MP. Valores de significancia entre as diferencas estatisticas: (*) P
ajustados entre 0,01 e 0,05 e dois asteriscos (**) P ajustados entre 0,01 e 0,001, ANOVA-Bonferroni.

A pesquisa mostrou que 0s homens sdo 0s mais acometidos pela meningite do que as
mulheres. Dentre uma populagdo de 12.668 casos positivos da doenga nas trés regides
metropolitanas analisadas, 56,58% (7.168/12.668) correspondem ao sexo masculino, 43,4%
(5.498/12.668), ao sexo feminino e 0,02% (2/12.668) foram ignorados.

No entanto, quando se compara a frequéncia dos casos confirmados por sexo nas trés
regides analisadas, néo foi observado diferenca significativa entre as regides, em que 0 sexo
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masculino na Baixada Santista apresentou 55,21% (281/509), e o feminino 44,6% (227/509);
na regido de Campinas o sexo masculino correspondeu a 59,24% (997/1.683) e o feminino,
40,76% (686/1.683); e na regido de S&o Paulo o sexo masculino correspondeu a 56,22%
(5.890/10.476), e o sexo feminino a 43,78% (4.586/10.476) (Figura 2).

Segundo a OMS, os homens sdo mais propensos a desenvolver qualquer tipo de
problema de saude, pois estdo em constante atividade fisica em contato com o mundo
exterior, 0 que aumenta o risco de infecdo por enteroviroses. Varios fatores contribuem para
o desenvolvimento de meningite na populacdo masculina, desde a hesitacdo dos homens em
procurar ajuda médica, a demora na procura de cuidados primarios de salde, até a falta de
adesdo ao tratamento para comorbidades crénicas, podendo tornar os sintomas da meningite
mais graves e levar até a um quadro de ébito (SILVA GOMES et al., 2019).
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Figura 2 - Comparacdo dos casos confirmados, segundo o sexo, nas trés regifes metropolitanas da
macrometrépole paulista — S&o Paulo, Baixada Santista e Campinas, 2017-2021.

Fonte: DataSUS, 2022.

Apresentacdo de diferengas estatisticas significativas entre os grupos quando comparado a:  comparado com o
sexo masculino; ® comparado com o sexo feminino; ¢ comparado com o ignorado. Valores de significancia
entre as diferencas estatisticas: (*) P ajustados entre 0,01 e 0,05 e dois asteriscos (**) P ajustados entre 0,01 e
0,001, ANOVA-Bonferroni.

Ao analisar a varidvel faixa etéria, observa-se que na frequéncia de casos analisados
nas trés regides as populacbes na faixa etaria entre 1-4 anos, menor que 1 ano e 20-39 anos
foram as mais acometidas pela meningite, respectivamente, com 22,81% (2.890/12.668),
17,80% (2.255/12.668) e 16,97% (2.150/12.668). Seguida das faixas etarias 40-59 anos
(12,89%, 1.633/12.668) e 5-9 anos (12,01%, 1.521/12.668).

Quando se compara 0s casos positivos de meningite considerando-se a faixa etaria
em relacdo as trés regides metropolitanas estudadas, observa-se que a predominante foi de
1-4 anos, onde a Baixada Santista apresentou um percentual de 16,50% (84/509), Campinas
19,25% (324/1.683) e a regido de S&o Paulo 23,69% (2482/10.476). Entretanto, ndo foi
possivel verificar diferenca significativa entre as mesmas faixas etarias nas diferentes
regides, porem verifica-se significante variabilidade entre as diferentes faixas etarias (Figura
3).

E comum que criancas e adolescentes sejam o grupo com a maior tendéncia de
desenvolvimento de um quadro de meningite, porque o sistema imunoldgico ainda é imaturo,
resultando em uma resposta imune ineficaz. A gravidade da meningite também esta
diretamente relacionada com a faixa etaria do paciente, preparo do seu sistema imunoldgico,
agente etioldgico responsavel pela meningite, comorbidades, diagnostico e tratamento
precoce da doenca, como por exemplo recém-nascidos e lactentes, que tém maior incidéncia
de mortalidade, uma vez que seu sistema imunoldgico ndo tem capacitancia de montar uma
resposta efetiva contra microrganismos invasores (ZANIN et al., 2020).
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Figura 3 - Comparacdo dos casos confirmados de meningite, segundo a faixa etéaria, nas trés regibes
metropolitanas da macrometrdpole paulista — Sdo Paulo, Baixada Santista e Campinas, 2017-2021.

Fonte: DataSUS, 2022.

Apresentacdo de diferengas estatisticas significativas entre os grupos quando comparado a:  comparado com a
faixa etaria < 1 ano; P comparado com a faixa etria 1-4 anos; ¢ comparado com a faixa etaria 5-9 anos;®
comparado com a faixa etéria 10-14 anos; ¢ comparado com a faixa etaria 15-19 anos; fcomparado com a faixa
etaria 20-39 anos; 9 comparado com a faixa etaria 40-59 anos; " comparado com a faixa etéria 60-64 anos;
comparado com a faixa etaria 65-69 anos; | comparado com a faixa etaria 70-79 anos; K comparado com a faixa
etaria 80 e + anos. Valores de significancia entre as diferencas estatisticas: (*) P ajustados entre 0,01 e 0,05 e
dois asteriscos (**) P ajustados entre 0,01 e 0,001, ANOVA-Bonferroni.

Na Tabela 1 observam-se os casos de meningite segundo o grau de escolaridade da
populacdo, sendo que os grupos com ensino médio completo, da 5 a 8?2 série incompleta e
12 a 42 série incompleta foram os mais acometidos, nas trés regides analisadas. Sendo 9,63%
(49/509) na Baixada Santista, 5,41% (91/1.683) na regido de Campinas e 3,69%
(387/10.476) na regido de Séo Paulo em relacdo a populacdo que apresenta ensino médio
completo. Vale evidenciar que nas trés regibes houve alto indice de casos que foram
ignorados ou ndo registrados apresentando 36,35% (185/509) na Baixada, 34,64%
(583/1.683) na regido de Campinas e 35,61% (3730/10.476) na regido de Sao Paulo. Vale
ressaltar que as informacdes registradas sdo de suma importancia e estdo sendo
subnotificadas, como mostra os dados referentes ao grau de escolaridade e evidencia a
necessidade de manter uma abordagem preventiva do sistema publico de salde para se ter
subsidios para tomada de decisdo. N&o foram verificadas diferencas significativas entre 0s
casos positivos segundo grau de escolaridade entre as trés regides analisadas, evidenciando
que apesar de apresentarem diferencas significativas em concentracdo populacional,
apresentam perfil epidemioldgico segundo grau de escolaridade semelhante.

Tabela 1. Frequéncia dos casos confirmados de meningite em trés regides metropolitanas da macrometrépole
paulista — Sdo Paulo, Baixada Santista e Campinas, segundo o grau de escolaridade, no periodo de 2017-2021.

Grau de Escolaridade BS(%) (n) CAMP (%) (n) SP (%) (n) Total
Ign/Branco 36,35 185 34,64 583 35,61 3730 4498

108



Analfabeto 0 0 0,24 4 0,18 19 23

12 a 42 série incompleta do EF 3,93 20 2,67 45 2,62 274 339
42 série completa do EF 1,18 6 1,25 21 0,84 88 115
5% a 82 série incompleta do EF 3,54 18 4,75 80 2,14 224 322
Ensino fundamental completo 1,18 6 2,26 38 1,50 157 201
Ensino médio incompleto 2,95 15 1,60 27 1,28 134 176
Ensino médio completo 9,63 49 5,41 91 3,69 387 527
Educac&o superior incompleta 0,59 3 1,37 23 0,75 79 105
Educacdo superior completa 2,36 12 2,85 48 3,13 328 388
N&o se aplica 38,31 195 42,96 723 48,26 5056 5974
total 100 509 100 1683 100 10476 12668

Fonte: DataSUS, 2022

Segundo Barata et al. (2020), o nivel de escolaridade ndo esta significativamente
relacionado com a incidéncia de meningite, corroborando com os dados apresentados nesta
pesquisa. Como podemos verificar na Tabela 1, individuos analfabetos ndo tiveram altos
indices de desenvolvimento da patogenia, representando menores valores quando
comparado a outros graus de escolaridade.

E possivel observar que, apesar de diferencas significativas quanto a indice
populacional e area demogréfica das regibes metropolitanas do estudo, o perfil
epidemioldgico das meningites analisados a partir das varidveis etiologia, sexo, faixa etaria
e grau de escolaridade demonstrou-se semelhante sem diferencas expressivas entre si nas
trés regides.

No entanto, verifica-se que quando comparadas ao perfil epidemiolégico do Brasil
nos anos de 2018 e 2019 descrito por Junior et al. (2021), houve uma desconformidade
quanto a faixa etaria mais acometida, visto que no Brasil houve maior frequéncia de casos
positivos confirmados entre os 20 e 39 anos, enquanto nas trés regides a faixa mais afetada
foi a de 1 a 4 anos, podendo demonstrar possiveis baixos indices de vacinacao infantil nas
regides.

CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos, a meningite continua sendo uma doenca de notificacéo
compulsoria de grande importancia para a satde publica no Brasil. O perfil epidemioldgico
demonstrou-se semelhante sem diferencas expressivas entre si nas trés regides estudadas,
embora seja dependente de maltiplos fatores, desenvolvendo-se por meio de patogénese
associada a alta variabilidade de patdgenos envolvidos no processo sendo de etiologia
infecciosa ou n&o.

Apesar das limitac6es encontradas pelo uso de dados secundarios, o estudo destaca
que a frequéncia de meningite apresenta altos numeros para etiologias como a meningite
asséptica e a meningite bacteriana. A meningite ndo é uma doenca fécil de erradicar devido
a sua alta transmissdo aérea e é prejudicada por fatores como 0 acesso precario ao
saneamento basico e aos insumos basicos de higiene. No entanto, vemos que a vacinagdo é
eficaz para a prevencéo a longo prazo, destacando a importancia de politicas publicas quanto
a prevencdo da doenca, bem como também da agilizagdo dos processos diagndsticos quando
em casos suspeitos afim de diminuir suas altas taxas de morbimortalidades.

O estudo ainda evidenciou que recorrentemente informacfes de suma importancia
estdo sendo subnotificadas, como mostra os dados referentes ao grau de escolaridade. Este
ponto evidencia a necessidade de manter uma abordagem preventiva no sistema publico de
salde, o que requer servicos de vigilancia epidemioldgica mais organizados e ativos, a fim
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de monitorar adequadamente o comportamento da doenca e determinar os impactos na satde
da populacéo e as respostas as intervencoes.

Sugerem-se, para as regides, estudos que possam inferir nos casos da doenga como o
indice de vulnerabilidade social para que se entenda como o status socioeconémico pode
impactar no desenvolvimento da patogenia, a fim de que se possa pensar em politicas
publicas de melhoria de qualidade de vida da populacgéo e acdes de educacdo em salde para
lidar com a prevengéo podendo trazer a reducédo da letalidade e morbidade da meningite.
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Resumo: As retroviroses humanas emergiram como pandemias nas ultimas décadas e sdo
importantes causas de morbidade e mortalidade humana. Dentre elas, estdo 0s virus
linfotrépicos de células T humana do tipo 1 e do tipo 2 (HTLV-1 e 2) que foram os primeiros
retrovirus humanos isolados e identificados, e o HIV (virus da imunodeficiéncia adquirida).
As principais vias de transmissdo desses virus sdo a vertical, sexual e por componentes
sanguineos contaminados. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar a existéncia
de coinfeccdes HTLV com HIV em pacientes atendidos em unidades pertencentes a divisdo
regional de saide XV do estado de Séo Paulo. Para isso, foi realizada uma busca e analise
dos resultados de HTLV e HIV nos bancos de dados Siscel, Sigh e GAL. A anélise dos dados
mostrou que 28 pacientes apresentaram coinfeccdo HTLV-HIV, sendo 60,7% dos
soropositivos para HIV coinfectados com HTLV-1 e 39,3% coinfectados com HTLV-2. Dos
coinfectados, 26% apresentaram idade entre 38 e 48 anos e 74% idade igual ou superior a
49 anos; 43% dos pacientes eram do sexo feminino e 57% do sexo masculino. Os municipios
que apresentaram maior nimero de pacientes coinfectados foram Catanduva e S&o José do
Rio Preto. Grande parte dos pacientes foram provenientes de servicos especializados em
HIV/AIDS (Coordenadoria DST/AIDS, Servico De Atendimento Especializado Saecrt
HIV/AIDS (SAE) e alas especificas de infectologia dos hospitais). Estes achados evidenciam
a importancia do rastreamento de ambos os virus, principalmente em pacientes de grupos de
risco para HTLV como usuarios de drogas injetaveis com compartilhamento de seringas.

Palavras-Chaves: Coinfeccdo; Infeccdes por HTLV 1; Infec¢Bes por HTLV-2; HIV.
Introducéo

As retroviroses humanas emergiram como pandemias nas Ultimas décadas e sdo
importantes causas de morbidade e mortalidade humana. Dentre elas, estdo 0s virus
linfotrépicos de células T humana do tipo 1 e do tipo 2 (HTLV-1 e 2) e o HIV (virus da
imunodeficiéncia adquirida). O HTLV-1 e HTLV-2 foram os primeiros retrovirus humanos
isolados e identificados e podem persistir no hospedeiro, de forma silenciosa, durante varios
anos ou décadas (MONTANHEIRO, 2007).

As principais &reas endémicas para a infec¢do pelo virus HTLV-1 sdo sudoeste do
Japdo, algumas areas do Caribe e redondezas, América do Sul com foco na Colémbia e
Guiana Francesa, algumas areas da Africa intertropical e Oriente Médio e regides isoladas
na Australia (GESSAIN e CASSAR, 2012). O numero de infectados no mundo é entre 10 a
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20 milhdes, e, no Brasil, estima-se que existam cerca de dois milhdes de pessoas infectadas
com HTLV-1, e dessas, aproximadamente 90% permanecerdo assintomaticas ao longo de
suas vidas. Em bancos de sangue em algumas regides do pais os infectados correspondem a
até 2% (EDLICH et al., 2000).

O HTLV-2 é endémico em populacdes indigenas isoladas em tribos de pigmeus na
Africa e tem se disseminado entre usuarios de drogas intravenosas e seus parceiros sexuais
na América do Norte e Europa (Italia, Espanha, Franca, Noruega, Suécia, Irlanda e Reino
Unido) (LOWIS et al., 2002). A presenca do HTLV-2 entre indios americanos é antiga, e
teria sido introduzida em areas urbanas das Américas, Europa e Asia, principalmente entre
usuarios de drogas intravenosas, transmitido principalmente por exposi¢cdo ao sangue
contaminado, resultante do compartilhamento de agulhas e seringas (HALL et al., 1994). O
HTLV-2 predomina na populagéo nativa do Brasil (CATALAN-SOARES e CARNEIRO-
PROIETTI, 2005).

O HIV (virus da imunodeficiéncia humana) é um retrovirus, classificado na
subfamilia dos Lentiviridae. E o causador da AIDS, uma doenca que ataca o sistema
imunoldgico, cujas células alvo sdo os linfocitos T CD4+. O ciclo de infeccdo ocorre atraves
da alteragdo do DNA dessa célula, onde o HIV multiplica-se. Apds o processo de
multiplicacdo, os linfécitos sdo rompidos e 0s novos virus continuam o ciclo. A transmissao
pode ocorrer através de relacdo sexual sem camisinha, compartilhamento de seringas,
transmissdo vertical, transfusdo de sangue contaminado, instrumentos perfurocortantes
(Ministério da Saude, 2018).

A principal via de transmissdo do HTLV ¢ a transmissdo vertical, principalmente
relacionada a amamentagdo (HINO, 2011). A transmissdo sexual, principalmente, ndo
exclusivamente, ocorre do homem para a mulher e sup8e se que isto seria a explicacdo para
0 aumento da soroprevaléncia com a idade em mulheres (MURPHY et al., 1989; STUVER
et al., 1993; TAKEZAKI et al., 1995; KAPLAN et al., 1996; ROUCOUX et al., 2005). A
transmissdo por componentes sanguineos contaminados (contendo linfocitos infectados com
HTLV) é responsavel por uma alta proporcéo (15-60%) de infeccdo em receptores de sangue
(OKOCHI et al., 1984). A infeccdo por HTLV-1 esta presente também entre usuarios de
drogas intravenosas, mas em extensdo menor que o HTLV-2 (MURPHY et al., 1999). A
relacdo sexual desprotegida, o contato com sangue ou tecido e a amamentacdo podem expor
os individuos ndo apenas ao HTLV, mas a uma variedade de outros patdgenos, como virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), Treponema pallidum, virus da hepatite C (HCV), virus
da hepatite B (HBV), virus do papiloma humano (HPV) e virus do herpes simples (HSV)
(ROSADAS et al, 2022). O HTLV e o HIV possuem similares vias de transmissdo, o que
favorece a coinfeccdo (PEREIRA, 2019). Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi
determinar a ocorréncia de coinfeccbes HTLV-HIV em pacientes diagnosticados para HTLV
no Instituto Adolfo Lutz de S&o José do Rio Preto e atendidos na abrangéncia da Divisao
Regional de Saude XV (DRS-XV). Os resultados sdo importantes para serem utilizados nas
estratégias de profilaxia junto a populacdo em geral e, principalmente, entre os grupos de
risco.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no CLR-IAL de Séo José do Rio Preto, onde é realizada o
diagnostico sorolégico de HTLV dos pacientes de todos os municipios pertencentes a DRS-
XV, distribuidos em sete colegiados (Santa Fé do Sul, Jales, Fernanddpolis, Votuporanga,
Séo José do Rio Preto, José Bonifacio e Catanduva). Trata-se de um estudo retrospectivo
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com levantamento de banco de dados, no qual foi investigada a presenga da coinfeccdo
HTLV-HIV entre os pacientes que apresentaram sorologia reagente para HTLV no periodo
de marco de 2015 a dezembro de 2021.

Os dados foram obtidos nas plataformas SIGH (Sistema de Informacdo e Gestao
Hospitalar), GAL (Gerenciador de Ambiente Laboratorial) e SISCEL (Sistema de Controle
de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfdcitos e Carga Viral), e,
posteriormente organizados em uma tabela no Microsoft Excel para serem analisados.

Resultados e Discusséo

A andlise dos dados mostrou que das 38 amostras, 28 pacientes apresentaram
coinfeccdo HTLV-HIV 73,68% (28/38). Das 28 amostras com coinfeccdo, 17 (60,7%)
coinfectados HTLV-1-HIV e 11 (39,3%) coinfectados HTLV-2-HIV, conforme descrito na
Tabela 1.

Tabela 1 - Dados dos pacientes HTLV reagentes coinfectados com HIV.

PACIENTE IDADE SEXO MUNICIPIO UNIDADE SOLICITANTE TIPO HTLV HIV
1 054A M CATANDUVA HEC HTLV-I R
2 040A F CATANDUVA HEC HTLV-1I R
3 057A M CATANDUVA HEC HTLV-I R
4 054A F CATANDUVA HEC HTLV-1I R
5 050A M CATANDUVA HEC HTLV-I R
6 056A M CATANDUVA HPA HTLV-I R
7 052A M CATANDUVA HEC HTLV-I R
8 063A F CATANDUVA HEC HTLV-1I R
9 049A M CATANDUVA HEC HTLV-I R
10 056A M CATANDUVA COORDENADORIA DST AIDS HTLV-I R
11 054A F CATANDUVA COORDENADORIA DST AIDS HTLV-I R
12 051A F CATANDUVA HEC HTLV-I R
13 063A M CATANDUVA COORDENADORIA DST AIDS HTLV-I R
14 049A F CATANDUVA COORDENADORIA DST AIDS HTLV-I R
15 043A M CATANDUVA HEC HTLV-I R
16 051A M CATANDUVA HEC HTLV-1I R
17 M CATANDUVA HEC HTLV-I R
18 038A F FERNANDOPOLIS CADIP HTLV-1I R
19 051A F FERNANDOPOLIS CADIP HTLV-1I R
20 063A F JALES LABORATORIO SUS HTLV-I R
21 068A M SANTO ANDRE SAE HTLV-I R
22 051A F SIRP SAE HTLV-1I R
23 048A F SIRP SAE HTLV-I R
24 044A M SIRP SAE HTLV-1I R
25 057A M SJRP SAE HTLV-1I R
26 043A M SIRP SAE HTLV-1I R
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27 048A F SJRP SAE HTLV-I R

28 049A M SAE HTLV-II R

Legenda: SAE - Servico De Atendimento Especializado; R — Reagente; SJIRP — Séo José do Rio Preto; HEC —
Hospital Emilio Carlos (ala da infectologia); HPA — Hospital Padre Albino; CADIP - Centro de Atendimento
a Doencas Infectocontagiosas e Parasitarias.

Os pacientes que apresentaram coinfeccdo foram provenientes dos municipios de
Catanduva, Fernanddpolis, Jales, Santo André e S&o Jose do Rio Preto. Os municipios com
maior nimero de pacientes infectados foram os de Catanduva, com 60,7% (17/28) pacientes,
e S&o José do Rio Preto com 21,4% (6/28) pacientes.

Analisando a faixa etéaria, foi observado que a idade minima dos infectados foi de 38
anos e a maxima de 68 anos, sendo 26% (7/27) com idade variando de 38 a 48 anos e 74%
(20/27) com idade igual e superior a 49 anos, isso pode ser um indicativo da demora na
suspeita e consequente diagnostico da infeccdo por HTLV. O diagndstico em idade mais
avancada nos coinfectados pode ser explicado devido ao curso assintomatico, do virus
HTLV, sendo descobertos somente quando algumas das complicacBes cronicas séo
evidenciadas (PEREIRA et al, 2020). A implementacdo de estratégias de prevencao do HIV
em meados da década de 1980 pode ter reduzido o risco de novas infec¢des por HTLV-I
(Dourado et al, 2003). Segundo a Assembleia Legislativa do Estado de Séo Paulo, desde
1986, o Estado de S&o Paulo conta com leis que visam o controle do HIV, baseados na Lei
5.190/1986, que vem a estabelecer que todo o material para transfusdo de sangue em
hospitais e bancos de sangue seja testado para deteccao da presenca do virus. A PORTARIA
N° 1.376, DE 19 DE NOVEMBRO DE 1993, inseriu a obrigatoriedade da realiza¢do dos
testes soroldgicos para as doencas de Chagas, Sifilis, Hepatite, SIDA/AIDS, HTLV /1l nos
bancos de sangue. Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da
Infeccdo pelo HIV em Adultos (2013), todos os individuos infectados pelo HIV-1 devem ser
testados para HTLV-1/2. Isso pode ter corroborado com a diminuicdo da transmissdo, ndo
s6 do HIV como do HTLYV também, entre outras doencas. Além disso, pode ser um possivel
indicativo do fato da maioria dos pacientes serem de idade mais avancada, ja que existe a
coinfecgdo mesmo quando o HTLV encontra-se latente, podendo ter sido infectados em um
periodo anterior a introducdo dos testes soroldgicos em bancos de sangue.

Em relacdo ao género, 43% (12/28) dos pacientes coinfectados foram do sexo
feminino e 57% (16/28) foram do sexo masculino. A coinfec¢do se mostrou mais frequente
em pacientes do género masculino em comparagdo ao género feminino assim como em
estudo de Pereira e colaboradores publicado em 2020.

A maioria dos pacientes coinfectados com foram provenientes de servigos
especializados em HIV/AIDS como Coordenadoria DST/AIDS, Servi¢co De Atendimento
Especializado Saecrt HIV/AIDS (SAE) e alas especificas para doencas infecciosas em
hospitais, mostrando que a coinfeccdo entre essas duas doengas € comum e ocorre de forma
frequente (CATERINO-DE-ARAUJO, 2015). O estudo de Caterino-de-Araujo e
colaboradores (2015) realizado na cidade de S&o Paulo, demonstrou que a coinfecgéo
HTLV-HIV teve como maior fator de risco o compartilhamento de seringas por usuarios de
drogas injetaveis, e que, a maioria dos coinfectados descobriram a infeccdo por HIV entre
1990 e 1991, quando compartilhavam seringas e agulhas ao injetar drogas ilicitas ou
mantinham relagGes sexuais com usudrios de drogas injetaveis. Sendo assim, é de extrema
importancia o rastreio de ambos 0s virus em pacientes pertencentes aos grupos de risco.

Concluséao
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A andlise dos dados mostrou que 28 pacientes apresentaram coinfeccdo HTLV-HIV,
sendo 17 (60,7%) coinfectados com os virus HTLV-1-HIV e 11 (39,3%) coinfectados com
0s virus HTLV-2-HIV.

A coinfeccdo se mostrou mais frequente em pacientes do género masculino em
comparacdo ao género feminino.

Os municipios com maior nimero de coinfectados HTLV-HIV foram Catanduva
com 60,7% (17/28) seguido por Sdo José do Rio preto com 21,4% (6/28) pacientes.

Em relacdo a faixa etaria, observou-se que o maior numero de individuos infectados
tinham idade igual ou superior a 49 anos 74% (20/27).
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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite C é um grave problema de satde publica, sendo
que 85% dos individuos infectados progridem para a fase crénica. Além disso, muitos
pacientes sdo assintomaticos, dificultando o diagnéstico e levando a doenga a avancar
durante décadas sem suspeita clinica, 0 que aumenta o risco de complica¢cdes como cirrose
e carcinoma hepatocelular. O diagndstico envolve o uso de técnicas soroldgicas para a
triagem e técnicas de biologia molecular como 0 RT-gPCR, para a confirmacéo do resultado.
O RT-gPCR faz a quantificacdo do virus HCV e, por isso, é usado ndo apenas para 0O
diagnostico, mas também para medir a eficacia do tratamento. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a rotina dos exames de RT-qPCR para o diagnoéstico e tratamento da
hepatite C. Para tanto, foram selecionados 0s exames realizados entre 0s meses de janeiro a
julho de 2022 no Laboratério de Hepatites do Instituto Adolfo Lutz Central. O levantamento
de dados foi feito por meio do Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) e das
requisicdes de solicitagdo de exames dos pacientes. Os resultados mostraram que a maioria
dos infectados eram do sexo masculino 55% com meédia de idade de 53,2 anos. Para o
diagnostico, 57,7% dos exames apresentaram resultado ndo detectavel, evidenciando a
importancia do RT-gPCR para confirmar a infeccdo ativa. Nos exames para avaliacdo da
doenca apos o tratamento, 96,7% foram ndo detectaveis indicando que os medicamentos
administrados foram eficazes. Em relacdo a rotina, falhas foram encontradas sendo propostas
medidas para a sua melhoria, 0 que impacta diretamente nos resultados liberados aos
pacientes atendidos pela rede. Portanto, com as ferramentas utilizadas foi possivel avaliar a
rotina que envolve o diagndstico e tratamento da hepatite C no Laboratério de Hepatites do
Instituto Adolfo Lutz Central e propor ag0es para reduzir as ndo conformidades.

Palavras-chave: Diagnostico; Hepatite C; Rotina; RT-gPCR; Tratamento

INTRODUCAO

A hepatite C é responsavel por aproximadamente 71 milhGes de infec¢es no mundo,
sendo 700 mil no Brasil, representando uma das principais doencas cronicas hepéticas, o que
levou a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) a propor que ate 2030 houvesse um esfor¢co
global para reduzir a incidéncia e mortalidade desse agravo.t 23

O virus da hepatite C (HCV) é transmitido através do sangue contaminado que esta
presente principalmente nos objetos perfurocortantes, e por esse motivo, usuarios de drogas
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injetaveis e profissionais da area da saude estdo entre 0s grupos mais suscetiveis. Cerca de
85% dos infectados ndo conseguem eliminar espontaneamente o virus e a doenga evolui para
0 estado crénico que é caracterizado pela persisténcia viral por mais de 6 meses. Somado a
iSso, muitos pacientes progridem de maneira assintomatica, dificultando o diagndstico e
levando a doenca a avancar durante décadas sem suspeita clinica, aumentando o risco de
complicacbes como cirrose e carcinoma hepatocelular. 2

O diagnostico envolve o uso de técnicas soroldgicas para a triagem e técnicas de
biologia molecular como a transcrigéo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (RT-gPCR) para a confirmacéo do resultado. A RT-gPCR faz a quantificacdo
do virus HCV e por isso é usada ndo apenas para o diagnéstico, mas também para medir a
eficacia do tratamento.®

No estado de S&o Paulo o Laboratdrio de Hepatites do Instituto Adolfo Lutz (IAL)
Central € o laboratério de referéncia e coordenador da rede de biologia molecular, que além
de realizar as rotinas de PCR quantitativo em tempo real para as hepatites B e C atua
auxiliando outros laboratorios da rede.®

Tendo em vista os aspectos envolvendo a hepatite C e a importancia dos exames de
biologia molecular para o monitoramento dessa doenca, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a rotina dos exames de RT-qPCR para o diagnostico e tratamento da hepatite
C.

MATERIAL E METODOS

Para que o objetivo pudesse ser atingido foi realizado um levantamento de dados
secundarios dos pacientes com suspeita ou confirmacdo de hepatite C, atendidos entre os
meses de janeiro a julho de 2022 no Laboratério de Hepatites do IAL Central. As
informacdes foram retiradas do Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) e das
requisicdes de exames dos pacientes, que foram encaminhadas junto com as amostras,
levando em consideracdo parametros que possibilitassem conhecer o perfil dos pacientes
atendidos pela rede, como sexo e idade, além dos motivos para as solicitacGes dos exames e
as ocorréncias que causaram o cancelamento de parte deles. As tabelas de resultados foram
geradas através do programa Microsoft Excel 2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo analisado 1307 exames de biologia molecular do tipo RT-gPCR
foram solicitados ao Laboratério de Hepatites do IAL Central. Os motivos assinalados na
requisicédo para justificar a realizagcdo do exame sé&o apresentados conforme a Tabela 1. O
campo marcado como vazio 19,9% representa exames que foram cadastrados no GAL, mas
o0 resultado néo foi liberado. O campo ignorado 12,9% representa requerimentos em que 0
motivo do exame ndo foi preenchido pela unidade solicitante. A falta ou o incorreto
preenchimento desse campo pode levar a incompatibilidade entre o motivo e o valor da carga
viral prejudicando a analise do resultado.

Como ja mencionado, uma parcela dos exames nao foram liberados ficando retidos
nos status de aguardando triagem (3,1%), exames cancelados (7,7%) e exames ndo
realizados (89,2%). As ocorréncias que levaram aos seus cancelamentos sdo apresentadas na
Tabela 2. Nota-se que muitas das ocorréncias sao devido a falhas na etapa pré-analitica, por
exemplo, o envio da amostra para o local errado de realizagao do exame, como em “O AL
Central ndo ¢ referéncia para esta solicitacdo” 19,6% fazendo com que a solicitacdo ndo
esteja em conformidade com o que é determinado pelo Ministério da Saude (MS)
ocasionando desperdicio de tempo e mdo de obra. Além disso, quase metade dos
cancelamentos 46,2% néo teve um motivo registrado, o que prejudica a adog¢do de medidas
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para evitar falhas no futuro. Vale ressaltar que, dentre os exames néo liberados, nos exames
cancelados e aguardando triagem o sistema GAL ndo permite colocar o motivo do
cancelamento, s6 sendo permitido para os exames com status ndo realizados.

Tabela 1. Motivo assinalado na requisicdo do exame

Motivo n (1307) %
Avaliacéo pds-tratamento 456 34,9
Diagnostico 331 25,3

Vazio 260 19,9

Campo ignorado 168 12,9
Hepatite desconhecida 30 2,3
Indicacdo de tratamento 28 2,1
Monitorar tratamento 14 1,1
Suspeita de reinfeccéo 11 0,8
Genotipagem 9 0,7

Tabela 2. Ocorréncias relacionadas ao cancelamento de exames
Ocorréncia n (260) %
Volume insuficiente para confirmacédo do resultado. 20 77
Favor enviar nova amostra. '
Cadastro de solicitagdo de exame descartado devido a 19 73
expiracdo do prazo de triagem. ’
Cadastro duplicado 24 9,2
A solicitacdo ndo esta de acordo com os critérios do MS.
. R 13 5
O intervalo para um novo pedido é de 3 meses.
Mesmo ap0s a centrifugacdo ndo foi possivel separar o
plasma das células.
O IAL Central ndo € referéncia para esta solicitacdo 51 19,6
O tubo néo foi centrifugado antes de ser enviado.
e 4 15
Amostra com hemolise
Volume insuficiente para repeticao do teste, por duas
vezes houve inibicdo do controle interno da reacao. 3 1,2
Favor enviar nova amostra.
Problemas (equipamento) durante a execucdo do teste,

1 0,4

volume insuficiente para repeticdo. Favor enviar nova 2 0,8
amostra
Solicitagdo enviada, Hepatite B, ver requisi¢cao 1 0,4
Volume insuficiente para realizacdo do teste. Volume de 9 0.8
soro inferior a 1 mL. ’
Sem motivo 120 46,2

Do total de solicitagdes, 1047 exames foram liberados 80,1% sendo que destes foram
considerados abaixo do limite de quantificacdo 0,4% (n=4), detectaveis 21,8% (n=229) e
ndo detectaveis 77,7% (n=814). A maioria dos resultados detectaveis foram em pacientes do
sexo masculino 55,0% (n=126), semelhante & proporcdo relatada no Boletim
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Epidemioldgico do MS (2021), onde os homens representaram 57,6% dos infectados entre
os anos de 1999 a 2020.("

Em relacdo a idade, a maioria dos resultados detectaveis 31,4% (n=72) foi na faixa
etaria de 40 a 49 anos e média de 53,2 anos, estando de acordo com Carvalho-Louro et al.
(2020) que menciona uma maior prevaléncia de HCV depois dos 40 anos e sugere a
intensificacdo de campanhas para o diagnéstico a partir dessa idade.®

Das requisicdes que tiveram como motivo o diagndstico (Tabela 3) mais da metade
deles foi ndo detectavel 57,7%, pois os anticorpos detectados no teste rapido (TR) s&o
anticorpos totais ndo diferenciando infeccédo ativa de passada, isto mostra a importancia do
exame de RT-gPCR para confirmacdo do diagndstico. Dentre os detectaveis, a maioria
apresentou log alto com média de 5,7 indicando a necessidade de se iniciar o tratamento o
quanto antes a fim de evitar as complicacGes clinicas e a disseminag¢do do virus, como
demonstrado na literatura.®®

Tabela 3. Resultados dos pacientes que buscavam o diagnéstico

Diagnostico
Resultado n (331) % Log n (139) %
Abaixo do limite
- 1 0,3
de quantificacdo
2,00a2,99 2 1,4
3,00 a 3,99 3 2,2
4,00a4,99 18 12,9
Detectavel 139 42,0
5,00 a 5,99 53 38,1
6,00 a 6,99 60 43,2
7,00a7,99 3 2,2
Né&o Detectavel 191 57,7

No decorrer do ano de 2022, casos de hepatite aguda grave de etiologia desconhecida
vém acometendo criangas. Diante disso, o IAL Central enquanto laboratério de referéncia
recebeu amostras de hepatite de causa desconhecida para a investigagdo do HCV. Das 30
amostras analisadas, todas apresentaram resultado ndo detectavel, confirmando que o HCV
no é o agente etioldgico desse agravo como observado em outros paises.® 1

Quanto ao motivo de solicitacdo para genotipagem, os resultados sdo em sua maioria
detectaveis 88,9% (n=8) e com valores de carga viral alta, o que é esperado ja que o
recomendado é que a genotipagem seja feita antes do inicio do tratamento. No momento da
solicitacdo, a requisi¢do do paciente foi preenchida tendo como motivo a genotipagem, mas
como o Laboratorio de Hepatites do IAL Central ndo é referéncia para a solicitagdo deste
exame, somente o RT-qPCR foi realizado.

O rastreio periddico do HCV é recomendado principalmente entre 0s grupos mais
expostos aos fatores de risco considerando a possibilidade de reinfeccédo j& que a hepatite C
ndo confere imunidade protetora apds a primeira exposicdo®. Dentre as 11 amostras
analisadas tendo como finalidade a suspeita de reinfeccdo, 18,2% (n=2) apresentaram
resultado detectavel.
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A maioria dos resultados foi para verificar a avaliagdo pds-tratamento (Tabela 4),
para averiguar se a resposta viroldgica sustentada (RVS) foi alcangada. Destes, 96,7% foram
ndo detectaveis, evidenciado a eficacia do tratamento. Dos 2,6% que foram detectaveis todos
apresentaram valor de carga viral alta com log acima de 4. Dentre as explicagbes provaveis
estd, a de que, parte dos pacientes ndo aderiram ao tratamento, ndo responderam ao
tratamento indicado ou a finalidade do exame estava incorreta quando preenchida pela
unidade requisitante.® 9

Exames de RT-gPCR também foram feitos para os pacientes que precisavam
monitorar o tratamento, com o intuito de saber se a carga viral estava diminuindo ao longo
do tempo. Destes, 92,9% (n=13) apresentaram resultado ndo detectavel, mostrando que o
tratamento estava funcionando como mencionado por Duarte et al (2021).%2

Tabela 4. Resultados dos pacientes em avaliacdo pos-tratamento

Avaliagdo pos- tratamento
Resultado n (456) % Log n (12) %

Abaixo do limite de

e 0,7
quantificacdo
2,00a2,99 0 0
3,00 a3,99 0 0
4,00 a 4,99 3 25,0
Detectavel 12 2,6
5,00 a 5,99 4 33,3
6,00 a 6,99 5 41,7
7,00a7,99 0 0
Nao Detectavel 441 96,7

Para os casos em que o motivo foi a indicacdo de tratamento, 67,9% (n=19) dos
pacientes apresentaram resultado detectavel. A indicacdo de tratamento é importante para a
obtencdo de um valor de carga viral atualizado uma vez que o paciente s6 consegue retirar o
medicamento se apresentar um resultado de carga viral de até 3 meses como definido pelo
MS.@

Através das requisicdes também foi possivel verificar quais pacientes fizeram uso de
medicamentos considerando a somatdria dos que estavam em avaliacdo pds-tratamento e
monitorando o tratamento (n=470). Desse total, 13,0% das requisi¢des estavam com o0 campo
em branco e 70,0% ndo possuiam o campo de medicacao para ser preenchido em decorréncia
do modelo de ficha mais recente. Dada a importancia dessa informagéo para acompanhar a
evolucéo clinica do paciente seria interessante a adaptagdo do modelo atual com a incluséo
desse campo.

Portanto, é fundamental o comprometimento de todos os profissionais envolvidos e
a possibilidade de treinamento e/ou reciclagem, bem como a revisdo periodica dos
protocolos visando o aprimoramento das etapas da rotina para a correta realizagdo do exame.

CONCLUSAO
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O desenvolvimento desse estudo possibilitou conhecer o perfil dos pacientes
atendidos, identificar parametros para melhorar e aumentar a qualidade dos exames de rotina
de RT-gPCR para HCV realizados pelo Laboratorio de Hepatites do IAL Central e pela rede
estadual, que coordena.
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RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios pertencentes ao género
Leishmania, estando entre as doencas negligenciadas em Saude Publica. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o protocolo de PCR convencional (cPCR) para diagndstico e
acompanhamento de cdes em tratamento para Leishmaniose Visceral Canina com
miltefosina e alopurinol, comparando com o diagndstico soroldgico preconizado pelo
Ministério da Saude. Participaram 34 cdes de quatro areas do municipio de Bauru-SP,
soropositivos no teste rapido imunocromatografico (Teste Rapido de Plataforma de Duplo
Percurso TR DPP®) e Ensaio Imunoenzimatico ELISA. Destes animais, 44,11% foram
positivos no exame molecular em pelo menos uma das amostras avaliadas (sangue, soro ou
linfonodo). A cPCR foi realizada em trés etapas, a primeira avaliacdo antes do inicio do
tratamento (T0), e as demais avaliacbes ap6s um més (T1) e dois meses (T2) do inicio do
tratamento. Das 184 amostras examinadas ao longo do tratamento, 76 (41,3%) foram de
sangue, 75 (40,8%) de soro e 33 (17,9%) de linfonodo. No TO a positividade no sangue foi
de 32,35%, no soro de 11,76% e linfonodo 37,5%. No T1 a positividade no sangue foi de
17,86%, no soro 7,14% e no linfonodo 28,57%. No T2 a positividade no sangue foi de
7,14%, no soro ndo houve amostras positivas e no linfonodo apenas uma amostra positiva.
O tratamento induziu melhora dos sinais clinicos e decaimento da positividade na cPCR,
sugerindo efetividade do tratamento. A cPCR é um bom método complementar de
confirmacéo do diagnoéstico soroldgicos e monitoramento do tratamento, contribuindo com
as acOes de vigilancia e controle da LVC de forma mais assertiva e eficiente.

Palavras-chave: Diagndstico Molecular; Leishmaniose; Reacdo em Cadeia da Polimerase;
Saude Unica; Vigilancia em Saude Puablica

INTRODUCAO

O conceito de Satde Unica (One Health) correlaciona a satide humana, animal e
ambiental com o objetivo de planejar e implementar programas, politicas, legislacdo e
pesquisa por meio da comunicacdo de multiplos setores, envolvendo profissionais de forma
multissetorial e transdisciplinar com uma viséo unificada para melhoria da saude de todos
os seres vivos e ambiente (RUEGG, et al., 2018; CARNEIRO; BREWER, 2021).

Ainda pensando em Salde Unica e sua correlagdo com todos os seres vivos, como
assunto de relevancia em saude publica temos as zoonoses, que de acordo com a Organizagado
Mundial da Saude (OMS) sé&o doencas naturalmente transmitidas de animais vertebrados
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para seres humanos e vice-versa, dentre estas, de grande importancia podemos destacar as
leishmanioses, que sdo causadas por protozoarios pertencentes a familia Trypanosomatidae,
do género Leishmania spp. que acomete tanto seres humanos quanto outros mamiferos. No
ambiente urbano, o cdo doméstico é o principal reservatorio da Leishmaniose Visceral (LV)
(BIDAISEE; MACPHERSON, 2014; ASOKAN; ASOKAN, 2015; GEBREYES et al.,
2020; AKHOUNDI et al., 2016).

O Ministério da Saude preconiza para o diagnostico canino, 0 TR-DPP® (Dual Path
Plataform, Biomanguinhos, Brasil) como triagem, e o confirmatério com o ensaio
imunoenzimatico (EIE, BioManguinhos, Brasil) (BRASIL, 2011), porém, a reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) vem sendo demonstrada como um exame diagnostico
complementar com boa sensibilidade e especificidade para a confirmacdo de casos
(FERREIRA; MORAES, 2021). Em cées soropositivos, a recomendacdo do Programa
Nacional de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral, é a realizagdo da eutanasia.
Porém ha uma demanda crescente por métodos alternativos com o uso de farmacos como
medida auxiliar ao controle da doenga.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a PCR convencional (cPCR) no diagndstico
complementar da LV canina, bem como o acompanhamento dos cdes em tratamento para
LV Canina no municipio de Bauru — SP.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 34 cées soropositivos, utilizando-se de sangue, soro e linfonodos.
Os cdes foram submetidos ao tratamento de LV, e 0s mesmos eram procedentes de quatro
areas mais criticas em relacdo & incidéncia da LV canina e humana no municipio. Como
protecdo ao ambiente, 0s animais receberam uma coleira impregnada por deltametrina 4%
(Scalibor™/MSD), que esta sendo trocada a cada 6 meses. O protocolo de tratamento iniciou
de forma simultanea com a administracdo de Miltefosina a 2mg/kg por via oral uma vez ao
dia por 28 dias e alopurinol a 20 mg/kg por via oral duas vezes ao dia por 6 meses e depois a
diminuicdo para 10 mg/kg com uso continuo; associado a Domperidona a 0,5 - 1 mg/kg por
via oral duas vezes ao dia durante 30 dias a cada 6 meses; além da Prednisona a 0,5 mg/kg
por via oral duas vezes ao dia, quando necessario.

Para a realizagdo do teste rapido das amostras de soro canino, foi utilizado o kit TR-
DPP® para leishmaniose visceral canina (Bio-Manguinhos), seguido do teste confirmatorio
imunoenzimatico EIE — Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos). A extracdo do
DNA das amostras, foi realizada com o kit Extracta—DNA e RNA (Loccus®, Brasil),
conforme instrucbes do fabricante. A PCR convencional foi realizada com os primers para
Leishmania spp, da regido kDNA, LINR4 e LIN19 (ARANSAY et al., 2000). O material
amplificado foi visualizado em transluminador de luz Syngene® (DigiGenius, USA).

Os dados fazem parte de resultados parciais do Projeto de Doutorado de Valéria
Medina Camprigher, “Uso da miltefosina como tratamento em caes sorologicamente
positivos para Leishmaniose visceral no municipio de Bauru — Séo Paulo, aprovado pelo
Conselho Técnico Cientifico (CTC) do Instituto Adolfo Lutz (n°59L-2019) e Comissédo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) no 02/2020.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os caes foram avaliados clinicamente e ap6s confirmacéo laboratorial de LV pelos
métodos diagnosticos preconizados pelo Ministério da Saude, foi realizada a avaliagdo da
cPCR, nos seguintes tempos: TO — antes do inicio do tratamento, T1 — ap6s um més do inicio
do tratamento e T2 — ap0s dois meses do inicio do tratamento. Destes cdes, 38,2% (13/34)
eram fémeas e 61,8% (21/34) machos. A maior parte dos animais ndo tinha raca definida
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82,3% (28/34), o restante dos cées estava distribuido nas seguintes ragas: Boxer, Chihuahua,
Labrador, Pastor Alemé&o, Pitbull e Schnauzer.

A tabela 1 mostra a distribuicdo dos animais de acordo com os sinais clinicos e
demonstra que apds o tratamento, houve regressao de alguns deles. Em estudo realizado em
Floriandpolis, também foi demonstrado a eficicia do tratamento de cdes com Milteforan®
(ROSAR, 2022) e em Andradina, houve diminuicdo do escore clinico durante as analises,
porém 24% dos animais foram a 6bito (LISBOA et al., 2018), sendo que nos nossos estudos,
a porcentagem de 6bitos foi de 8,8% e desisténcia no tratamento de 11,8%. A taxa de perda
de animais ao longo de um periodo de analise é comum, sendo nossos indices considerados

baixos se comparado com outros estudos (REITHINGER et al., 2004; LEITE et al., 2018).
Tabela 1: Dindmica de positividade para Leishmaniose Visceral em cdes submetidos ao tratamento em
diferentes periodos e avaliacdo dos sinais clinicos comumente relatados para a doenca.

Tempo de Tratamento

N =34 N =30 N =27

Sinais Clinicos TO % T1 % T2 %
Perda de peso 6 17,6 4 13,3 1 3,7
Mucosa hipocorada 2 59 1 3,3 - -
Linfoadenomegalia 18 52,9 10 33,3 5 18,5
Alopecia 4 11,8 1 3,3 - -
Hiperpigmentacao 2 5,9 1 3,3 - -
Ulceras 6 17,6 3 10 - -
Descamacao 12 35,3 5 16,7 3 11,1
Prurido 14 41,2 4 13,3 5 18,5
Conjuntivite 6 17,6 4 13,3 1 3.7
Opacidade da Cornea 4 11,8 1 3,3 1 4,3
Ceratite 2 2,9 - - - -
Onicogrifose 8 23,5 5 16,7 2 7,4
Pododermatite 1 2,9 - - 1 3,7
Claudicacao 2 59 - - - -
Voémito 4 11,8 2 6,7 1 3,7

Os animais foram avaliados antes do tratamento (TO), um més apos a primeira dose do tratamento (T1) e dois
meses apds o inicio do tratamento (T2). Fonte. Elaborada pelo autor, 2022.

Dos 34 animais soropositivos, 44,11% também foram positivos na cPCR em pelo
menos uma das amostras avaliadas (sangue, soro ou linfonodo). De acordo com Lopes et al.
(2016) a cPCR é um método bastante eficiente, apresentando resultados melhores quando se
utiliza mais de uma amostra do mesmo animal, isto porque algumas amostras bioldgicas sdo
mais sensiveis do que as outras. Outro ponto importante a se destacar é que a associacao
entre duas amostras aumenta a sensibilidade do diagnostico molecular da leishmaniose,
assim como em nosso trabalho, em que se utilizou mais de uma amostra para realizar a PCR,
o resultado foi confirmado como positivo, em ao menos uma dessas amostras.

Em é&reas endémicas, normalmente os exames soroldgicos ja apresentam
sensibilidade maior, pois ha uma grande exposicdo do cdo ao parasita (MARTINEZ et al.,
2011; LOPES et al., 2017). Em uma regido endémica de Pernambuco, os valores de
positividade obtidos nos testes sorolégicos foram 71,4% (127/178) com TR-DPP®, 70,2%
(125/178) Exame Imunoenzimatico (EIE) e 50,6% (90/178) com reacdo de (RIFI) e nos
testes moleculares, a positividade foi de 20,2% (36/178) na cPCR e 38,8% (69/178) na gPCR
(EVARISTO et al., 2021). J4, em um trabalho na mesma regido do presente estudo, ao
realizar os ensaios moleculares em amostras TR-DPP® positivas, foi identificado 63,9%
amostras positivas para cPCR e 65% para gPCR (RAMOS-AUGUSTO, 2018),

Alguns fatores podem interferir na PCR, entre eles a presenca de inibidores, fatores
relacionados aos primers e ao protocolo de extracdo do DNA, bem como a sensibilidade da
cPCR pode depender do tipo de amostra avaliada (SILVA et al., 2017). Assim, foram
analisadas amostras de linfonodo, sangue e soro nos diferentes tempos: TO, T1 e T2. A tabela
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2 demonstra a distribuicdo da positividade na cPCR. Importante salientar, que ndo foi
realizada a coleta de linfonodo de todos os animais, pois alguns ndo apresentavam 0s
mesmos aumentados. Além disso, no T1 e T2, ndo foi possivel coletar amostras de alguns
animais, e desta forma o niamero de amostras foi menor. No T2, apesar da positividade da
amostra de linfonodo ser de 50%, isso ndo indica que houve elevagéo da positividade e sim,
diminuicdo do namero amostral final.

Tabela 2: Distribui¢do da positividade para Leishmania spp. em diferentes amostras, na cPCR
e em diferentes tempos de tratamento.

% POSITIVIDADE NA CPCR

AMOSTRAS T-0 T-1 T2
SANGUE 32,35% (11/34) 17,86% (5/28) 7,14% (1/14)
SORO 11,76% (4/34) 7,14% (2/28) 0% (0/13)
LINFONODO 37,5% (9/24) 28,57% (2/7) 50% (1/2)

Os animais foram avaliados antes do inicio do tratamento (T0), um més apo6s a primeira dose do
tratamento (T1) e dois meses apos o inicio do tratamento (T2). Fonte. Elaborada pelo autor, 2022.

Nossos resultados demonstraram uma maior positividade em amostras de linfonodo,
corroborando com dados da literatura que indicam uma melhor sensibilidade nessas amostras
(PALTRINIERI et al., 2016; MARCELINO et al., 2020). Monteiro (2014), ao utilizar
amostras de linfonodo de 58 cdes para realizagcdo da PCR, demonstrou sensibilidade alta,
identificando o DNA de Leishmania spp. em 47 (81%) dos cées, sendo 35 sintomaticos e 12
assintométicos. De acordo com Travi et al. (2018), cdes com sintomatologia clinica
apresentam uma maior carga parasitaria, facilitando sua identificacdo tanto em amostras de
sangue quanto de medula Gssea, contudo nos casos em que 0s cdes sao assintomaticos, o
material biol6gico a ser analisado deve ser o mais sensivel, preferindo amostras de medula
6ssea e de linfonodo.

A identificacdo de animais positivos ndo é tdo sensivel quando se utiliza o sangue
periférico, isso porque o nivel de parasitemia no momento da coleta é algo incerto, podendo
resultar em falso negativo (BRAGA et al., 2014; PIETRO et al., 2020). Além disso, outro
fator a ser levado em consideracdo para analisar a diferenca entre os exames soroldgicos e
moleculares é o estadiamento clinico da leishmaniose visceral canina (JERICO et al., 2019).

Nos nossos estudos, a positividade na cPCR, utilizando amostra de sangue foi de
32,35% e isso pode estar relacionada aos animais possuirem uma carga parasitéria baixa,
ndo sendo possivel sua detec¢do. Embora a cPCR tenha se mostrado eficaz na deteccdo de
Leishmania spp., seus resultados sdo determinados apenas em dois valores possiveis,
positivo ou negativo e desta forma, a PCR em tempo real quantitativo (QPCR) pode ser mais
sensivel, permitindo a avaliacdo da carga parasitaria pela avaliacdo da quantidade de DNA
especifico na amostra avaliada (STRAUSS-AYALI et al., 2004; DA SILVA, et al., 2010).
Estudos demonstraram que amostras de sangue podem ser uma alternativa de diagnéstico
e/ou complemento para os exames soroldgicos, devido a capacidade do qPCR em detectar
menor carga parasitaria e por ser mais facil de se obter em grande escala (FRANCINO et
al., 2006; MAIA et al., 2009).

Assim, o trabalho demonstrou que a cPCR é um bom método diagnostico
complementar a ser utilizado no monitoramento de cées positivos, confirmando os
diagnosticos sorologicos de leishmaniose e para 0 monitoramento da carga parasitaria ao
longo do tratamento, serd fundamental a inclusdo de exames de gPCR, a fim de avaliar a
carga parasitaria nesses animais e contribuir com as acfes de vigilancia e controle da
Leishmaniose Visceral Canina de forma mais assertiva e eficiente.

CONCLUSOES
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O tratamento foi capaz de induzir uma melhora dos sinais clinicos, com manuten¢éo
ou melhora no estadiamento clinico, sugerindo efetividade no tratamento de cdes com LVC,
mesmo ndo havendo cura parasitologica total. As tecnicas moleculares podem ser utilizadas
como ferramentas complementares ao diagnostico de LVC, sendo que a utilizacdo de mais
de uma amostra bioldgica por animal, melhora a sensibilidade diagnostica.
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As colecBes de micro-organismos sdo responsaveis pela preservacédo da biodiversidade, para
isso é preciso que as linhagens armazenadas estejam corretamente autenticadas. O Nucleo
de Colecdo Micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz possui em seu acervo
aproximadamente 10.000 linhagens, sendo pouco mais de 600 fungos, importantes
causadores de infecgdes oportunistas. O objetivo desse trabalho foi avaliar os métodos de
liofilizacdo e criopreservacdo; e caracterizar vinte linhagens fungicas depositadas no
NCMO, por meio de sua morfologia (micro e macroscopicas) e técnicas moleculares como
MALDI-TOF e sequenciamento Sanger para os alvos ITS e gene da calmudolina. As
linhagens de Apergillus fumigatus e A. terreus foram identificadas por MALDI-TOF; A.
flavus apontado como membro do grupo Aspergillus flavus oryzae. As linhagens de
Fusarium oxysporum e F. solani foram identificadas por MALDI-TOF e sequenciamento
paraalvo ITS; F. equiseti ndo pode ser identificado por técnicas moleculares. Uma linhagem
de Curvularia foi identificada por sequenciamento do gene rDNA regido ITS, outra
linhagem foi parcialmente identificada, ambas tendo duas espécies como resultado, sendo
diferenciadas por macromorfologia. As linhagens de Fonsecaea pedrosoi ndao apresentavam
identificacdo prévia, pois foram encaminhadas para deposito recentemente, 0s resultados
obtidos do sequenciamento do rDNA regido ITS, confirmaram a identificagdo de origem
para uma delas, e duas foram parcialmente identificadas. Porém uma linhagem foi
identificada como Phialophora sp por sequenciamento por micromorfologia, néo
correspondendo a sua identificacdo de origem. Todos os géneros trabalhados apresentaram
caracteristicas descritas na literatura. Tanto os métodos de identificacdo quanto os de
armazenamento se mostram eficientes.

Palavras-chaves: armazenamento; autenticacdo; cole¢fes de micro-organismos; Fonsecaea;
fungos

Introducéo

A preservagéo ex situ, fora do habitat natural, dos recursos microbiologicos é uma prética
indispensavel para o conhecimento e uso da biodiversidade, as chamadas cole¢des de cultura
de micro-organismos tem um papel importante neste contexto, como o Nucleo de Colecao
Micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz, que possui em seu acervo aproximadamente
10.000 linhagens, sendo pouco mais de 600 fungos, importantes causadores de infeccdes
consideradas classicas e oportunistas. A preservacdo adequada dos isolados fungicos é
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imprescindivel para uso em investigacfes cientificas (SETTE; PAGNOCCA;
RODRIGUES, 2013; BOUNDY-MILLS et. al. 2019). Para a conservacdo de fungos
filamentosos a preservacao a longo prazo pode ser realizada através da criopreservacao a -
80°C ou também pela liofilizacdo, processo de sublimacéo a vacuo (OLIVEIRA; CORTEZ,
SOUZA 2016; COSTA et al 2009). Apos 0s processos de manutencdo, a autenticacdo das
linhagens garante a qualidade do acervo. No caso dos fungos filamentosos a taxonomia
baseia-se principalmente em critérios morfolégicos e nas caracteristicas das estruturas de
reproducdo assexuada, sem que haja a necessidade de analisar os atributos bioguimicos e
fisioldgicos, como é realizado com as leveduras (WALSH; HAYDEN; LARONE, 2018).
No entanto, alguns géneros possuem grande similaridade morfoldgica dentre seus membros,
dificultando a caraterizacao de suas espécies. Para essa diferenciacdo € necessario o uso de
técnicas moleculares, como o0 sequenciamento genético para regides ITS (Internal
Transcribed Spacer) (WHITE et. al. 1990) e para o gene de calmodulina para o género
Aspergillus (SABINO et al. 2015) assim como a identificacdo por MALDI-TOF (Matrix
Assisted Lazer Desorption/lonization — Time Of Flight Mass Spectrometry) técnica que
analisa padrdes de espectrometria de massa capaz de identificar linhagens fungicas de forma
extremamente répida (ANTUNES 2019, PEREIRA 2019, PAZIANI 2021). Com o intuito
de garantir a qualidade das linhagens disponibilizadas para a comunidade cientifica, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os diferentes métodos de manutencdo e autenticacdo
disponiveis no Nucleo, para inclusdo no acervo de novas linhagens de fungos filamentosos
depositados recentemente no NCMO.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas vinte linhagens depositadas no NCMO, tabela 1, pertencentes aos géneros
Aspergillus, Fusarium, Curvularia e Fonsecaea.

Tabela 2 Amostragem

IAL Linhagem IAL Linhagem
9712 A. fumigatus 9558 B Fonsecaea pedrosoi
9713 A. fumigatus 9559 Fonsecaea pedrosoi
9714 A. fumigatus 9560 Fonsecaea pedrosoi
9776 A. fumigatus 9565 Fonsecaea pedrosoi
9777 A. fumigatus 9571 Fonsecaea pedrosoi
9706 A. flavus 9783 Fusarium equisete
9809 A. terreus 9784 Fusarium oxysporum
9565 Fonsecaea pedrosoi 9782 Fusarium solani
9664 Fonsecaea pedrosoi 9810 Curvularia 1
9558 A Fonsecaea pedrosoi 9811 Curvularia 2

Identificacdo morfoldgica

Para identificacdo morfoldgica foram utilizadas as técnicas de microcultivo em lamina e de
colbnia gigante, ambas em agar dextrose batata (WALSH; HAYDEN; LARONE, 2018).

Reacéo de Sequenciamento
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A extracdo do DNA genomico foi realizada utilizando o kit de extracdo Invitrogen
PureLink® Genomic DNA mini kit (Invitrogen-Estados Unidos). Para as culturas de
Aspergillus, Fusariun e Curvularia foram utilizadas culturas com 3-4 dias de crescimento
em agar dextrose batata e culturas de Fonsecaea sp foram utilizadas apds 14 dias de
crescimento em caldo malte. A identificagdo molecular foi realizada com sequenciamento
Sanger para ITS utilizando os oligoiniciadores ITS1-1TS4 e ITS5-ITS4 para as vinte
linhagens, e para o gene de calmodulina para as linhagens de Aspergillus. Foi utilizando o
kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing e encaminhando a placa ao Laboratorio
Estratégico e analisada no equipamento 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher). As
sequencias foram analisadas no banco de dados GenBank, comparando com outras ja
depositadas

MALDI-TOF

MALDI-TOF (Matrix Assisted Lazer Desorption/lonization — Time Of Flight Mass
Spectrometry) foi utilizado para a identificacdo dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Curvularia. Os fungos foram incubados em caldo Saboraud (Oxoid®) por trés dias em banho
seco com agitacdo (Loccus®, modelo B-HS) a 26°C e 500 RPM, para se obter micélio
uniforme. Esse micélio foi submetido ao processo de extracdo de proteinas, o produto obtido
na extracao foi posto em um spot da placa de MALDI-TOF (1 pL), em seguida cobertos com
1 uL de matriz HCCA. Por fim a placa com as extracgdes foi inserida no equipamento MALDI
Biotyper® (Bruker Daltonics inc). O equipamento analisa os picos da espectrometria de
massa do micro-organismo e o compara com seu banco de dados interno, a similaridade
encontrada é avaliada num escore de 0,00 a 3,00, sendo os valores superiores a 2,00
considerados como de alta confidencialidade.

Métodos de conservagdo

Para avaliar os métodos de preservacdo as linhagens de A. fumigatus e A. flavus foram
utilizadas para a confec¢do de criotubos com migangas, usando caldo Sauton como
crioprotetor e para as ampolas de liofilizacdo leite (skim milk ) com glutamato de sddio a
5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das vinte linhagens avaliadas no trabalho, dezoito puderam ser identificadas por ao menos
uma das metodologias aplicadas, a excecdo foram duas linhagens de F. pedrosoi.

Das seis linhagens enviadas para sequenciamento do gene de calmudolina somente as
linhagens Aspergillus fumigatus IAL 9712 e IAL 9714, puderam ser parcialmente
identificadas como A. fumigatus pela sequéncia de CMD 6, com 100% de similaridade para
ambas. Das quinze linhagens encaminhadas para o sequenciamento para regido ITS, treze
puderam ser sequenciadas. Seis foram confirmadas com o deposito de origem sendo elas F.
oxysporum (IAL 9783), identificada como F. oxysporum com 99,82% de similaridade e F.
solani (IAL 9782) identificada como F. petroliphilum / F. solani com 99,625 de
similaridade, ambas com gene consenso (ITS5-1TS4), de acordo com a base de dados
Mycobank, (https://www.mycobank.org/), F. petroliphilum é uma variacdo de F. solani;
Fonsecaea pedrosoi IAL 9560 e IAL 9664 foram parcialmente identificadas com 95,49% e
95,49% de similaridade; F. pedrosoi (IAL 9559) com 97,03% de similaridade (ITS 4); A
fumigatus (IAL 9777) identificado parcialmente pela sequencia com 100% de similaridade
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(ITS1). Para a confirmacdo dessas linhagens é preciso a utilizacdo de novos alvos para o
sequenciamento.

A linhagem de F. pedrosoi IAL 9558 apresentou resultados compativel com o género
Phialophora sp para duas metodologias. As linhagens de Curvularia sp apresentaram como
resultado duas possiveis espécies para cada amostra, uma identificada por sequenciamento
do gene rDNA regido ITS, outra linhagem foi parcialmente identificada, ambas tendo duas
espécies como resultado, sendo diferenciadas por micromorfologia.

Todas as linhagens do género Aspergillus tiveram suas espécies identificadas com MALDI-
TOF, correspondendo com a identificagdo prévia, todas com escore acima de 2,30. Para a
linhagem de A. flavus o resultado foi Aspergillus oryzae group.

Ja para as linhagens de Fusarium spp. todas foram identificadas como espécie (escores entre
2,13 e 2,25), contudo F. equisiti (IAL 9783) apresentou dois resultados divergentes da
identificacdo original - F. oxysporum / F. verticilloides. A linhagem F. solani IAL 9782
apresentou como resultado F. petroliphilum, mesmo resultado do sequenciamento.

PAZIANI et. al. (2021) descreve em seu trabalho a dificuldade de identificacdo por MALDI-
TOF de espécies de Fusarium, a diferenca da expressao proteica em ambientes/meios de
cultura diferentes de uma mesma espécie torna dificil sua identificacdo por esse método, em
especial os membros do complexo Fusarium solani (FSSC). Com as linhagens de
Curvularias sp. somente foi possivel identificar o género da Amostra 2 com escore de 2,28,
sem picos identificados para a Amostra 1.

Todas as linhagens apresentaram caracteristicas macro e microscopicas como as descritas na
literatura (WALSH; HAYDEN; LARONE et. al. 2018) e no banco de dados Mycobank.
Contudo devido a grande similaridade entre algumas espécies somente essas caracteristicas
ndo sdo capazes de caracterizar a espécie de fungos filamentosos, sendo necessérias analises
moleculares (ANTUNES 2019). A linhagem de F. pedrosoi IAL 9558 identificada pelo
sequenciamento como Phialophora sp apresentou em sua micromorfologia conidios
alongados terminados em forma triangular semelhante a uma taca, caracteristico do género
Phialophora.

Tanto o método de liofilizacdo quanto de criopreservacdo mostraram-se eficazes para
Aspergillus fumigatus e A. flavus, ndo foi observado nenhum sinal de contaminacéo.

CONCLUSAO

A identificacdo por sequenciamento da regido ITS foi eficaz na identificagdo de espécies dos
géneros Fusarium, Fonsecaceae, Phialophora, Curvularia e para Aspergillus fumigatus. A.
flavus IAL 9706 e A. terreus (sem IAL) ndo puderam ser identificados por sequenciamento
para ITS assim como para gene da calmodulina, outros alvos sdo necessarios para a
caracterizagdo completa dessas linhagens. A identificacdo por MALDI-TOF néo foi capaz
de caracterizar a linhagem A. flavus IAL 9706 como espécie; somente como grupo.

As espécies do género Aspergillus podem ser identificadas por MALDI-TOF. Para
Curvularia a identificacdo somente foi possivel em género, sendo necessario adaptar o
método de extracdo de proteinas.
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O género Fusarium trabalhado nesse estudo se mostrou mais dificil de identificar quanto
suas espécies devido a grande similaridade dentre os membros de um mesmo complexo.

Somente a morfologia das linhagens ndo é capaz de caracterizar fungos em espécies, mas
podem auxiliar na caracterizagdo de género combinados com métodos de biologia molecular.
E necessario autenticar toda linhagem depositada para confirmar as informagdes originais
de depdsito.

A liofilizacdo com leite e glutamato de sodio a 5% e a criopreservacdo em micangas usando
caldo Sauton séo eficazes na preservacédo de linhagens do género Aspergillus;

As metodologias de autenticacdo aplicadas se mostraram eficientes para a maioria das
linhagens estudadas. Das 20 linhagens trabalhadas, 18 puderam ser identificadas por pelo
menos um método proposto.
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RESUMO

A ocorréncia das arboviroses, virus transmitidos por artrépodes, tem sido uma ameaca
a salde humana ha séculos. Em média, as arboviroses sdo responsaveis por mais de 700.000
mortes por ano, e a frequéncia e a magnitude desses surtos estdo aumentando globalmente. O
género Orthobunyavirus (OBVs) compreende uma ampla gama de virus transmitidos por
artrépodes que pertencem a familia Peribunyaviridae da ordem Bunyavirales e sdo prevalentes
em todo o mundo. O presente projeto tem por objetivo avaliar a presenca de Orthobunyavirus
em amostras de sangue de aves coletadas na regido do Vale do Ribeira, no Estado de Sao Paulo,
durante investigacGes de campo realizadas em 2022. As aves foram capturadas com uso de
Redes-de-neblina e marcadas com anilhas metdlicas do CEMAVE/ICMBIio. A coleta das
amostras utilizadas aconteceu entre fevereiro e setembro de 2022, onde um total de 270
amostras de sangue foram coletadas e 21 foram selecionadas dentre as que possuiam um maior
volume e que testaram negativo para Flavivirus e Alphavirus. Durante o isolamento, nenhum
efeito citopatico foi observado e as reacdes de imunofluorescéncia ndo apresentaram nenhum
indicativo de reacdo positiva. Diversos trabalhos ja evidenciaram a provavel circulagéo do virus
desse género na regido, e outros mostram que um deles, o Oropouche, que ja foi responsavel
por diversas epidemias, vem se dispersando silenciosamente pelo Brasil fora dos locais
endémicos. Apesar de alta, a viremia em aves e outros vertebrados pequenos € curta, o que faz
com que haja necessidade de testar um maior nimero de amostras e realizar uma coleta
constante. Os resultados obtidos no presente estudo mostram que ndo ha circulacdo de
Orthobunyavirus nesta regido no periodo estudado, no entanto, ele tem como limitacdo o
pequeno numero amostral avaliado. Uma vigilancia ativa e continua permitird uma melhor
compreensdo da incidéncia e da prevaléncia das infec¢Ges por Orthobunyavirus, e ajudara a
prever possiveis surtos na regiao.

Palavras-chave: Arbovirus, Orthobunyavirus, Vigilancia.

INTRODUCAO

A ocorréncia das arboviroses, virus transmitidos por artropodes, tem sido uma ameaga
a salde humana ha séculos. Em média, as arboviroses sao responsaveis por mais de 700.000
mortes por ano, e a frequéncia e a magnitude desses surtos estdo aumentando globalmente
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(WEAVER & REISEN, 2010). Ha cerca de 120 anos o primeiro arbovirus foi descoberto pelos
cientistas Walter Reed, James Carroll, Aristides Agramonte e Jesse Lazear, que identificaram
o Flavivirus causador da febre amarela (WEAVER et al., 2018;CASSEB et al., 2013; DOUAM
& PLOSS, 2018). Posteriormente, em 1916, a Fundagdo Rockefeller criou a “Comissdo da
Febre Amarela” financiando pesquisas de cientistas nos Estados Unidos, Brasil, Colombia,
Nigéria e Uganda (DOUAM & PLOSS, 2018). Essas pesquisas geram como subproduto o
isolamento de arbovirus até entdo desconhecidas. Esses e outros acontecimentos resultaram na
descoberta e isolamento de centenas de novos arbovirus (WEAVER et al., 2018; CASSEB et
al., 2013).

O género Orthobunyavirus (OBVs) compreende uma ampla gama de virus transmitidos
por artrépodes que pertencem a familia Peribunyaviridae da ordem Bunyavirales, de acordo
com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), e séo prevalentes em todo o
mundo. Apesar de uma crescente consciéncia dos potenciais efeitos prejudiciais dos
Orthobuniavirus na satde Unica, o conhecimento sobre seus ciclos enzodticos de transmiss&o,
amplificacdo, hospedeiros e vetores, e fatores bidticos e abidticos relacionados aos eventos de
transbordamento para humanos séo limitados (WINDHABER ET AL., 2021).

REFERENCIAL TEORICO

Os virus pertencentes ao género Orthobunyavirus sdo compostos por trés segmentos
gendmicos distintos de RNA de fita simples (ssSRNA) de polaridade negativa, identificados
como grande (L), médio (M) e pequeno (S) (DOLGOVA et al., 2022). Ha pouca ou nenhuma
informacé&o sobre os ciclos de transmissdo para muitos dos Orthobunyavirus descritos até agora
(DIAS et al., 2022).

Entre 1978 e 1990, FERREIRA et al. realizaram um trabalho de vigilancia de arbovirus
em Sao Paulo (SP) pelo Instituto Adolfo Lutz. Um total de 11.000 amostras foram coletadas
na regido do Vale do Ribeira, e diversos arbovirus foram detectados atraves de técnicas de
isolamento em camundongos, seguida da fixacdo de complemento. Além disso, anticorpos anti-
orthobunyavirus foram identificados pelo método indireto de inibicdo da hemaglutinacéo,
dentre eles, duas amostras com resultado positivo para o Orthobunyavirus Caraparu
(FERREIRA et al., 1994). Em estudos soroldgicos realizados por IVERSSON et al., em
populacdo humana da regido do Vale do Ribeira, amostras de 337 estudantes foram coletadas
entre os anos de 1981 e 1982 e um total 12 amostras apresentaram anticorpos para virus do
género Orthobunyavirus (IVERSSON et al., 1983). IVERSSON et al 1980, ja havia realizado
outro estudo em 1980, em que pesquisou anticorpos para arbovirus em 516 moradores de
Pariquera-Acu, regido do Vale do Ribeira, em S&o Paulo, onde 4,6% apresentavam anticorpos
para o virus Caraparu (BUSCH IVERSSON; TRAVASSOS DA ROSA; TRAVASSOS DA
ROSA, 1980).

O virus Oropouche (OROV) é o causador da febre Oropouche e esta historicamente
envolvido em surtos explosivos com centenas de milhares de casos, principalmente na regido
amazdnica. Um estudo de Romero et al., mostra que no Brasil, nos dltimos anos, a
disseminacdo do OROV tem sido cada vez mais evidenciada em outras regides do pais e ndo
apenas em areas endémicas, mostrando que o virus esta mais disseminado do que se acreditava
originalmente no Brasil (ROMERO-ALVAREZ & ESCOBAR, 2018; DIAS et al., 2022). Isso
gera a hipotese da circulagdo criptica do virus na regido do Vale do Ribeira, que é uma regido
afetada por diversas epidemias onde presenca de outros Orthobunyavirus ja foi evidenciada.

OBJETIVOS
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O presente projeto tem por objetivo avaliar a presenga de Orthobunyavirus em amostras de
sangue de aves coletadas na regido do Vale do Ribeira, no Estado de Sdo Paulo, durante
investigacOes de campo realizadas em 2022.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo amostras bioldgicas e teve a aprovagdo do Comité de Etica do ICMBio 794-1. Os
procedimentos de manipulacao e processamento das amostras biologicas foram desenvolvidos
em laboratdrios de Nivel de Biosseguranga 2 (NB2), de acordo com o preconizado pela OMS.

A coleta das amostras utilizadas aconteceu entre fevereiro e setembro de 2022, de aves
da regido de lguape, municipio situado no Vale do Ribeira em S&o Paulo. As aves foram
capturadas com uso de Redes-de-neblina. As revisdes eram feitas de hora em hora, ou periodos
mais curtos caso a temperatura do dia esteja muito alta, evitando estresse dos animais. As aves
capturadas foram marcadas com anilhas metalicas do CEMAVE/ICMBIo - Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacao de Aves Silvestres, medidas e soltas. O sangue foi coletado com uso
de capilar e as amostras foram identificadas de acordo com data e espécie, e imediatamente
colocadas em nitrogénio liquido

Um total de 270 amostras de sangue foram coletadas e 21 foram selecionadas dentre as
que possuiam um maior volume e que eram negativas para géneros Flavivirus e Alphavirus por
RT-gPCR. As amostras foram inoculadas em monocamadas de células Vero (células epiteliais
renais extraidos de um macaco verde africano), C6/36 (uma linhagem de células originadas do
mosquito Aedes albopictus) e em celulas TRA-171 (derivadas da larva do mosquito
Toxorhynchites amboinensis), somando um total de 5 passagens. Para cada passagem uma
placa com um total de 24 pocos contendo a monocamada de células foi utilizada e 50
microlitros de cada amostra foram inoculados (sempre em pocos separados). N&o foram feitas
duplicatas e para cada placa haviam 2 controles negativos e um positivo. Cada passagem durava
um periodo de 12 dias de incubagdo em média e as celulas eram monitoradas diariamente, sob
um microscépio de luz invertida, para observacédo de possivel efeito citopatico. Em seguida 0s
Ensaios de Imunofluorescéncia Indireta (IFA) com anticorpos especificos para 0s
Orthobunyavirus Oropouche, Itaqui e Murucutu foram realizados seguindo o protocolo
descrito por Gluber et al 1984. As laminas foram examinadas sob microscopio de
imunofluorescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o isolamento nenhum efeito citopatico foi observado em nenhuma das
passagens realizadas. Os controles positivos e negativos atenderam o resultado esperado, sendo
que no positivo o efeito citopatico foi observado e no negativo as células permaneceram
integras. Nas reacfes de imunofluorescéncia, realizadas para verificar a presenca de
Orthobunyavirus nas amostras de aves, nenhum indicativo de reacdo positiva foi observado.
Esse resultado ndo descarta a necessidade de a¢des de vigilancia ativa para essas arboviroses
na regido, pois apesar de alta, a viremia em aves e outros vertebrados pequenos € curta, 0 que
faz com que haja necessidade de testar um maior nimero de amostras e realizar uma coleta
constante (ASSIS, 2013).
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As aves e 0s roedores sdo considerados 0s hospedeiros mais importantes nas
arboviroses de impacto para a salde publica, e 0os mosquitos e carrapatos sdo considerados
vetores artropodes mais importantes (GUBLER, 2002). Acredita-se que as aves migratorias
sejam responsaveis pela ampla distribuicdo geografica de algumas arboviroses importantes
(MANCUSO et al., 2022). Os virus Apeu, Caraparu, Itaqui, Marituba, Nepuyo, Murutucu e
Oriboca j& foram isolados na floresta amazonica, que é uma das maiores reservas de arbovirus
do mundo, e apesar da busca ativa naquela regido ter sido realizada na década de cinquenta,
ainda pouco se sabe sobre esses virus (MACEDO et al., 1961). A literatura sobre os alguns
sorogrupos do género Orthobuyavirus é escassa e ainda hoje sua importancia é subestimada
(ASSIS, 2013).

O virus Oropouche é responsavel por uma das doencas febris mais importantes do
Brasil. O conhecimento atual sobre a distribuigdo do Oropouche, assim como da maioria dos
Orthobunyavirus, é baseado na vigilancia epidemioldgica passiva de amostras coletadas em
surtos (ROMERO-ALVAREZ & ESCOBAR, 2018). Por outro lado, a vigilancia ativa revelou
a circulacao criptica do virus em até 2% das pessoas gque vivem em areas nao endémicas, o que
sugere uma distribuicdo silenciosa desse virus para regides nao endémicas, reforcando a
necessidade de uma vigilancia ativa mesmo nessas areas (F. P. PINHEIRO et al., 1981).

Outra evidéncia da necessidade de uma vigilancia ativa, é o relato do virus Caraparu na
regido do Vale do Ribeira no estado de Sao Paulo (SP), em um trabalho de vigilancia em aves
realizado pelo Instituto Adolfo Lutz entre 1978 e 1990 (FERREIRA et al., 1994), bem como
outros inquéritos sorologicos também realizados nessa regido em criancas, adolescentes e
adultos, que tiveram como resultado a detec¢do de anticorpos para o virus Caraparu, Guaroa,
Xingu, Utinga e Tacaiuma ( ROSA, 1980; IVERSSON et al., 1983).

Esses resultados indicam que para uma melhor perspectiva do atual cenério
epidemioldgico dessa regido, uma testagem maior e uma coleta constante sdo medidas
necessarias. Certamente, a distribuicdo subestimada dos Orthobunyavirus decorre do simples
fato de que as investigacOes epidemiolOgicas para estes virus estdo concentradas apenas nas
imediacBes de onde foram inicialmente isolados. Além disso, existem dificuldades nas
investigacdes, devido a interpretacdo dos resultados dos testes soroldgicos, ja que sdo comuns
reagdes cruzadas entre 0s virus (ASSIS, 2013).

Nos ultimos 30 anos, o surgimento e/ou ressurgimento de arboviroses tem representado
uma consideravel ameaca a salde global, e sdo as acdes de vigilancia que podem ajudar a
prever possiveis surtos. Um exemplo de que novas epidemias podem surgir a qualquer
momento é a expansdo geografica continua dos virus da Dengue, juntamente com 0s surtos
explosivos do virus do Nilo Ocidental, do virus Chikungunya e, mais recentemente, o virus
Zika (VASUDEVAN & HILGENFELD, 2018).

Grande parte das doencas causadas por arbovirus circulam em ambientes rurais entre
seus vetores e seus hospedeiros vertebrados, que fazem a amplificacdo do virus no ciclo de
transmissdo (VASUDEVAN & HILGENFELD, 2018). O ser humano pode atuar como um
hospedeiro acidental ou como um reservatorio, podendo dessa forma transmitir o virus na
presenca de vetores competentes, e assim, disseminé-lo para fora do ambiente natural. Um
conhecimento mais aprofundado de quais mecanismos impulsionam as mudangas nos ciclos de
transmissdo que resultam em que a populacdo humana se torne significativamente mais
exposta, ajudara a nos preparar para a proxima epidemia/pandemia emergente (OLIVAL et al.,
2017).

CONCLUSAO
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Os Orthobunyavirus tém um grande potencial para causar surtos. Os resultados obtidos
no presente estudo mostram que ndo ha circulacdo de Orthobunyavirus nesta regido no periodo
estudado, no entanto, ele tem como limitacdo o pequeno nimero amostral avaliado. Uma
vigilancia ativa e continua permitird uma melhor compreensdo da incidéncia e da prevaléncia
das infeccdes por Orthobunyavirus, e ajudara a prever possiveis surtos na regiao.
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RESUMO

Os micro-organismos desempenham um importante papel na manutencéo da vida no planeta
devido a sua imensa biodiversidade, fornecendo recursos ilimitados para o desenvolvimento
de pesquisas e criacdo de novos conhecimentos. O presente estudo tem como objetivo
realizar a autenticacdo de nove linhagens bacterianas preservadas pelo método de liofilizacao
no Nucleo de Colecdo de Micro-organismos (NCMO) do Instituto Adolfo Lutz. Como
metodologias foram adotadas técnicas bioquimicas fenotipicas e técnicas moleculares como
MALDI-TOF e sequenciamento do gene codificante da porcdo 16S ribossomal. Duas
linhagens de Acinetobacter baumanni foram caracterizadas por provas bioquimicas,
MALDI-TOF, sequenciamento e amplificacdo do gene codificador da beta-lactamase do
subgrupo OXA-51. Quatro linhagens da bactéria Citrobacter sp., uma linhagem de
Edwardsiella tarda, uma linhagem de Klebsiella sp e uma linhagem de Raoultella planticolla
foram autenticadas com o uso do MALDI-TOF complementado com provas bioquimicas.
Ao término do estudo, as linhagens autenticadas ficaram disponiveis para fornecimento
publico, permitindo seu uso em pesquisas de grande relevancia, em trabalhos industriais e
controle de qualidade em Laborat6rios Centrais de Saude Publica (LACENS), contribuindo
com a vigilancia epidemioldgica e consequentemente fazendo parte da histéria da saude
publica do pais.

Palavras-chave: Autenticacdo, Bactérias Gram-negativas, Colecdo, MALDI, Saude Publica

INTRODUCAO

Os micro-organismos desempenham um papel significativo na manutencdo da vida no
planeta devido a sua imensa biodiversidade, fornecendo recursos ilimitados para o
desenvolvimento de pesquisas e criagdo de novos conhecimentos (JANSSENS, D. et al.,
2010).

Os centros de colecdo de cultura atuam como depdsitos de linhagens para fins de
processamento de patentes no campo de biotecnologia, preservando os micro-organismos de
forma confidencial e segura, disponibilizando-os apds o periodo de sigilo, além de fornecer
linhagens usadas em pesquisas para confirmacdes de resultados (SMITH, 2003).
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O Nucleo de Colecdo de Micro-organismos (NCMO) do Instituto Adolfo Lutz atua como
colecdo de servico, contando com mais de dez mil linhagens de importancia em sadde
armazenadas desde a década de 40 em acervo, conservando e distribuindo materiais
bioldgicos com critérios reconhecidos para industrias e pesquisas (ANDRADE, T. S. et al,
2008). No entanto, devido a diversidade do acervo e tempo de armazenamento muitas
linhagens ainda necessitam de autenticacdo por novas metodologias de identificacdo e
caracterizagdo, por isso o presente trabalho visa autenticar algumas linhagens de bactérias
Gram negativas depositadas ha anos, sem caracterizacao anterior, garantindo desta forma o
fornecimento futuro de material com qualidade assegurada e contribuindo na saude publica
e vigilancia epidemioldgica.

As linhagens abordadas no presente trabalho sdo importantes patégenos associados as
InfeccOes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), sendo elas: Acinetobacter baumannii,
Citrobacter sp., Edwardsiella tarda, Klebsiella sp. e Raoultella sp.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas nove linhagens de bactérias Gram-negativas conservadas pelo método
de liofilizacdo, descritas na Tabela 3.

Tabela 3— Amostras bacterianas.

LINHAGEM N° IAL LOTE
Acinetobacter baumanni 2457 03 11 2457
Acinetobacter baumanni 2458 08 08 2458
Citrobacter sp 0091 08 0091
Citrobacter sp 0092 04 04 92
Citrobacter sp 0239 03 04 239
Citrobacter sp 0244 06 00 244
Edwardsiella tarda 1973 04 14 1973
Klebsiella sp 0504 08 09 504
Raoultella planticola 2075 12 18 2075

*Acrénimo dentro do Nucleo de Colegio de Micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz.

Foi realizada a analise macroscopica através da observacdo do crescimento dos micro-
organismos em repique em placa de agar comum, incubada por 24 horas a 37 °C. A anélise
microscopica foi analisada por coloracdo de Gram e a leitura em aumento de 1000x.

A autenticacdo foi realizada por trés métodos: MALDI-TOF (espectrometria de massa por
ionizacgdo com dessor¢do a laser assistido por matriz e analisador de tempo de voo), avaliacéo
bioquimica e sequenciamento Sanger.

A identificacdo por MALDI-TOF foi realizada por extragdo direta conforme estabelecido
pelo fabricante Bruker. As proteinas do crescimento bacteriano depositado na placa do
MALDI-TOF foram extraidas com &cido formico 95%, aplicando uma matriz HCCA (-
cyano-4-hydroxycinnamic Acid) que sofreu ionizagéo pela incidéncia de um feixe de laser
do equipamento e estabeleceu um espectograma de massa para leitura das proteinas.
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Para as linhagens de Acinetobacter baumannii foram realizadas as provas bioquimicas:
malonato, glicose, oxidase, lactose, hemolise em agar sangue, degradacdo da gelatina, indol,
sacarose, H2S, ureia e lisina. Para as enterobactérias foram feitas as analises de: nitrato,
lisina, malonato, ornitina, ureia, citrato, glicose, oxidase, catalase, lactose, indol, sacarose,
H2S, motilidade e dulcitol.

A interpretacdo dos resultados foi realizada através da mudanca de cores dos meios pelo
indicador de pH. A assimilacéo de carboidratos torna o meio acido, gerando alteracéo de cor
e sinalizando um resultado positivo. Nas provas de assimilacdo de aminoacidos, 0 meio se
torna basico pela geragdo de um grupo amina e a cor permanece a mesma, indicando a
positividade.

Para avaliagdo bioquimica também foi utilizado o Sistema Bactray |, seguindo as orientagdes
do fabricante para execucdo e leitura dos resultados. Cada linhagem foi inoculada em agua
ultrapura, obtendo turvacdo final n° 0,5 na escala de McFarland , e dispensada no painel de
provas direcionando aos depositos de substrato. A leitura foi realizada apds 24h de
incubacéo a 37 °C em condicdes de umidade 40-60%. Os resultados foram interpretados pela
alteracdo da coloracdo dos substratos.

Foram realizadas reacfes em cadeia polimerase (PCR) com o objetivo de amplificar o
material gendmico das amostras a serem analisadas por sequenciamento. O alvo escolhido
foi a porcao do gene codificante 16S ribossomal com o uso dos oligoiniciadores 27F / 518R
e 341F / 1492R para todas as amostras.

Para as linhagens de Acinetobacter baumannii também foi realizado PCR utilizando os
oligoiniciadores OXA-51 F e OXA-51 R, que sdo especificos para esta espécie e auxiliam
no direcionamento da identificacdo (TURTON, J. F. et al., 2006).

A reacdo do sequenciamento foi realizada com o uso do BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit. As amostras foram sequenciadas pelo aparelho 3500 Genetic Analyzer
(ThermoFisher).

RESULTADOS E DISCUSSAO
MALDI-TOF

Os resultados do MALDI-TOF sdo classificados de acordo com a pontuacgdo conferida pela
pesquisa em banco de dados da Bruker, sendo a pontuacdo de 2,00 a 3,00 considerada uma
identificacdo de alta confianca, 1,70 a 1,99 identificacOes de baixa confiabilidade e abaixo
de 1,69 sem identificacdo.

A leitura dos padrdes de proteina das linhagens de Acinetobacter baumanii, Citrobacter sp.
e Raoultella planticola apresentaram diferentes resultados com um score superior a 2,0 e por
isso ndo foi possivel chegar a uma identificacdo conclusiva por essa técnica.

Para a linhagem Edwardsiella tarda foi concluida a identificacdo de género e espéecie, com
um score de 2,16. O IAL 504 Klebsiella sp. foi identificado como Klebsiella pneumoniae,
com score 2,33, apresentando duas identificacdes para subespécie com scores considerados
de alta confianca.
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PERFIL BIOQUIMICO

O resultado das provas para Acinetobacter baumannii foi compativel com o perfil do género
e espéecie (ANVISA, 2004), exceto pelo consumo do malonato da linhagem A. baumanni
IAL 2458 que foi negativo.

Para a identificacdo das linhagens de Citrobacter foi utilizado o fluxograma desenvolvido
por O’Hara e colaboradores (O’HARA, C. M. et al, 1995). Através da comparagdo dos
resultados obtidos com o fluxograma, foi possivel determinar que as linhagens 1AL 239 e
IAL 244 séo da espécie braakii, enquanto o IAL 91 e 1AL 92 sdo da espécie youngae.

Os resultados das provas bioquimicas direcionaram a identificagdo do IAL 1973 para
Edwardsiella tarda e do IAL 504 como Klebsiella pneumoniae.

Segundo Walckenaer et al. (2008), isolados de R. planticola s&o negativos para ODC
(ornitina) e variaveis para a producdo de indol, enquanto a R. ornithinolytica é positiva para
o teste de descarboxilase da ornitina e obrigatoriamente néo produz indol. Considerando que
a linhagem 2075 apresentou resultado negativo para a prova de ornitina e positivo para indol,
foi possivel concluir que esta linhagem pertence a espécie R. plancitcola..

BACTRAY

O sistema Bactray | é direcionado para bactérias Gram-negativas que sao oxidase negativa.
Os resultados foram analisados na plataforma online Bactray, sendo considerado um
resultado aceitavel aqueles com semelhanca acima de 80%.

O sistema determinou 76,35% de semelhanca com Acinetobacter baumannii para a linhagem
2457, sendo que para um perfil com 100% de semelhanga pelo sistema, a bactéria deveria
ser capaz de transformar fenilalanina em &cido fenilpirtvico. Contudo, a literatura demostra
que apenas 87% das linhagens de A. baumannii apresentam positividade para esta prova
(HOLT, J. G. 1994), levantando entdo o questionamento da assertividade desta plataforma
na analise desta espécie. Ndo foi possivel identificar o IAL 2458 com este sistema,
apresentando diferentes relagdes com resultados abaixo de 50%.

As linhagens de Citrobacter sp., IAL 91 e IAL 92, apresentaram 99,97% de compatibilidade
com Citrobacter freundii. Todavia, o sistema Bactray | ndo tem em sua composi¢do o
substrato “dulcitol”, prova importante para diferenciar as espécies C. freundii e C. youngae,
e por isso este resultado ndo pode ser considerado como final sem a prova complementar
citada.

A linhagem de Citrobacter sp. IAL 239 chegou a uma identificacdo com 100% de
similaridade para a espécie C. braakii e o IAL 244 apresentou 97,76% de semelhanca para
C. braakii.

Para a linhagem IAL 1973, foi observado semelhanca de 99,94% para Edwardsiella tarda,
correspondendo a identificagdo original. Para a linhagem Klebsiella sp., 1AL 504, foi
observada semelhanca de 97,63% para a identificagcdo de Klebsiella pneumoniae.
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Né&o foi possivel concluir a identificacdo com este sistema para a linhagem de Raoultella
planticola, pois este género ndo é abordado pelo Bactray |.

SEQUENCIAMENTO

Devido a ndo leitura das duas cadeias de polinucleotideos das amostras, os resultados obtidos
neste processo de sequenciamento ndo foram decisivos para concluir a autenticagdo das
linhagens, tornando necessaria a associacdo deste resultado com os demais obtidos pelas
técnicas anteriores.

OXA-51

O resultado da PCR feita com os oligoiniciadores OXA-51F e OXA-51R foi visualizado em
gel de Agarose 1,5%, apresentando bandas claras e Unicas e confirmando a espécie das
linhagens trabalhadas, pois, de acordo com Turton (2006), o gene codificante da beta-
lactamase do subgrupo OXA-51 ¢é intrinseco das linhagens de Acinetobacter baumannii.

IDENTIFICACAO FINAL DAS LINHAGENS

Apés a realizacdo das técnicas de autenticacdo, bioquimicas e moleculares, a compilacdo
dos resultados permitiu caracterizar as linhagens para género e espécie, como pode ser
observado na Tabela 4.

Tabela 4 — Identificaco final das linhagens

LINHAGEM INICIAL N° 1AL LOTE IDENTIFICACAO FINAL
A. baumannii 2457 03 11 2457 Acinetobacter baumannii
A. baumannii 2458 08 08 2458 Acinetobacter baumannii
Citrobacter sp 0091 08 0091 Citrobacter youngae
Citrobacter sp 0092 04 04 92 Citrobacter youngae
Citrobacter sp 0239 03 04 239 Citrobacter braakii
Citrobacter sp 0244 06 00 244 Citrobacter braakii
E. tarda 1973 0414 1973 Edwardsiella tarda
Klebsiella sp 0504 08 09 504 Klebsiella pneumoniae
R. planticola 2075 12 18 2075 Raoultella planticola
CONCLUSAO

As provas bioquimicas, convencionais e do Sistema Bactray, foram Uteis na identificagéo
das bactérias Gram-negativas em conjunto com outras técnicas complementares. Neste
trabalho, a caracterizacdo fenotipica foi fundamental no direcionamento da identificacdo das
espécies das linhagens de Citrobacter sp e Raoultella planticolla., que em conjunto com as
demais técnicas permitiu a conclusdo da autenticagéo.

A técnica de MALDI-TOF foi capaz de concluir a identificagdo de género e espécie das
linhagens Edwardsiella tarda e Klebsiella pneumoniae e auxiliou no direcionamento das
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espécies das demais linhagens, como no caso da Raoultella planticolla e espécies de
Citrobacter sp.

N&o foi possivel concluir a identificacdo das linhagens através do sequenciamento devido a
ndo leitura das duas cadeias de polinucleotideos das amostras, ndo formando um consenso.
Todavia, ndo se pode determinar que este ndo é um bom método de autenticacdo das
bactérias Gram-negativas pois a falha na classificacdo pode ter ocorrido devido a falhas do
desenvolvimento do trabalho, necessitando confirmar os resultados.

A amplificacdo do gene OXA-51, possibilitou a identificacdo especifica das amostras de A.
baumannii (IAL 2457 e IAL 2458) em razéo de sua ineréncia para com a especie.

Ao final dos procedimentos, as linhagens autenticadas passaram a estar disponiveis para
fornecimento, permitindo seu uso em pesquisas de grande relevancia, em trabalhos
industriais e em Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACENS), contribuindo com a
vigilancia epidemiologica e consequentemente fazendo parte da histéria da satde publica do
pais.
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Resumo: As colegdes de micro-organismos atuam armazenando, conservando e fornecendo
linhagens de importancia para pesquisas em diversas areas da saude, meio ambiente,
indUstrias e controle de qualidade. Também faz parte do trabalho das colecdes caracterizar
e autenticar as linhagens, conferindo maior confianca e especificidade ao material fornecido.
A Colecdo de Culturas do Instituto Adolfo Lutz armazena e organiza cepas de grande
importancia para a salde publica e pesquisas. Para realizar a autenticacdo do material
depositado, sdo utilizadas técnicas de identificacdo fenotipica e métodos de biologia
molecular. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar e autenticar linhagens de
bactérias Gram-positivas armazenadas pelo método de liofilizacdo no Ndcleo de Colegdo de
Micro-organismos (NCMO) do Instituto Adolfo Lutz por meio de identificacGes fenotipicas,
espectrometria de massas (MALDI-TOF) e sequenciamento genético. Foram selecionadas
linhagens dos géneros Corynebacterium, Staphylococcus, Streptococcus e Rhodococcus,
que passaram por identificacdo. Foi possivel diferenciar as espécies dos géneros
Corynebacterium por todos os métodos usados, confirmando resultados através de
sequenciamento Sanger, ndo conseguindo distinguir apenas seus biovares. Todas as espécies
de Staphylococcus foram estabelecidas pelas técnicas tradicionais de identificacdo. As
linhagens de Streptococcus foram classificadas como pertencentes ao grupo viridans pelas
técnicas tradicionais, sendo sua espécie determinada por espectrometria de massas e
sequenciamento. As linhagens de Rhodococcus equi foram identificadas por espectrometria
de massas. Diante dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a metodologia do
MALDI-TOF foi a mais eficiente na autenticacdo das linhagens estudadas e que os métodos
utilizados no NCMO sdo eficazes na preservacdo das caracteristicas originais dos micro-
organismos.

Palavras-chave: Colecdes de culturas; Corynebacterium; Rhodococcus; Staphylococcus;
Streptococcus.

INTRODUCAO

As colecdes de cultura sdo Centros de Recursos Biologicos (BRC), que armazenam
materiais biologicos autenticados, identificados com alta preciséo, servindo como
repositorios da biodiversidade e centros de recursos microbianos. Estes centros possuem
experiéncia em preservar, cultivar, caracterizar e distribuir linhagens autenticadas,
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fornecendo recursos para ensaios de controle de qualidade, inovacdo e pesquisas
(JANSSENS, D. et al, 2010; BECKER, P. et al, 2019).

O Nucleo de Colecdo de Micro-organismos (NCMO) do Instituto Adolfo Lutz,
membro da Word Federal for Culture Collections (WFCC) é classificado como uma colecao
de servigos, com acervo abrangente, com curadoria profissional e importante papel na
caracterizacdo, manutencao e distribuicdo de micro-organismos, desde 1940 (ANDRADE,
T.S., 2008).

O acervo do NCMO é constituido por aproximadamente 10 mil linhagens, desta
forma, para manté-lo atualizado s&o necessarias revisdes constantes, sendo necessario
emprego de técnicas modernas para contribuir com este processo. Assim, o presente trabalho
teve como objetivo caracterizar e autenticar bactérias Gram-positivas, presentes na colecéo
do Instituto Adolfo Lutz, utilizando técnicas tradicionais e modernas, tornando-as
disponiveis para fornecimento. Para isso foram selecionadas linhagens dos géneros
Corynebacterium, Rhodococcus, Staphylococcus e Streptococcus, micro-organismos
considerados de importancia para saude publica e relacionados a infecgbes em pacientes
imunocomprometidos.

MATERIAL E METODOS

Para este trabalho foram selecionados micro-organismos liofilizados depositados no
acervo da colecao, a partir do acrénimo IAL, Tabela 1.

Tabela 5 - Linhagens de bactérias Gram-positivas avaliadas neste estudo

IAL  LOTE LINHAGEM ORIGEM

93 04/01 Corynebacterium diphtheriae -
99 04/98  Corynebacterium diphtheriae biovar gravis C.4 -
101 05/01  Corynebacterium diphtheriae biovar mitis C.10 -

104 04/01 Corynebacterium pseudodiphtheriticum -

1817  09/07 Corynebacterium glutamicum ATCC 21513

1997 12/93 Rhodococcus equi ATCC 33707 / CDC B 1480
2042  05/98 Rhodococcus equi H. Servidor Publico 13420
2043  07/99 Rhodococcus equi H. Emilio Ribas
2052  01/98 Rhodococcus equi NN INFANTY SC 33446
2106 12/98 Rhodococcus equi 2 UNESP Botucatu
1598  02/10 Staphylococcus sp 2095 CIP J. Pillet
1603  01/03 Staphylococcus aureus ssp. aureus H 209 Fontoura

1604  07/03 Staphylococcus aureus ssp. aureus H 209 Johnson

2012  07/03 Staphylococcus aureus ssp. aureus EF 04 EPM

1828 10/07 Streptococcus mitis -

1832  09/10 Streptococcus sanguinis -

Fonte: Autoral, 2022.

Para realizar a autenticacdo foram utilizados os seguintes métodos:

e Analise macroscopica, analisando a uniformidade do crescimento em meio de cultura, e
microscopica, usando coloragdo de Gram e de Albert-Laybourn (identificando granulos
metacromaticos em bacilos corineformes) e microscopio optico com aumento de 1000X;

¢ Identificacdo fenotipica por meio de provas bioquimicas, diferenciando espécies a partir
das transformagdes quimicas num determinado substrato, e antibiograma, avaliando a
suscetibilidade a antimicrobianos, sendo necessario, para esta técnica, a producdo de
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suspensao bacteriana com turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland e o uso de discos
de Novobiocina (5 pg) ou Optoquina (5 mcg);

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization — Time of Flight Mass
Spectrometry) identificando a presenca de proteinas especificas através da dessorcao de
moléculas a laser, sendo estas aspiradas a vacuo até um detector, que avalia seu tempo de
chegada, produzindo um gréafico, com picos proteicos, analisado e interpretado de forma
computadorizada. Para identificacdo de bactérias Gram-positivas foi realizada extracéo
proteica em tubo (usando etanol 100%, &cido férmico 70% e acetonitrila) e extracdo direta
(usando &cido formico 95%), comparando os resultados obtidos com os presentes na
biblioteca padrdo do equipamento Bruker, sendo os que apresentaram score entre 2,00 —
3,00, considerados de alta confianca.

Sequenciamento genético pelo método Sanger analisando a sequéncia do gene codificador
do RNA ribossomal da porgdo 16S, onde existem regides de consenso, variabilidade e
hipervariabilidade, que permitem identificar diferentes espécies. Para este trabalho foi
realizada a extracdo de material genético; amplificacdo utilizando os primers 27F/518R.
Confirmada amplificacdo e integridade, foi realizada a purificacdo dos produtos com o
MEGAQquick-spin™  Total Fragment DNA  Purification, quantificagio em
nanoespectrofotbmetro, seguindo com a reacdo de sequenciamento usando o kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing e encaminhando a placa ao Laboratério Estratégico para
ser analisada no equipamento 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analises Macroscépica e Microscopica
e Corynebacterium spp

Em macroscopia foram realizadas as seguintes observacgdes:

- IAL 93 (C. diphtheriae) — crescimento em 48 horas, com coloracdo creme, aspecto
cremoso, colbnias pequenas, bem delimitadas e bordas uniformes;

- 1AL 99 (C. diphtheriae bv. gravis) e IAL 101 (C. diphtheriae bv. mitis) crescimento
em 48 horas com coloragéo creme, aspecto cremoso, colonias medianas, bem delimitadas e
bordas uniformes;

- IAL 104 (C. pseudodiphtheriticum) - crescimento em 48 horas, com coloragéo
creme, aspecto cremoso, colénias medianas, bordas pregueadas e centro branco;

- IAL 1817 (C. glutamicum) - crescimento em 24 horas, com coloragéo creme,
aspecto cremoso, coldnias pequenas, bordas bem delimitadas e uniformes.

Em microscopia, as linhagens 1AL 93, 99, 101 foram visualizados bacilos roxos,
palicados, com granulos metacromaticos, confirmados pela coloracdo de Albert-Laybourn.
As linhagens IAL 104 e 1817 apresentaram bacilos de coloragdo roxa, mais curtos que 0s
anteriores, palicados, sem granulos metacromaticos, confirmado pela coloracdo de Albert-
Laybourn. Desta forma, pode-se dizer que todas as linhagens estavam de acordo com a
literatura de referéncia (WITHMAN, W. B., 2012).

e Rhodococcus equi

Em macroscopia observou-se que todas as colonias cresceram da mesma forma, visto
que todas as linhagens pertenciam a mesma espécie; assim, nas primeiras 24 horas de
crescimento, apresentaram coloragdo creme, aspecto cremoso e formacdo de coldnias
isoladas; com 48 horas, 0 crescimento apresentou coloragédo alaranjada, aspecto mucoide e
brilhante, formando coldnias com forma de “gota de lagrima” e bordas lisas.

Em microscopia Optica foi possivel visualizar a alteracdo morfoldgica decorrente do
ciclo celular da espécie. Com menos de 24 horas, foram observados bacilos Gram-positivos;
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apos 24 horas, foram visualizados cocos Gram-positivos, permitindo dizer que as linhagens
estavam de acordo com relatos literarios (WITHMAN, W. B. et al, 2012).
e Staphylococcus spp
Em macroscopia observou-se que todas as linhagens (1AL 1598, 1603, 1604, 2012),
apresentaram crescimento abundante em 24 horas, com coloragdo amarelada, aspecto
cremoso e col6nias pequenas. Em &gar sangue, o padrao de crescimento se repetiu, porém a
cepa com IAL 2012 apresentou formagdo halo de B — hemdlise, que pode se formar nesta
espécie (ANVISA, 2008). Em microscopia dptica, foram observados cocos Gram-positivos,
que se distribuiam pela lamina em diplococos, arranjos lineares e arranjos semelhantes a
“cachos de uva”. Os crescimentos e as caracteristicas microscopicas encontradas estavam de
acordo com a literatura (WITHMAN, W. B. et al., 2009).
e Streptococcus spp
Em macroscopia foram observados crescimento em 24 horas, das linhagens IAL
1828 e 1832, em jarra de anaerobiose, com formacao de zonas de a — hemolise, formando
um halo esverdeado ao redor das coldnias brilhantes, com aspecto seco, tamanho pequeno e
bordas delimitadas. Em microscopia foram observados cocos Gram-positivos dispostos aos
pares ou em alinhamento, sendo que os cocos da linhagem IAL 1828 foram considerados
maiores quando comparados aos da linhagem IAL 1832. Desta forma, pode-se afirmar que
para as linhagens desse género, as caracteristicas observadas foram compativeis com as
descritas na literatura (WITHMAN, W. B. et al., 2009).
Anélises Bioquimicas
e Corynebacterium spp
Para as diferentes linhagens com diferentes identificacbes de espécie foram
realizadas provas de catalase, redugdo de nitrito a nitrato, consumo de glicose, sacarose e
trealose, além de reducdo de telurito. Os resultados obtidos foram comparados com a
literatura de referéncia (WITHMAN, W. B, 2012), permitindo concluir que as linhagens de
IAL 93, 99, 101 e 104 nédo apresentaram divergéncias em relacdo ao que se era esperado. A
linhagem IAL 1817 ndo apresentou consumo de trealose, divergindo da literatura.
e Rhodococcus equi
Para as diferentes linhagens da espécie trabalhada foram realizadas provas de
catalase, producéo de indol, consumo de lactose, glicose, manitol e xilose, descarboxilagdo
de lisina, ornitina, arginina e degradacéo da ureia. Os resultados obtidos foram comparados
com a literatura de referéncia (PRESCOTT, J. F., 1991), permitindo concluir que as
linhagens IAL 1997, 2043, 2052 e 2106 ndo apresentaram divergéncias, porém, existem
relatos em desacordo sobre o consumo de glicose para a espécie (SILVA, P. et al., 2010). A
linhagem IAL 2042 ndo apresentou degradacdo da ureia, divergindo das outras linhagens,
porém nem todas as linhagens degradam este substrato (SILVA, P. et al., 2010).
e Staphylococcus spp
Para as diferentes linhagens deste género foram realizadas provas de catalase,
coagulacao de plasma, consumo de manitol, degradacao de ureia, despolimerizagdo de DNA,
além de antibiograma com Novobiocina (5ug). Os resultados obtidos foram comparados a
literatura de referéncia (ANVISA, 2008), permitindo concluir que todas as linhagens
pertenciam a espécie S. aureus.
e Streptococcus spp
Para as diferentes linhagens deste género foram realizadas provas de catalase,
hidrolise de esculina e detecgdo de a-hemolise, além de antibiograma com Optoquina
(5mcg). Os resultados obtidos foram comparados com a literatura de referéncia (ANVISA,
2008), permitindo concluir que as espécies trabalhadas pertenciam ao grupo viridans, ndo
permitindo afirmar a espécie das linhagens.

152



MALDI-TOF

As diferentes espécies de Corynebacterium, Staphylococcus e Streptococcus foram
identificadas por extragdo direta do crescimento, enquanto as diferentes cepas de
Rhodococcus equi apresentaram melhor identificacdo usando extracdo proteica. A técnica
permitiu a identificacdo de todas as espécies do género Corynebacterium, porém nao
identificou os biovares das espécies C. diphtheriae trabalhadas.

As linhagens de Rhodococcus equi foram a identificadas com nomenclatura de
Rhodococcus hoagii, identificacdo explicada pela semelhanca, considerada controversa,
constatada entre as espécies de Rhodococcus equi e Corynebacterium hoagii (VAZQUEZ-
BOLAND, J. A,, SCORTTI, M., MEIJER, W., 2020).

Todas as linhagens do género Staphylococcus foram confirmadas como da espécie S.
aureus. No caso das diferentes espécies de Streptococcus, a técnica identificou a linhagem
IAL 1832 como S. sanguinis, porém, a linhagem IAL 1828 teve resultado inconclusivo, pois
houve identificacdo de duas espécies, S. mitis e S. pneumoniae, sendo possivel descartar a
segunda espécie pelo cultivo em &gar bile esculina, que foi negativo, diferindo do esperado
para esta espécie (ANVISA, 2008).

Identificag@o por Sequenciamento Genético

Com base nos resultados obtidos nas técnicas de diferenciacdo descritas
anteriormente, foram selecionadas como para identificacdo por sequenciamento genético as
linhagens de Corynebacterium, visando diferenciar os biovares das linhagens IAL 99 e 101,
e as linhagens de Streptococcus, visando confirmar suas espécies, visto que por pertencerem
ao mesmo grupo de Estreptococos (viridans).

Os resultados obtidos permitem dizer que as bactérias Gram-positivas extraidas por
kit apresentaram resultados melhores. Além disso, pode-se dizer que a identificacdo com 0s
primers 27F/518R foi mais eficiente, visto que houve formacéo de leituras consensuais.

A partir do sequenciamento, foi possivel dizer que as espécies do género
Streptococcus foram identificadas como S. mitis (IAL 1828) e S. sanguinis (IAL 1832), com
similaridades de 99,7% e 100%, respectivamente. As linhagens de Corynebacterium tiveram
suas espécies identificadas, confirmando os resultados de outras técnicas, porém, ndo foi
possivel identificar os biovares das linhagens 1AL 99 e 101, possivelmente pelos primers
utilizados n&o abrangerem trechos do genoma que possibilitem isso.

As espécies de Corynebacterium identificadas e suas respectivas similaridades
foram: C. diphtheriae (IAL 93) — 99,13%; C. diphtheriae (IAL 99) — 99,1%; C. diphtheriae
(IAL 101) — 99,77%; C. pseudodiphtheriticum (IAL 104) — 98,19%; C. glutamicum (IAL
1817) — 100%.

CONCLUSOES

As linhagens de Corynebacterium foram identificadas por meio das técnicas
morfolégicas, fenotipicas, MALDI-TOF e por sequenciamento genético, porém nenhuma
das técnicas permitiu determinar seus biovares, sendo necessarios mais estudos. As
linhagens de Rhodococcus equi tiveram suas espécies confirmadas por meio das técnicas de
identificacdo morfoldgica e por MALDI-TOF, porém a identificacéo por técnicas fenotipicas
n&o foi conclusiva por esta espécie ser reativa ao uso de técnicas bioquimicas.

Com os resultados obtidos para as linhagens de Staphylococcus spp foi possivel
determinar a espécie por técnicas de identificagdo morfoldgica, fenotipicas e MALDI-TOF,
permitindo autenticar a linhagem IAL 1598. As linhagens de Streptococcus spp tiveram seu
género e grupo de classificacdo determinado como viridans por identificacdo fenotipica e
morfolégica, porém as suas espécies s6 foram confirmadas com a identificagdo por MALDI-
TOF e sequenciamento genetico.
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Assim, verificou-se que os métodos de identificacdo utilizados foram eficientes para
as bactérias Gram-positivas estudadas neste trabalho, sendo que a identificacdo por MALDI-
TOF se destacou como a mais assertiva nos diferentes géneros trabalhados. Também foi
possivel verificar que o método de liofilizacdo empregado para a manutencao das linhagens
foi eficaz, uma vez que a maioria das caracteristicas informadas na época do depdsito
corresponderam as andlises realizadas neste trabalho, ap6s muitos anos de preservacéo.
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Resumo: A pandemia ocasionada pelo SARS-CoV-2 levou a comunidade cientifica a uma
rapida busca por antigenos virais capazes de induzirem uma resposta imunoldgica eficiente
para a producdo de vacinas, bem como na aplicacdo em testes diagnosticos soroldgicos. A
obtencdo e utilizacdo de proteinas recombinantes por meio de técnicas biotecnoldgicas, tem
se mostrado muito eficiente em razdo do seu custo-beneficio e da sua diversidade de
aplicacdo, contribuindo para o avanco cientifico. Este trabalho teve como objetivo otimizar
0 processo de expressao de uma proteina recombinante fusionada (RBD+N) do SARS-CoV-
2 em bactérias E. coli, avaliando as melhores condi¢des para a obtencdo da proteina pura,
que futuramente servira para testes imunologicos in vitro e in vivo. O vetor de expressdo
pH6HTC His6 HaloTag® T7 Vector (Promega Corporation, USA) foi utilizado para a
expressdao da sequéncia da proteina fusionada. As cepas de E. coli BL21 (DE3) pLysS e
Rosetta foram transformadas com o plasmideo, para a realizacdo da expressdo. A extracdo
da proteina foi realizada utilizando os tampdes Bug Buster® e Sarkosyl e submetidas a
purificacdo por cromatografia de afinidade. As amostras foram analisadas por gel de SDS-
PAGE e Western Blotting. A cepa E. coli Rosetta no tempo de 4 horas apresentou maior
rendimento de proteina expressa, enquanto a E. coli BL21 no tempo de 4 horas foi a que
menos expressou. Ambas as cepas no tempo de 18 horas expressaram concentragoes
préximas. Ao avaliar o perfil de purificacdo, a BL21 apresentou baixa formacéao de corpo de
incluséo possibilitando a liberacdo da proteina no primeiro estagio de extracao proteica. Os
resultados do Western blotting sugerem maiores investigacdes de possiveis problemas da
sequéncia génica no vetor de expressao que possam ter influenciado na purificacdo devido
ao nado reconhecimento da proteina pelo anticorpo anti-His tag.

Palavras—chave: E. coli; proteina recombinante fusionada; SARS-CoV-2.

INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, o aparecimento de diversos casos de pneumonia na cidade de
Wuhan, na China, acendeu um alerta para que o governo chinés buscasse a fonte do surto e
comunicasse aos 0rgdos internacionais de vigilancia. Posteriormente, em fevereiro,
taxonomistas classificaram o virus em SARS-CoV-2 (do inglés, severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2) e a OMS nomeou a nova doenca como COVID-19 (Coronavirus
disease 2019). Em meados de marco ja havia a circulagdo do virus por diversos paises ao
redor do mundo, sendo caracterizada como pandemia, impactando fortemente na salde
publica global (SUN et al., 2020).

O virus possui tropismo pelo trato respiratério, principalmente nas células
pulmonares, causando uma série de complicacBes ao hospedeiro (HARRISON, LIN,
WANG, 2020). Os casos variam de leves, moderados e graves. Entre os sintomas
comumente relatados estdo a tosse, febre e dor de garganta. Em casos mais graves, 0S
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pacientes podem apresentar dor no peito, falta de ar, podendo evoluir para uma sindrome
respiratoria aguda grave, necessitando de internacdo hospitalar (WHO, 2022).

Com o rapido aumento dos nimeros de casos mundialmente, houve a necessidade da
busca por marcadores virais capazes de auxiliarem na terapéutica e no diagnostico da nova
patologia (YUCE, FILIZTEKIN, OZKAYA, 2021). A procura por sitios ativos e
imunogénicos para producdo de vacinas foi o foco de diversos grupos de pesquisa na
tentativa de desenvolver antigenos recombinantes capazes de induzir a resposta imunoldgica
humoral e/ou celular contra o0 novo virus (AWADASSEID et al., 2021).

Este trabalho teve como objetivo otimizar o processo de expressdo de uma proteina
recombinante fusionada (RBD+N) do SARS-CoV-2 em bactérias Escherichia coli,
avaliando as melhores condicfes para a obtencdo da proteina pura, que futuramente servira
para testes imunoldgicos in vitro e in vivo.

MATERIAL E METODOS

O vetor de expressdo pH6HTC His6 HaloTag® T7 Vector (Promega Corporation,
USA) foi utilizado para a expressao da sequéncia da proteina recombinante resultante da
fusdo das proteinas RBD (dominio de ligacdo ao receptor, uma subunidade de proteina
Spike, de superficie do virus) e N (proteina do nucleocapsideo). As cepas E. coli BL21 (DE3)
pLysS e Rosetta foram transformadas com o plasmideo, para a realizagdo da expressao. Foi
realizado inicialmente um teste de inducdo apos atingirem ODeoonm 0,6 em 5 mL de cultura
com concentracdo 0,4 mM de IPTG, para avaliar as caracteristicas de cada cepa e
posteriormente a expressdo em 100 mL de cultura a 0,5 mM de IPTG em dois tempos
diferentes (4 e 18 horas). A extracdo da proteina foi realizada utilizando os tamp&es Bug
Buster® (Novagen®, USA), juntamente com a adi¢do de lisozima (Invitrogen, USA; 1000
U/mL) e Benzonase® Nuclease (Sigma-Aldrich®, USA; 25 U/mL) e Sarkosyl (1,5%
Sarkosyl, 25 mM Trietanolamina, 1ImM de EDTA) e submetidas a purificacdo por
cromatografia de afinidade. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e Western
blotting.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo de bactérias para a producdo de proteinas heterélogas tem sido
amplamente aplicada no ramo da biotecnologia. Muitas proteinas de interesse comercial
tém-se utilizado esse modelo de vetor para estudos estruturais e funcionais devido ao seu
baixo custo, facil manipulacdo, rapido crescimento e alto rendimento (ROSANO,
CECCARELLLI, 2014). A espécie E. coli é a principal escolha de muitos pesquisadores
devido a sua simplicidade genémica passivel de transformacdo com DNA exdgeno, ciclo de
divisdo celular entre 20 a 30 minutos em condi¢des de crescimento favoraveis, além de
possuir sua fisiologia bem caracterizada. (FRANCIS, PAGE, 2010).

Com os avangos da engenharia genética, a E. coli passou por diversas modificacfes
a fim de melhorar seu desempenho na producdo de insumos biotecnologicos, originando
diversas cepas. Neste trabalho, a expressao heterdloga da proteina fusionada (RBD+N) foi
avaliada nas cepas BL21(DE3) que possui uma copia da RNA polimerase do fago T7 e
possibilita a transcricdo de sequéncias génicas controladas pelo promotor T7 lac
UV5(ROSANO, MORALES, CECCARELLLI, 2019; RESENDE, 2015), e na cepa Rosetta
que € recomendada para proteinas que contenham codons raros.

Dado tal contexto, as bactérias foram transformadas com o plasmideo contendo a
sequéncia da proteina recombinante fusionada nessas duas cepas. Para um teste inicial de
expressdo, foi realizada a inducgdo durante um periodo de 3 horas, com uma concentragao de
IPTG de 0,4 mM. Durante o teste, foi retirada uma aliquota pré-inducéo (TO0) e pés-indugédo
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a cada uma hora até completar 3 horas (T1, T2 e T3). As amostras foram submetidas a SDS-
PAGE e o resultado esta demonstrado na Figura 1. Apos analise, foi possivel observar que a
cepa Rosetta forneceu um gel mais limpido em relacéo a BL21, tendo uma menor expressdo
de proteinas basais.

Figura 1. Teste dAe inducdo com IPTG 0.4 mM por até 3 horas de incubacao.

BL21 B Rosetta

TO T T2 T3 - = =

Na figura A é observada a diferenca do perfil de expressdo da cepa BL21 em relagdo a cepa Rosetta (figura B).
A seta na regido entre 75 e 100 kDa sugere a expressdo da proteina recombinante fusionada (RBD+N) e a seta
na regido de 35kDa a proteina RBD expressa sozinha.

Para dar continuidade aos estudos, a expressao da proteina foi feita em uma escala
maior, e decidiu-se alterar a concentracao do indutor para 0,5 mM, que se baseou em estudos
recém-publicados por Castro e colaboradores (2022), que trabalharam também com uma
proteina fusionada (RBD+N), utilizando a concentra¢do de 0,5 mM do indutor durante 18
horas. Portanto, as cepas foram induzidas por 4 e 18 horas de incubacdo a 37° C. Apés a
extracdo da proteina, utilizando dois tipos de detergentes para lisar a célula bacteriana, Bug
Buster® e Sarkosyl, notou-se que 0s sobrenadantes obtidos dos cultivos de 18 horas
apresentaram-se um aspecto viscoso, portando, essas amostras foram tratadas com DNAse
(5 pg/mL), que apos o tratamento ficaram fluidas, e essa caracteristica auxilia na purificacdo
por cromatografia de afinidade.

O vetor de expressdao pH6HTC His6 HaloTag® T7 possui uma sequéncia de 6
residuos de histidinas que séo adicionadas na por¢do C-terminal da proteina alvo. Essa fusdo
de aminoéacidos é responsavel por auxiliar na purificacdo, atraves de ligacdes reversiveis ao
niquel presente na coluna cromatografica, permitindo que apenas as proteinas com essa
cauda se liguem com maior afinidade, separando-as das demais produzidas (RESENDE,
2015). A reversdo dessas ligacdes € realizada através da adicdo de imidazol no tampéo de
eluicdo, que por competicao, se liga ao niquel liberando a proteina que estava imobilizada.
A partir desta técnica, espera-se uma obtencdo mais pura e sem contaminantes em uma unica
etapa (BORNHORST, FALKE, 2000). Para a purificacdo foi utilizado o sobrenadante apds
a lise celular com o tampdo Sarkosyl, diluido no tampé&o de equilibrio A (50 mM de Fosfato
de sodio, 500 mM de Cloreto de sédio). A eluicdo da amostra ocorreu utilizando um
gradiente de concentracdo de 5% a 100% do tampéo B (50 mM de Fosfato de sodio, 500mM
de Cloreto de sédio, 500 mM de Imidazol).

Ao analisar o perfil de purificacéo, as amostras da cepa Rosetta 4 e 18 horas e a BL21
18 horas apresentaram perfil de eluicdo proximas, entre 54-58% de imidazol (~ 280 mM).
Entretanto, a amostra de BL21 de 4 horas apresentou eluicdo em 100% da concentragéo de
imidazol (500 mM) presente no tampao (Figura 2). Logo, uma nova expressao dessa amostra
foi realizada para observar se ¢ perfil da cepa ou se havia algum erro durante o processo.
Ap0s a segunda purificacdo, observou-se que o perfil de eluicdo se manteve o mesmo (Figura
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3) e dado tal cenario, surgiu a hipdtese de que as proteinas estariam no sobrenadante do Bug
Buster®, e que no tempo de 4 horas de inducdo nessa cepa, a formacéo de corpos de incluséo
é baixa, sendo as proteinas liberadas no primeiro passo de extracao.

Figura 2. Cromatograma com o perfil de elui¢do do sobrenadante oriundo do
cultivo da cepa Rosetta e BL21.
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Na figura 2A é observado o pico de eluicdo da amostra Rosetta 4 horas e a figura 2B o pico de elui¢do da
amostra Rosetta 18 horas, ambos indicados pela seta. O perfil do pico de eluicdo da amostra de 18 horas (figura
2D) apresentou semelhanga com a cepa Rosetta, como indicado pelas setas. Entretanto, a diferenca no pico de
eluicdo da amostra de 4 horas (Figura 2 C) levantou questionamentos sobre o perfil de expresséo de proteina
recombinante das cepas em diferentes tempos.

Figura 3. Cromatograma da nova purificacdo das amostras obtidas da inducédo de 4
horas da cepa BL21.
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A figura 3A apresenta a purificacdo do sobrenadante do tamp&o Sarkosyl (SKsn) indicando a eluicdo em 100%
de imidazol. A figura 3B indica a purificacdo do sobrenadante do Bug Buster® (BBsn) com eluicdo na
concentracéo de 56%.

Para uma andlise quantitativa das proteinas obtidas nas amostras, foi realizada a
concentracdo das amostras para quantificagcdo utilizando um kit comercial ((Pierce™ Rapid
Gold BCA Protein Assay Kit - Thermo Fisher Scientific, USA). Os resultados da
quantificacdo estdo apresentados na Tabela 1. O eluido da purificacéo obtidos do cultivo da
cepa Rosetta no tempo de 4 horas apresentou maior quantidade de proteina expressa dentre
as amostras, enquanto os eluentes da BL21 4 horas produziu proteinas em menor
concentragdo. As amostras de 18 horas apresentaram concentracfes proximas.

Tabela 1. Quantificacdo da proteina expressa.
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AMOSTRA CONCENTRACAO

(LG/ML)
BL21 4 horas (Sobrenadante Bug Buster®) 624,1
BL21 4 horas (Sobrenadante Sarkosyl) 4171
BL21 18 horas (Sobrenadante Sarkosyl) 1130,9
Rosetta 4 horas (Sobrenadante Sarkosyl) 1340,6
ROSETTA 18 HORAS (SOBRENADANTE SARKOSYL) 1073,8

Ao final de todo o processo, as amostras foram submetidas a anélise de SDS-PAGE
e Western blotting. Os resultados da primeira analise revelaram que a amostras provenientes
da cepa Rosetta do tempo de 4 horas apresentou uma banda de maior densidade em tempo
de 18 horas (Fig. 4A), corroborando com os resultados da quantificacédo proteica. Observou-
se também bandas entre 75 e 100 kDa, que sugere ser a proteina fusionada; porém notou-se
uma banda da regido de 35 kDa, caracteristico da proteina RBD indicando que a purificacao
ndo foi eficiente, pois teoricamente a cauda de histidina estaria presente na proteina
quimérica. Em relacdo a cepa BL21 (Fig. 4B) ocorreu a situagdo inversa, no tempo de 18
horas a bactéria produziu mais proteina em relacdo ao tempo de 4 horas. Também foi
realizado um gel para analisar a segunda purificacdo do tempo de 4 horas da BL21 para
comparar a eluicdo da proteina nos diferentes sobrenadantes (Fig. 4C). A partir desses
resultados, concluiu-se que a maior concentracdo de eluicdo da proteina estava no
sobrenadante do Bug Buster® e bem pouca no Sarkosyl. Os resultados do SDS-PAGE
também indicaram a ineficiéncia da purificacdo, visto que apenas proteinas que possuem
cauda de histidina deveriam ser eluida, apresentando-se em uma banda tnica no gel.
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Nas figuras A e B € possivel observar que as bandas na regido entre 75 e 100 kDa sugerem ser a proteina
recombinante expressa, sendo possivel observar a progressdo da espessura apds a concentragdo do pico de
eluicdo. A figura C mostra a diferenca de concentragdo da proteina expressa na BL21 no tempo de 4 horas nos
diferentes sobrenadantes.

Em ambos os géis, ficou evidente uma banda espessa proxima a marcagdo de 35 kDa,
que se assemelha ao perfil da proteina RBD sozinha e ainda ha necessidade de otimizar o
método de purificacdo. Para confirmar a expressdo da proteina fusionada RBD+N, foi
realizado um Western Blotting com imunorrea¢do com anticorpo primério de coelho anti-
His6-tag (Sigma-Aldrich®, USA,; diluicdo 1:1000) e soro de coelho anti-RBD (produzido
in-house pelo grupo de pesquisa). A membrana tratada com soro anti-RBD, apresentou
marcacdo em duas regides (~60 kDa e 35 kDa) (Figura 5A), indicando que além da proteina
inteira, a bactéria possivelmente também expressou somente a por¢do da RBD. A membrana
tratada com anticorpo anti-His6-tag para analisar o peso molecular e confirmar a expresséo
da proteina fusionada ndo apresentou imunorreagdo para o reconhecimento da cauda de
histidina nas amostras pelo anticorpo, reconhecendo apenas 0 RBD com cauda de histidina
(produzido pelo grupo de pesquisa) que foi utilizado como controle positivo (Figura 5B).
Desta forma, supBe-se que a cauda da Histidina ndo esta sendo produzida completa, pois esta
na sequéncia do vetor e ndo na sequéncia génica da proteina, podendo haver algum problema
na fusdo entre as sequéncias. Fato que fica evidente durante a purificacdo, pois observou-se
que um pico de elui¢do na concentracdo de aproximadamente 300 mM, sugerindo que apenas
proteinas com poli-histidinas (mais de 3 residuos de amino&cidos) ficariam mobilizadas nas
colunas e eluiriam nessa concentracgéo.
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Figura 5. Western Blotting das amostras apds purificacao.
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Na figura A é observado reconhecimento da proteina RBD em duas regides (aproximadamente 75 e 35 kDa).
Ja a figura B apresenta apenas o reconhecimento da His6-tag na amostra utilizada como controle positivo.

CONCLUSOES

A utilizacdo de duas cepas de E. coli, BL21(DE3) pLysS e Rosetta, permitiu avaliar o
perfil em diferentes condicBes de tempo, mantendo a concentracdo do indutor e temperatura.

A cepa Rosetta no tempo de 4 horas produziu maior quantidade de proteina
recombinante fusionada (RBD+N), enquanto a cepa BL21 no mesmo tempo produziu menor
quantidade.

Ao avaliar o perfil de purificacdo, a BL21 de 4 horas sugere a baixa formacéo de corpos
de inclusdo possibilitando a solubiliza¢do da proteina no citosol bacteriano e sendo liberado
na primeira fase de lise celular.

Os resultados do Western Blotting sugerem a necessidade de maiores investigagdes
guanto a possiveis interferentes na sequéncia génica no vetor durante a expressao, para
continuar otimizando a producdo da proteina recombinante fusionada (RBD+N) a fim de
obté-la pura e sem contaminantes.
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PERFIL EPIDEMIOLOGICO DA COQUELUCHE NO BRASIL, 1998 a
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Resumo: A coqueluche é uma doencga infecciosa aguda do trato respiratério inferior, altamente
contagiosa, causada pela bactéria B.pertussis, acomete pessoas de qualquer faixa etéria, sendo o
grupo de maior risco criangas menores e lactantes. A transmisséo ocorre pelo contato direto com
pessoa-infectada por meio de goticulas de orofaringe eliminadas por espirro, tosse e fala, bem como
pelo contato com objetos contaminados com secre¢Bes do doente. A doenca evolui em trés fases
consecutivas: catarral, paroxistica e de convalescenga. Apesar do Programa Nacional de
ImunizagGes, a coqueluche continua sendo um importante problema de saide publica, devido a
elevada mortalidade infantil. O objetivo deste trabalho é descrever a ocorréncia de casos de
cogueluche no Brasil no periodo de janeiro 1998 a novembro de 2022. Trata-se de uma revisdo
elaborada a partir de artigos cientificos, livros, manuais, dissertacdes de mestrado e portais
eletrénicos. Foram utilizadas as seguintes bases de dados: PubMed, LILACS, SciELO, MEDLINE e
Google Académico. O estudo realizado demonstrou que as regides no Brasil com maior nimero de
casos confirmados de coqueluche no intervalo de 1998 a novembro de 2022 foram respectivamente:
regido sudeste, regido sul e a regido norte. A maior ocorréncia de casos de coqueluche concentrou-
se na faixa etaria dos menores de 1 ano de idade, principalmente menores de 6 meses. No Brasil a
cobertura vacinal diminui a partir de 2018 com aumento de casos de coqueluche em individuos néo
vacinados, principalmente na faixa etaria de menores de 2 meses e individuos com situagédo vacinal
ignorada que ressalta a importancia da vacina em criancas, adultos, gestantes, profissionais de satde
e idosos como prevencdo da doenca. Foi observado um decréscimo significativo da coqueluche no
periodo 2020 a 2022 devido ao foco na assisténcia e prevencgdo da covid-19, situacdo que contribuiu
para a diminuicdo do nimero de casos de doencas de transmissdo respiratéria como a coqueluche. A
coqueluche ainda deve ser considerada uma doenca de importancia mundial em salde publica,
portanto devemos reforcar as agdes de diagndstico, prevencao e controle da doenga.

Palavras-Chaves: Bordetella pertussis; coqueluche; epidemiologia; vacinagéo
Introducéo

A coqueluche é doenca infecciosa aguda do trato respiratorio inferior, altamente
contagiosa, causada pela bactéria Bordetella pertussis, acomete pessoas de qualquer faixa
etaria, sendo o grupo de maior risco criangas menores e lactantes’?. A transmiss&o ocorre
pelo contato direto com pessoa-infectada por meio de goticulas de orofaringe eliminadas por
espirro, tosse e fala, bem como pelo contato com objetos contaminados com secre¢Ges do
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doente®>’. A doenca evolui em trés fases consecutivas: catarral, paroxistica e de
convalescenca®. Na fase catarral ocorrem manifestagdes respiratdrias com sintomas leves de
febre pouco intensa, mal-estar geral, coriza e tosse seca. A Fase paroxistica é geralmente
afebril ou com febre baixa, crise com tosse sibita, rapida e curta®. Apesar do Programa
Nacional de Imunizacdes, a coqueluche continua sendo um importante problema de saude
publica, devido a elevada mortalidade infantil*®. A principal forma de prevencéo contra a
coqueluche é a imunizagdo. As vacinas penta (difteria, tétano, pertussis, hepatite B e
Haemophilus influenza tipo b), triplice bacteriana Difteria, Tétano e Coqueluche (DTP) e a
vacina DTPa (acelular) estdo disponibilizadas nos servicos de satde do Brasil.?

O diagnostico da coqueluche é realizado por meio de sinais e sintomas clinicos, Rx
de térax e diagnoéstico laboratorial. O diagndstico laboratorial é realizado com exames
inespecifico como o hemograma. Os exames especificos utilizados sdo os métodos
microbiolégicos, métodos imunoldgicos e moleculares.®

Foi preconizado pelo Ministério da Saude, Azitromicina 250 mg como droga de
primeira escolha para o tratamento da coqueluche que apresenta maior efetividade quando
administrada no inicio dos sintomas. O quadro inicial é inespecifico e pode causar atraso no
diagndstico e inicio do tratamento, levando a evolugdo da doenga para quadros mais graves,
portanto a prevencdo da coqueluche por meio da imunizagéo € vital, especialmente para 0s
neonatos?.

Muitos paises enfrentam desafios significativos de vigilancia, principalmente no
diagndstico clinico, confirmagdo laboratorial, falta de notificagdes epidemioldgicas
incompletas que podem resultar em subnotificacio da doenca®.

Para reduzir o nimero de casos em lactentes, a imuniza¢do materna foi introduzida
em muitos paises durante a Gltima década. Os dados demostram que a imunizacao reduz o
niimero de casos e 0 niimero de mortes causadas pela doenga®.

Avaliacdes nacionais indicam aumento do risco de doencas imunopreveniveis
devido a queda de vacinacdo, principalmente em criangcas menores de um ano. As acdes de
educacdo em salde sdo fundamentais para a prevencao da coqueluche, portanto informar a
populacdo sobre os aspectos epidemioldgicos da coqueluche, vacinagdo como principal
medida de prevencdo e controle da doenca, ressaltam a importancia do levantamento
bibliografico do referido estudo para o conhecimento do perfil epidemioldgico da
Coqueluche no Brasil*®

Material e Métodos

Este trabalho foi elaborado por meio de uma reviséo bibliografica baseando-se, no
perfil epidemioldgico da coqueluche. Definiu-se trabalhar com as seguintes bases de dado
do PubMed, LILACS, MEDLINE, Google Académico e Scielo, manuais contidos em sites
do Ministério da Saude, dissertagcdes de mestrado e artigos de revista. Realizou-se buscas
avancgadas selecionando-se palavras-chave, Bordetella pertussis, coqueluche, epidemiologia
e vacinacao.

3. Resultado e Discussao

De acordo com a figura 1 A e 1 B, as regides no Brasil com maior numero de casos
confirmados de coqueluche no periodo de 1998 a novembro de 2022 foram respectivamente:
regido sudeste, regido sul e a regido norte.

No Brasil, no intervalo de 1998 a novembro de 2022 o periodo com maior nimero
de casos foi 2014. De acordo com o boletim epidemioldgico do ministério da sadde referente
ao periodo de 2010 a 2014 o aumento do nimero de casos de coqueluche pode ter ocorrido
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devido a ciclicidade da doenca, baixas coberturas vacinais, melhoria no diagndstico
laboratorial e variacdo de cepas entre as regides.

Houve diminuigdo expressiva do numero de casos de coqueluche no periodo de
2020 a 2022. De acordo com o boletim epidemiologico do ministério da salde referente ao
periodo de 2020 a 2022 a queda expressiva de casos se deve-se ao foco na assisténcia e
prevencdo ao covid 19 que contribuiram para a reducao doencas de transmissao respiratoria,
como € o caso da coqueluche.

Figura 1 A - Casos confirmados de Coqueluche, Brasil, Grandes Regides e Unidades
Federadas. 1998- 2022.

Regido e UF 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Regido Norte 432 386 353 262 198 162 228 248 el 137 206 pricic) 52
Rondénia 123 T 6 10 1 7 1" 14 4 1 3| 1 22
Acre 275 1 15 5 2| 10 22 23| 5 1] 3 51 0
Amazonas 0 80 103 56| 159 80 84 78| 21 43 69| 22| 4
Roraima 13| 3 114 1 (] 1 1 2 2 2 2 1 1
Para 20 264 87 176 32 40 89 59 26 80 171 91 24
Amapa 0| 13 24 1 3 24 19 7 5 o 47| 57| 1
Tocantins 1 18 4 3| 1 0 2 1 7 2 1 0| 0
Regido Nordeste 206 3rz 569 223 95 282 261 314 214 129 215 169 115
Maranhao 19| 49 76 87 5 2 4 44 64 18 10 5| 6
Piaui 18| 2| 18 14 1 2 3 5| 3 2 1 0| 1
Ceara 6 36 93 15| 10 10 23 35| 11 4 3 11 9
Rio Grande do Norte 57| 26 19 10| 3 4 34 51 32 12 14| 26| 15
Paraiba 19 16 45 9| 5 0 12 B| 2 2 6| 1 4
Pemambuco 0| 121 136 33| 60| 227 130 95 80 82 125 39| 29
Alagoas 58| 55 54 6 3 7 19 20| 3 1 30| 57| 25
Sergipe o 14 27 5 1 0 1 13 2 2 0 3 o
Bahia 29 53 101 44 7 30 35 43 17 6 26 27 26
Regido Sudeste 428 247 161 173 193 359 346 330 198 320 487 269 243
Minas Gerais 108 96 85 32| 30 53 83 59| 45 40 85| 74| 22
Espirito Santo 86| 68, 32 46 96 173 101 58| 48 83 73| 33| 13|
Rio de Janeiro 129 16 8 7 10 46 69 44| 14 45 77 20| 27
Séo Paulo 105 67 56 88| 57| ar 113 169 91 152 252 142 181
Regido Sul 2.007 491 242 96 186 159 357 273 196 233 336 204 143
Parana 20 104 18 37 33 26 51 35 44 50 72| 42 17
Santa Catarina 100 28 3 17| 93 41 29 47 39 48 48 25| 19
Rio Grande do Sul 122 84 3 42| 60 92 277 191 113 137 218 137 107
Regido Centro-Oeste 1.024 174 129 129 77 71 147 104 112 51 23 104 52
Mato Grosso do Sul 178 a7 13 16| 24 16 40 23| 15 24 31 8 24
Mato Grosso 243 14 10 3 " ] 16 3 2 4 10| 15| 3
Goids 320 40 66 63| 28 35 40 55| 75 12 20| 36| 10
Distrito Federal 283 73 40 47| 14 12 51 23| 20 11 32| 45/ 15
Brasil 4.097 1.670 1.454 883 749 1.033 1.339 1.269 790 870 1.427 979 605
Fonte: Sinan/SVS/MS - atualizado em 28/07/2022

Fonte: O Sistema de Informagdes de Mortalidade/Secretaria de Vigilancia em Salde/Ministério da Salde,
2022

Figura 1 B - Casos confirmados de Coqueluche, Brasil, Grandes Regifes e Unidades
Federadas. 1998- 2022.

Regido e UF 2013 2014 2015 2016 1 2022
Regifo Norte 356 482 237 102 8 3
Rondénia 1 0 1
Acre 14 4 3 80 16 o 5 3 3 o o a
Amazonas 33 192 143 69 115 63 a2 17 14 4 2 1
Roraima 6 7 18| 10 6 7 21 5 21 0 o a
Para 18 72 81 103 26 a 4 32 18 5 3 a
Amapa 1 19 41 48 5 5 7 2 o 0 1 a
Tocantins 3 11 20 94 42 16 12 17 11 6 2 1
Regiao Nordeste 426 684 1.035 2937 964 334 395 685 761 82 68 48
Maranhao 33 34 34 156 79 11 14 26 23 2 1 1
Piaul o 6 a8 364 151 31 30 27 32 2 o a
Ceara 26 41 35 184 68 15 20 15 39 16 o 1
Rio Grande do Norte 66 146 111 a5 68 30 1s 33 31 a 2 a
Paraiba 4 12 35 56 18 o 9 2 4 o 1 a
Pemambuco 84 263 174 1.222 410 194 253 406 528 a7 a9 23
Alagoas 30 33 193 221 34 19 14 36 23 1 3 =]
Sergipe 5 3 11 20 a o 3 3 1 o o 1
Bahia 178 146 344 819 132 34 a7 148 80 10 12 12
Regido Sudeste 1.272 2.718 3.352 2.916 1.072 558 735 805 433 87 42 26
Minas Gerais 81 309 480 360 257 112 181 233 183 27 15 8
Espirito Santo 98 1.109 1.104] 285 167 106 92 73 27 6 o 1
Rio de Janeiro 176 258 155 111 91 79 50 40 50 15 7 3
Sao Paulo 217 1.042 1.613] 2.160 261 412 20 14
Regiao Sul 380 1.476 1.2 590 417 197
Parana 175 399 528 9?2 118 150 178 101
Santa Catarina 55 305 216 l 17 120
Rio Grande do Sul 150 772 517 259 128 1 10 320
Regido Centro-Oeste 71 259 176 101
Mato Grosso do Sul 40 94 1 30 ‘IB1
Mato Grosso o 23 88 160 72 a7
Goias 7 80 123 71
DIStI’IlO Federal 24 62 123 243 31

.. X 6.467 8614 341 10 1.3
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Fonte: O Sistema de InformacGes de Mortalidade/Secretaria de Vigilancia em Saidde/Ministério da Salde,
2022

A figura 2 demonstra que no periodo de 1990 a julho de 2022 o coeficiente de
incidéncia da coqueluche foi maior em 1990 com queda no periodo de 1991 a 1996 e
aumento em 1997. A cobertura vacinal diminui a partir de 2018, de acordo com o boletim
epidemioldgico do ministério da satde de 2018 a 2022 se deve-se a recusa as vacinas, devido
a fatores econémicos, sociais, culturais, disponibilidade do imunobioldgico, acessibilidade
geografica, capacidade de compreensdo e acesso as informacdes em saude resultando em
ndo protecdo coletiva promovendo a circulagdo de doengas imunopreveniveis.

Figura 2- Coeficiente de Incidéncia por Coqueluche e Cobertura Vacinal
com (DTP/Tetra/Penta). Brasil, 1990 a 2022.

Coeficiente de Incidéncia por Coqueluche e Cobertura Vacinal
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Populacio: IBGEDATASUS S el Inci ncis 00,000 hak CobariuraVacinal

*Dados sujeitos a revisio
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Fonte: Coordenacdo Geral do Programa Nacional de ImunizagBes/ Departamento de Imunizagdo e Doencas
Transmissiveis/ Secretaria da Vigilancia em Sadde/ Ministério da Saude.

De acordo com a figura 3 a cobertura vacinal diminui a partir de 2018 com aumento
de casos de coqueluche em individuos ndo vacinados, principalmente na faixa etéaria de
menores de 2 meses e individuos com situacdo vacinal ignorada. Portanto esses dados
ressaltam a importancia da vacina como prevencao a coqueluche.
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Figura 3 - Distribuicdo dos casos confirmados de coqueluche, segundo faixa etaria e
situacdo vacinal, Brasil, 2018 a 2021.

Distribuicio dos casos confirmados de coqueluche, segundo faixa etaria e situacao vacinal, Brasil, 2018 a zo21*

Faixa etaria oD 0 a1} 3D IR 3D+2R Ign/ Branco Total

<2 meses wia 16 2 2 1 “ 109 540
2-3 meses 252 258 12 3 3 2 150 B30
4-5 meses 51 122 105 & a L] m 395

&-11 meses (1) [-T M3 177 L 3 148 572

Fonte: Sinan, 2022

4. Conclusao

As regides no Brasil com maior nimero de casos confirmados de coqueluche no periodo
de 1998 a novembro de 2022 foram respectivamente: regido sudeste, regido sul e a regido
norte.

A maior ocorréncia de casos de coqueluche concentrou-se na faixa etaria dos menores
de 1 ano de idade, principalmente menores de 6 meses.

No Brasil a cobertura vacinal diminui a partir de 2018 com aumento de casos de
coqueluche em individuos ndo vacinados, principalmente na faixa etaria de menores de 2
meses e individuos com situacdo vacinal ignorada que ressaltam a importancia da vacina em
criangas, adultos, gestantes, profissionais de saude e idosos como prevencdo da doenca.

Foi observado um decréscimo significativo da coqueluche no periodo 2020 a 2022
devido ao foco na assisténcia e prevengdo da covid-19, situagdo que contribuiu para a
diminuicdo do nimero de casos de doencas de transmissao respiratoria.

A coqueluche ainda deve ser considerada uma doenca de importancia mundial em salde
publica, portanto devemos reforcar as acdes de diagnéstico, prevencao e controle da doenca.

Referéncias Bibliogréaficas

1- BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Saude. Boletim
Epidemioldgico: Cogueluche no Brasil: analise da situacao epidemioldgica de 2010 a 2014,
V. 46, n. 39. 2015. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-
z/c/coqueluche/arquivos/boletim-epidemiologico-da-coqueluche-brasil-2010-a-2014.pdf.
Acesso em: 03 out. 2022.

2- MACHADO, L. Z.; MARCON, C. E. M. Incidéncia de coqueluche em criancas menores
de 1 ano e relagdo com a vacinagdo materna no Brasil, 2008 a 2018. Epidemiologia e
Servicos de Saude: revista do SUS (RESS), Brasilia, v. 31, n. 1, 2022.
https://doi.org/10.1590/S1679-49742022000100029. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/ress/a/QwirBXxCKsLTyRVY gzKbmfGF/?lang=pt. Acesso em: 03
out. 2022.

168


https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/c/coqueluche/arquivos/boletim-epidemiologico-da-coqueluche-brasil-2010-a-2014.pdf
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/c/coqueluche/arquivos/boletim-epidemiologico-da-coqueluche-brasil-2010-a-2014.pdf
https://doi.org/10.1590/S1679-49742022000100029
https://www.scielo.br/j/ress/a/QwfrBxCKsLTyRVYgzKbmfGF/?lang=pt

3- BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Saude. Informe
epidemiolégico da coqueluche Brasil 2018 a 2019. Disponivel em:
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/c/coqueluche/arquivos/informe -
epidemiologico-da-coqueluche-brasil-2018-a-2019.pdf. Acesso em: 04 nov. 2022.

4- BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Salude. Coordenacao-Geral de
Desenvolvimento da Epidemiologia em Servigos. Guia de Vigilancia em Saude: volume
unico [recurso eletrénico]l/Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Salde,
Coordenacgéo-Geral de Desenvolvimento da Epidemiologia em Servigos. — 32 ed. — Brasilia:
Ministério da Salde, 2019. 740 p. disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/guia_vigilancia_saude_3ed.pdf. Acesso em: 04
nov. 2022.

5- SOARES, J. S.; BRITO, L. C. F.; COELHO, M.B.; COSTA, R. K. E.; OLIVEIRA, E. H.
Anélise do perfil epidemiolégico dos casos de coqueluche no estado do Piaui de 2013 a 2018.
Research, Society and Development, v. 10, n. 2, 39810211354, 2021. DOI:
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.11354.  Disponivel —em: https://rsdjournal.org/
index.php/rsd/article/view/11354. Acesso em: 05 out. 2022.

6- Governo Do Estado De Séo Paulo. Secretaria De Estado Da Saude. Coordenadoria De
Controle De Doencas. Centro De Vigilancia Epidemiologica “Prof Alexandre
Vranjac”/Divisdo De Doencas De Transmissdo Respiratoria e Divisdo de Imunizacio.
Informe Técnico. Situacdo Epidemiol6gica Da Coqueluche, Cenario Global, novembro de
2011, S&o Paulo, Brasil. Disponivel em: https://www.cvpvacinas.com.br/pdf/IF11_
COQUELUCHE.pdf. Acesso em: 05 out. 2022.

7- FIGUEIREDO, B. Q.; ANDRADE, A. F.; OLIVEIRA, I. P.; OLIVEIRA, J. P.G,;
FERREIRA, K. S.; SILVA, L. S.; SANTOS, M. C. T.; MARRA, M. S.; VALE, S.
Diminuicdo de casos notificados de coqueluche em criancas brasileiras: reflexo do
distanciamento social e suspensdo das aulas devido a pandemia de Covid-19. Research,
Society and Development. v. 10, n. 11, p. e230101119631, 2021. DOI:
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i11.19631. Disponivel em: https://rsdjournal.org/
index.php/rsd/article/view/19631. Acesso em: 06 out. 2022.

8- HIDALGO, Neuma TR et al. Manual de vigilancia epidemioldgica; coqueluche:
normas e instrugdes 2000. 2001. Disponivel em: https://www.saude.sp.gov.br/
resources/cve-centro-de-vigilancia-epidemiologica/areas-de-vigilancia/doencas-de-
transmissao-respiratoria/doc/2001/manu_coque.pdf. Acesso em 06 out.2022.

9- HOZBOR, D.; ULLOA-GUTIERREZ, R.; MARINO, C. et al. Pertussis in Latin America:
Recent epidemiological data presented at the 2017 Global Pertussis Initiative meeting.
Vaccine, v. 37, n. 36, p. 5414-5421. doi: 10.1016/j.vaccine.2019.07.007. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S0264410X19308850?via%3Dihub.Acesso em: 04 nov. 2022.

10- Divisdo de Imunizacdo. Centro de Vigilancia Epidemioldgica - “Prof Alexandre
Vranjac”. Coordenadoria de Controle de Doengas. Secretaria de Estado da Satde. Sdo Paulo,
Brasil. Coberturas Vacinais de Rotina no Estado de S&o Paulo — 2013 a 2017. BEPA.

169


https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/c/coqueluche/arquivos/informe%20-epidemiologico-da-coqueluche-brasil-2018-a-2019.pdf
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/c/coqueluche/arquivos/informe%20-epidemiologico-da-coqueluche-brasil-2018-a-2019.pdf
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/guia_vigilancia_saude_3ed.pdf
https://rsdjournal.org/%20index.php/rsd/article/view/11354
https://rsdjournal.org/%20index.php/rsd/article/view/11354
https://www.cvpvacinas.com.br/pdf/IF11_%20COQUELUCHE.pdf
https://www.cvpvacinas.com.br/pdf/IF11_%20COQUELUCHE.pdf
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i11.19631
https://rsdjournal.org/%20index.php/rsd/article/view/19631
https://rsdjournal.org/%20index.php/rsd/article/view/19631
https://www.saude.sp.gov.br/%20resources/cve-centro-de-vigilancia-epidemiologica/areas-de-vigilancia/doencas-de-transmissao-respiratoria/doc/2001/manu_coque.pdf
https://www.saude.sp.gov.br/%20resources/cve-centro-de-vigilancia-epidemiologica/areas-de-vigilancia/doencas-de-transmissao-respiratoria/doc/2001/manu_coque.pdf
https://www.saude.sp.gov.br/%20resources/cve-centro-de-vigilancia-epidemiologica/areas-de-vigilancia/doencas-de-transmissao-respiratoria/doc/2001/manu_coque.pdf

Boletim Epidemioldgico Paulista, Sdo Paulo, v. 15, n. 177, p.21-25, 2018. Disponivel em:
https://periodicos.saude.sp.gov.br/BEPA182/article/view/37943. Acesso em 09 out.2022.

11- BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salde. Situacao
epidemioldgica da coqueluche no Brasil, 2018 a 2021 e semanas epidemioldgicas de 1 a 32
de 2022. Boletim Epidemioldgico, v. 53, n. 40, p. 31-46, 2022. Disponivel em:
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/
epidemiologicos/edicoes/2022/boletim-epidemiologico-vol-53-no40/view. Acesso em: 04
nov. 2022.

170


https://periodicos.saude.sp.gov.br/BEPA182/article/view/37943
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/%20epidemiologicos/edicoes/2022/boletim-epidemiologico-vol-53-no40/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/%20epidemiologicos/edicoes/2022/boletim-epidemiologico-vol-53-no40/view

Capitulo 26
Doi.org/10.53934/9786599965821-26

MPOX: CARACTERIZACAO DA DOENCA

Marcela Oliveira de Toledo?, Cinthya dos Santos Cirqueira?, Amaro Nunes Duarte
Neto?, Thais de Souza Lima?

Estudante do curso de Vigilancia Laboratorial em Salde Publica- Programa de Imuno-histoquimica-
CPA/NAP- IAL; E-mail; toledomahl0@gmail.com

2Docente/pesquisador do Depto de Anatomia Patoldgica — NAP - IAL

Resumo: A Monkeypox (MPOX) é uma doenca febril e exantematica aguda, causada por
um poxvirus pertencente a familia Poxviridae. O primeiro caso foi relatado na Africa
Ocidental e Centralem 1971. Em 2003, houve um surto fora da Africa, e em maio de 2022
foi confirmado o primeiro caso do atual surto global. O presente estudo teve por objetivo
realizar uma revisdo bibliografica visando, compreender os aspectos epidemioldgicos e
patoldgicos do MPOX. Foram selecionados artigos através das bases de dados PubMed,
Science Direct e Web of Science. Entre os 250 artigos encontrados, 6 foram escolhidos e
ajudaram na compreensdo sobre o diagnostico histopatologico, além de apontarem as
perspectivas futuras para esse surto. Verificou-se que aumento da vigilancia e deteccdo de
casos sdo ferramentas essenciais para entender a epidemiologia dessa doenca reemergente,
assim como a contribuicdo das analises histopatoldgicas de necropsias, visando elucidar
0s mecanismos virais especificos e 0 comprometimento sistémico pela infecgéo.

Palavras-chave: Autopsia; histologia

INTRODUCAO

A Monkeypox (MPOX) é uma doenca febril e exantematica aguda, causada por um
poxvirus pertencente a familia Poxviridae, uma grande e diversificada familia de virus
DNA de fita dupla, que se multiplica no citoplasma das células infectadas (ALAKUNLE
etal.,2020). E membro do género Orthopoxvirus, grupo que apresenta outros integrantes
relevantes como o virus da variola (Smallpox), agente causador da variola e o virus
vaccinia (virus usado na vacina contra a variola humana) (WEINSTEIN et al.,2005).

O primeiro caso humano de MPOX na histéria médica foi relatado em 10 de
setembro de 1970, em uma crianca de nove meses, na Republica Democréatica do Congo
(RDC) desde entdo, o MPOX tornou-se endémico em varios paises africanos,
principalmente na Africa Central e Ocidental (LIU et al.,2022). Todos os casos na RDC
ocorreram em areas que fazem fronteira com florestas tropicais e pareciam estar
associados ao contato com animais (WEINSTEIN et al., 2005).

No verdo de 2003, o MPOX foi identificado como a causa de um surto de variola
nos Estados Unidos (EUA), fato que representou a primeira ocorréncia de MPOX fora da
Africa. A maioria das pessoas infectadas adoeceu apds o contato com cies-da-pradaria
domésticados (WEINSTEIN et al., 2005). Desde 2003, casos de MPOX foram relatados
em VArios paises.

Em sete de maio de 2022, no Reino Unido, foi confirmado o 1° caso do atual surto
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global de MPOX fora de areas endémicas. No Brasil, o primeiro caso ocorreu em nove
de junho de 2022, registrado no estado de S&o Paulo (Brasil, 2022). No atual surto a
transmissdo ocorreu de pessoa para pessoa, sem ligacdo com viagens aos paises
endémicos. Até o momento, as pesquisas ndo apontam a ocorréncia de cadeias de
transmisséo conhecidas (DE BONA et al., 2022).

Os dois meios possiveis de transmissao do MPOX sdo a transmissdo animal-
humano e a transmissdo humano-humano. O contato com pele lesionada de uma pessoa
infectada, goticulas respiratdrias, contato com fluidos corporais, ambiente ou itens
contaminados do paciente, foram associados a transmissdo humano-humano
(ALAKUNLE et al.,2020).

ApO6s um periodo de incubacdo de 10 a 14 dias, febre, mal-estar e linfadenopatia
séo observados, na maioria dos pacientes, antes do desenvolvimento de erup¢do cutanea
(WEINSTEIN et al., 2005). A lesdo cuténea tipica progride através de um estagio papular,
vesicular, pustulosa e crostosa, durante um periodo de 14 a 21 dias, antes que a
descamacéo da crosta deixe uma cicatriz despigmentada (GARNER, 2005). A MPOX é
geralmente uma doenca autolimitada que dura de 2 a 4 semanas, até que as lesbes
descamam, mas pode resultar em doenca grave em criancas e pacientes com
imunodeficiéncias (LI1U et al.,2022)

No atual surto, a maioria dos casos ocorreu em homens que se identificam como
homens que fazem sexo com outros homens (HSH), com historico de exposi¢éo durante a
relagdo sexual. Acredita-se que a transmissdo atraves do contato sexual, seja o principal
fator do surto atual (CCD, 2022).

O diagndstico laboratorial é feito por método molecular, que envolve o uso de PCR
em tempo real (QRT-PCR). Como método alternativo, estd disponivel o exame
histopatologico, com a pesquisa imuno-histoquimica, que permite a detec¢do do antigeno
viral no tecido, distinguindo entre as infeccBes por poxvirus e herpes virus, reservado
para casos em que o diagndstico diferencial é nebuloso, e com poucos relatos na literatura
(ALAKUNLE et al,2020).

O Unico farmaco disponivel para tratamento do MPOX é o Tecovirimat
(comercializado como TPOXX, SIGA Technologies, USA), um antiviral que inibe a
replicacdo do patdégeno. Na ultima semana de agosto, o Brasil recebeu os primeiros
antivirais para o tratamento sendo autorizado 0 uso compassivo em casos graves da doenca
(Brasil, 2022).

MATERIAL E METODOS

O presente estudo trata-se de uma revisdo bibliografica cujas bases de dados
escolhidas para selegéo de artigos foram, PubMed, Science Direct e Web of Science. As
palavras-chave empregadas para a busca de estudos cientificos originais foram

“monkeypox”, “histology”, “histopathology”, “autopsy” com 0 proposito de ressaltar os
principais dados epidemiologicos e histopatologicos da doenca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As doengas reemergentes indicam uma mudangca no comportamento
epidemioldgico de doengas conhecidas, que haviam sido contidas, mas que voltaram a
configurar ameaca a saude humana, como por exemplo, o surto de MPOX em 2022 (DE
BONA et al., 2022).

Através da pesquisa dentro da base de dados PubMed, utilizando as palavras chaves
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“monkeypox”, “histology”,
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histopathology”,

% 9

autopsy”’, foram encontrados 250 artigos.

Os abstracts dos artigos foram examinados e seis artigos foram selecionados, pois se
enquadravam como artigos originais sobre a histopatologia do MPOX, descrevendo a
patologia da doenca ocorrida durante o atual surto e epidemias anteriores, em diferentes
regides do mundo, conforme quadro 1.

Autor (es);
Pais
\ES
Ano

Quadro 1 - Achados histoldgicos descritos na literatura selecionada

N°
Casos

Orgéo

Achados histologicos

Stagles, M. J. 1 Pele Necrose epidérmica e necrose celular Nao utilizou a IHQ
et. al. (Necropsia) | individual
Reino Unido
1985 * Acantose
* Infiltragdo de polimorfos de neutréfilos
* Presenca de células gigantes
multinucleares
* Infiltragdo leve de pequenos
linfocitos ocorreu nas glandulas
sudoriparas
* Corpos semelhantes aos corpos de
Guarnieri estavam presentes no
citoplasma das células
Garner 2 Pele «Degeneragdo balonizada dos *Anticorpo policlonal
EUA (bidpsia) queratindcitos basais, ant_i-vaccinia
2005 *Inclusdes citoplasmaéticas eosinofilicas, (V'YOStat) .
“Necrose da epiderme com espongiose, | “Método de polimero
células inflamatoriasmistas de liquendides, conjugadocom .
*Exibe exocitose de linfocitos, neutrofilos e peromd_ase (EnVision
restos neutrofilicos. Du’al L|~n k) s
“Necrose de queratinécitos, Inflamagao dos| *D1gestdo enzimatica
plexos vascularessuperficiais e profundos, com proteinase .
+Efeito citopatico viral ¢ manifestado K(Dako Cyt_omatlon)
por queratindcitos sinciciais durante 5 minutos
! *Visualizado com
multinucleados 3,30
diaminobenzidina,
precipitado marrom
no sitio do antigeno
alvo
Khan etal. 1 Pele *Necrose epidérmica focal de espessura N&o utilizou a IHQ
EUA (bidpsia) total e varios queratinocitos
08/2022 multinucleados
eInfiltrado inflamatorio dérmico composto
por linfocitos,neutréfilos e hemécias
estendendo-se até a epiderme.
Ramos 1 Pele Necrose de espessura total da epiderme, | N&o utilizou a IHQ
Rodriz, Daniel (bidpsia) | «Hiperplasia epidérmica com infiltrado
etal, neutrofilico,
Espanha *Infiltrado inflamat6rio misto e edema

*Degeneragio balonizada de queratindcitos
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Chalal, Faris 5 Pele sInfiltrado inflamatdrio misto, corpos de | Néo utilizou a IHQ
et al. (biopsia) inclusdo intracitoplasmaticos homogéneos
Franga eosinofilicos em queratindcitosnecroticos,
11/2022 *Degeneragido em baldo de queratindcitos,
*Dermatite de interface, exocitose de
linfocitos e neutrofilos,
*Na derme papilar infiltrado
inflamatério polimorfo composto por
abundantes neutréfilos e linfdcitos
*Acantose, dermatite deinterface e
infiltrado linfocitario nodular dérmico.
Marones, 1 Pele *Necrose epidérmica de espessura total *Anticorpo
Carlo A. (biopsia) com acantose adjacente e degeneracdo de | monoclonal
et al. queratindcitos anti-CD8 (DAKO)
Italia *Exocitose de linfocitos, neutréfilos clon
11/2022 e raros eosindfilos e
*Processo inflamatdrio de espessura total C8/1
infiltrado composto por linfécitos, 44B
neutrofilos e eosindfilos em distribuicdo peroxidase,9200.
periécrinae perivascular *CD8 angiotropico+
*Inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas células T
(corpos de Guarnieri) colocalizadas com
alterac@es citopaticas.

*IHQ: Imuno-histoquimica

A literatura apresenta poucos relatos sobre achados histoldgicos, o presente trabalho
utilizou dois estudos de surtos anteriores, um ocorrido no Zaire, area endémica no ano de
1985 e 0 outro nos estados unidos em 2005, os demais s&o relatos do atual surto.

Oito dos casos de biopsia de pele citados, foram em pacientes que se enquadram
nas seguintes caracteristicas: todos do sexo masculino que se identificaram como HSH. Ja
0 artigo de Garner (2005) ndo menciona a op¢do sexual dos pacientes. O diagnoéstico foi
confirmado por meio de método molecular em todas as biopsias de pele, e apenas um
paciente era HIV positivo. O artigo de Stagles (1985) relatou o caso de uma crianga que
morreu apo6s uma doenca de cinco dias, no Zaire. Foi o primeiro relato da histopatologia
deuma les&o cutdnea de MPOX no ser humano.

Em todos os casos citados e descritos, a apresentacdo clinica foi similar, todos
tiveram lesdes cutaneas vesicopustulosas tipicas e linfadenopatia, somente um apresentou
complicacdes graves ocasionando o Obito. No surto atual, uma caracteristica comum
entre os casos foi a localizacdo das lesGes, elas estdo presentes em sua maioria na regido
genital e anus, diferente dos relatos anteriores onde as lesGes apareciam no rosto, na palma
das maos e na sola dos pés (PATEL et al.,2022)

Os achados histopatoldgicos foram homogéneos em varios pontos nos onze
pacientes, demonstrando degeneracdo balonizada dos queratindcitos, queratinocitos
necréticos, contendo corpos de inclusdo eosinofilicos, esféricos, homogéneos,
intracitoplasmaticos do tipo Guarnieri, presenca de infiltrado inflamatorio dérmico misto,
as vezes, com eosindfilos e linfocitos profundos perivasculares.

A histopatologia em outros 6rgéos néo foi relatada, apesar da literatura ja descrever
complicacdes clinicas desde os surtos anteriores a 2022, como o caso descrito por Stangles
(1985), onde ndo ocorreu nenhuma investigacdo em outros Orgaos para determinar a
extensdo da doenca, seu comprometimento sistémico e a possivel causa do 6bito.

Uma situacdo parecida ocorreu com Menezes et al. (2022) que relata a primeira
morte por MPOX fora da area endémica, que ocorreu no Brasil no final de julho de 2022.
O homem de 41 anos, portador do virus HIV e que se identificava HSH, relatou seu ultimo
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ciclo de quimioterapia em cinco de julho de 2022, para o tratamento de linfoma difuso de
grandes células B com metastases na coluna, cranio e figado (MENEZES et al.,2022).
As primeiras lesdes cuténeas surgiram na fronte e rapidamente progrediu para o restante
do corpo, o quadro clinico evoluiu rapidamente, o paciente desenvolveu repentinamente
dificuldade respiratdria grave, lesdo renal aguda e faléncia multipla de 6rgdos, sendo
transferido para a unidade de terapia intensiva (UTI) onde faleceu (MENEZES et
al.,2022).

As disfuncGes em mdaltiplos érgdos sugeriram que a causa mais provavel da morte
fosse sepse, mas ndo houve crescimento bacteriano em varias hemoculturas e o paciente
estava sob antibioticoterapia de amplo espectro. Menezes et al. (2022) levantou outras
hipoteses, incluindo um envolvimento visceral da doenca e destacou como limitacdo a
falta de uma necropsia. A realizacao de uma necropsia ajudaria a determinar até que ponto
0 MPOX afetou o organismo do paciente, determinando se a morte de fato foi causada por
MPOX ou se o paciente foi a 6bito, devido uma condicéo de saude subjacente. Este unico
artigo demonstra carencia de relatos investigativos acerca da causa das mortes, apontando
como perspectivas futuras, a necessidade da ampliacdo de estudo anatomopatologico das
necropsias para a contribuicdo da elucidagéo de obitos suspeitos por MPOX.

CONCLUSAO

De acordo com esse trabalho podemos esclarecer que, o atual surto demonstra
mudancas no padréo de transmisséo, que antes eram em sua maioria por contato direto
com animais e, agora os relatos sdo de transmissdo humano-humano, através do contato
com feridas infecciosas e fluidos corporais. Tendo em sua maioria, ocorrido na populacéo
HSH, apresentando comumente lesdes na regido genital, mostrando um padrdo diferente
dos casos tipicos, em que as lesbes estavam presentes na cabeca, palma das maos e planta
dos pés.

A luz do exposto, € possivel inferir que a limitagio do estudo esta relacionada aos
casos de dbitos por MPOX, nos dois artigos citados ndo ficou claro se a morte foi
relacionada a infec¢do ou devido a outros agravos de salde. Portanto, a causa primaria da
morte relacionada ao MPOX ainda ndo esta clara, umaumento da vigilancia e da
caracterizagd0 minuciosa dos casos, serd ferramenta essencial para entender a
epidemiologia de doenca, assim como analises histopatolégicas de necropsias futuras sdo
necessarias para elucidar o comportamento sistémico do virus.
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RESUMO

A dengue € uma doenca considerada pela Organizacdo Mundial de Saude como um
dos principais problemas de satde publica gerando uma demanda maior em atendimento no
servico publico. Uma doenca que acomete o Brasil e 0 mundo onde atinge zonas tropicais e
subtropicais. Com a pandemia da COVID - 19, doenca de carater emergente causada pelo
novo coronavirus denominado SARS-CoV-2, teve uma grande representatividade por ser
um importante fator atual de pressdo ao Sistema de Saude, gerando assim uma
subnotifica¢do na captagdo de casos positivos de dengue na regido do Vale do Paraiba Litoral
Norte. A verificacdo do padréo de circulacdo do virus da dengue, a correlacdo sazonal e o
comparativo podem ter ocasionado um crescente nos casos positivos no periodo de 2018 até
2021 na regido do Vale do Paraiba Litoral Norte.

Palavras-chave: Dengue, Vale do Paraiba Litoral Norte e COVID 19.

INTRODUCAO

Dengue é uma doenca de grande relevancia, especialmente nos paises tropicais, onde
as condi¢cdes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do Aedes
aegypti, principal mosquito vetor, afetando 50 a 80 milhdes de pessoas. Conforme o
Ministério da Saude (MS) possui como aspectos epidemiolégicos de uma doenca febril
aguda, de etiologia viral e de evolugédo benigna na forma classica e grave quando se apresenta
na forma hemorrégica. A dengue é considerada hoje a mais importante arbovirose (doenga
transmitida por artropodes) que afeta 0 homem e constitui-se em sério problema de salde
publica no mundo, sendo assim, sdo varios fatores que colaboram para a ocorréncia de uma

epidemia de dengue em paises tropicais e subtropicais, como no Brasil ocorre 0 aumento da
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circulagdo do mosquito Aedes aegypti decorrente ao crescimento demogréfico e a
desordenada urbanizacéo e a falta de adequacéo urbana (MENDONCA, 2009).

De acordo com o Ministério da Saude o agente etiologico do virus da dengue € um
arbovirus do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae. Sendo conhecidos quatro
sorotipos: 1, 2, 3 e 4. Os vetores sdo mosquitos do género Aedes. Nas Américas, a espécie
Aedes aegypti é a responsavel pela transmissdo da dengue. O mundo presenciou uma
pandemia pelo o virus COVID-19, doenca emergente causada pelo novo coronavirus
denominado SARS-CoV-2, que provocou impactos significativos em todos os setores da
sociedade, principalmente nos sistemas de saude, pois a sua rapida disseminacao por todos
0s continentes e sua capacidade de provocar 6bitos em populagBes vulneraveis, devido a
falta de conhecimento cientifico sobre o virus, patogenia e tratamento; sobrecarregando
ainda mais o sistema de saude dos paises afetados (MASCARENHAS, et. al., 2020)

Mascarenhas, et. al., e Mendonga, et. al.,também relata que o impacto da COVID-19
no sistema publico de salde é muito perceptivel pela elevada demanda por internacao
hospitalar, levando ao esgotamento da oferta de leitos de terapia intensiva e ventiladores
pulmonares em algumas regifes do pais. De acordo com Yan et. al., 2020 o COVID-19 e
dengue possuem paridade clinicas e laboratoriais que foram observadas em pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 e diagnosticados com dengue, por meio de teste répido,
evoluiram para quadros clinicos mais graves, atrasando um tratamento eficaz. No Instituto
Adolfo Lutz — Taubaté a técnica utilizada para diagnostico é o0 método ELISA o principio
desse teste € uma deteccdo qualitativa de anticorpos IgM ao antigeno da dengue, para assim

auxiliar no diagndstico laboratorial clinico.
Materiais e Métodos

O presente trabalho foi elaborado a partir do levantamento de dados epidemioldgicos
na base de dado do sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial — GAL, que tem por
objetivo informatizar o Sistema Nacional de Laboratorios de Saude Pudblica das Redes
Nacionais de Laboratorios de Vigilancia Epidemiolodgica e Vigilancia em Saude Ambiental,
propiciando um gerenciamento das rotinas, e acompanhando as etapas para realizagdo dos
exames/ensaios e a obtencdo de relatorios producdo, epidemioldgicos, analiticos nas redes
estaduais de laboratorios de saude publica.

Foram selecionados e contabilizados, como critérios de inclusdo, resultados para

dengue, em exames de sorologia ELISA, realizador nos anos de 2018 a 2021, onde foi

178



permitido o célculo da Incidéncia de Dengue no referido periodo para a Regido do Vale do
Paraiba Litoral Norte. Foi utilizado como critério de excluséo os resultados néo referentes a
esse periodo, assim como testes que tinham como resultado em reposta inespecifica ou
inconclusiva.

Foi analisada a incidéncia de casos positivos de dengue nos anos de 2018 até 2021, e
um comparativo foi feito com dados mensais e anuais, com objetivo correlacionar a
incidéncia de captacdo de casos positivos de dengue nos anos com a ocorréncia concomitante
de pandemia de COVID 19 em relacao aos anos sem pandemia. Os dados foram coletados e
analisados mensal e anual para observar os impactos sazonais para cada periodo do ano
(verdo, outono, inverno, primavera) e realizado um comparativo para investigar possivel

aumento ou diminuicao de casos positivos.
Resultados

Ap06s levantamento de dados realizado no periodo de 2018 até 2021 pelo o sistema
GAL, foi possivel analisar o total de casos regentes e o percentual de sua positividade,
representatividade por 100 habitantes e a incidéncia por 100 habitantes durante esse periodo,
onde foi observado que durante esses periodos ocorreu circulacdo do virus.

Com base nesses dados foi possivel analisar que no ano de 2018, a idade que mais
foi acometida pelo virus foram os individuos com idade de 31 anos, sendo que a idade menor
é de 1 ano e a maior 90 anos. Sua representatividade pode ser analisada e foi observado que
nos meses de janeiro, fevereiro, mar¢o e novembro houve um aumento na circulacdo do
virus, com isso seu indice de reagentes positivos e sua representatividade por 100 habitantes
foi de 0,48%. Ja sua representatividade foi de 3,64% e sua incidéncia média foi de 0,64%.
Os casos positivos tiveram variacOes significativas durante 0 ano, uma variagao ocorreu no
més de setembro que ndo houve nenhuma notificacdo de caso positivo para dengue sendo
que existiu captacdo de 58 casos.

Ja no ano de 2019, onde comecou o periodo de pandemia do SARS-COV 2, alguns
dados coletados mantiveram seus indices, onde foi possivel analisar que a idade dos
individuos acometidos continuou sendo adultos jovens com idade de 34 anos a mais
acometida e, a idade menor é 0 ano ja a maior de 93 anos. o indice de casos positivos e a sua
representatividade é de 0,95%. A representatividade média por 100 habitantes € de 8,61% e
a incidéncia média no ano de 2019 é de 2,97%. Os casos positivos no inicio de pandemia

tiveram algumas variac@es significativas durante o ano, como no més de agosto que houve
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uma queda nos casos positivos com 15%, porém nos meses de abril 43,3%; maio 52,46% e
junho 42,63% teve mais captagdo de casos positivos, com isso demonstrou uma alta em casos
positivos.

Ja em periodo de pandemia ano de 2020, com o levantamento de dados é possivel
analisar que a idade dos individuos acometidos permaneceu adultos jovens, agora com idade
de 36 anos, sendo que a idade menor é 1 ano e a maior 94 anos. Através dos dados obtidos
foi analisado que o indice de casos positivos e a sua representatividade no ano de 2020 € de
0,87%. Ja a representatividade média por 100 habitantes é de 11,90%. Sendo que a incidéncia
média no ano de 2020 é de 3,40%, e um pico de incidéncia no més de fevereiro e margo e
uma queda nos meses de agosto, setembro, outubro, novembro e dezembro. Os casos
positivos em periodo de pandemia tiveram algumas variacdes significativas durante o ano,
como no més de setembro que houve uma queda nos casos positivos totalizando 4,12%,
porém nos meses de fevereiro 42,77%; maio 45,61% e junho 31,44% houve mais captacao
de casos positivos, com isso demonstrou uma alta em casos positivos.

Ja periodo de pandemia no ano de 2021, foi possivel analisar que a idade dos
individuos acometidos permaneceu adultos jovens, com a idade de 37 anos, sendo que a
idade menor é 1 ano e a maior 93 anos. O indice de casos positivos e a sua representatividade
no ano de 2021 é de 0,99%. Ja a representatividade média por 100 habitantes é de 4,37%,
onde demonstra alta representatividade no més de marco e abril, j& uma queda em julho,
agosto e setembro. A incidéncia média no ano de 2021 é de 1,56%. No periodo de pandemia
tiveram algumas variagOes significativas no ano de 2021, como no més de setembro néo
houve nenhuma captacao de caso positivo de dengue, porém nos meses de fevereiro 43,79%;
marc¢o 47,61%, abril 49,48% e junho 31,44% houve mais captacdo de casos positivos, com
isso demonstrou uma alta em casos positivos. E possivel observar através do levantamento
de dados que a equivaléncia de representatividade e a incidéncia se mantiveram durante esses

anos, tanto em periodo pré-pandémico, como pandémico e pés-pandémico.
DISCUSSAO

Conforme a Organizacdo Mundial da Saude (2008) entre as doencas tropicais, a
dengue tornou-se um problema de saude publica. Pois diversos fatores cooperaram para a
recorréncia de uma epidemia de dengue nos paises tropicais e subtropicais dentre eles

destacam-se a proliferacdo do mosquito Aedes aegypti, 0 crescimento demografico
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desordenado de urbanizagdo, a inadequagdo de infra-estrutura urbana, o aumento da
producdo de residuos ndo-organicos e os modos de vida na cidade ((MENDONGCA, 2009).

De acordo com Borges (2021) a dengue € uma doenca de importancia publica, é
também uma doenca endémica e se expandiu globalmente impulsionada pelas mudancas
climéticas e pelo aumento da circulagdo de pessoas e da urbanizagdo, além da insuficiéncia
de programas de controle de vetores. Doenca que apresenta com quadros que variam de
assintomatica até graves de hemorragia e choque, podendo levar ao ébito. O seu tratamento
¢ baseado principalmente em seus sintomas, por ndo existir medicamento antiviral
especifico, com isso é ministrado analgésico e orientado para que o paciente faca reposi¢édo
de liquidos.

Em 11 de marco de 2020, a Organizacdao Mundial da Saude (OMS) caracterizou o
COVID-19 como uma pandemia, sendo assim, o enfrentamento da pandemia SARS-COV
2, pode ser observado uma queda nos registros de casos provaveis e Obitos de dengue.
Portanto essa diminuicdo pode ser resultado de uma subnotificagdo ou atraso nas
notificacBes das arboviroses associadas a mobilizacdo das equipes de vigilancia e assisténcia
para 0 enfrentamento da pandemia e ao receio da populacdo em procurar atendimento em
uma unidade de satde, conforme relata Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia
em Salde.

Segundo Mascarenhas, et. al (2020) a COVID-19, doenca de carater emergente
causada pelo novo coronavirus denominado SARS-CoV-2, resultou impactos em todos os
setores da sociedade afetando principalmente os sistemas de salde, pela a sua rapida
disseminacdo por todos os continentes, com sua capacidade de provocar mortes em
populacdes mais frageis, pois a falta de conhecimento do virus é um fator muito relevante.
Entretando, no Brasil. O Brasil tem enfrentado epidemias de dengue desde 1986, mas com
0 impacto da COVID-19 no sistema publico de saude teve uma perceptivel elevada na

demanda por internacdo hospitalar.
CONSIDERACOES FINAIS

Porém, por intermédio do levantamento de dados realizado foi possivel analisar que
houve circulagdo do virus no periodo pré-pandémico, no periodo de pandemia e poés-
pandemia, entre os anos de 2018 a 2021, sendo a idade mais afetada a de jovens adultos na
faixa de 31 anos a 37 anos. O indice de positividade durante 0s anos houve variagdes assim

como sua incidéncia e representatividade.
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Resumo: Os impactos causados pela pandemia de COVID-19 levou cientistas do
mundo inteiro a buscar métodos terapéuticos e preventivos que fossem eficazes no
tratamento de individuos infectados e na reducdo da transmissdo do SARS-CoV-2. A maioria
das pessoas infectadas com SARS-CoV-2 desenvolveu sintomas clinicos leves, embora
casos clinicos moderados e graves tenham sido observados com maior frequéncia entre
individuos com comorbidades e idosos, com maior taxa de mortalidade. As comorbidades
mais comumente observadas sdo doencas respiratdrias, cardiovasculares, diabetes e
imunodeficiéncias, entre as quais esta a infeccdo pelo HIV. O HIV causa, entre outras
alteracdes, um esgotamento generalizado do sistema imunoldgico, o que explica a fraca
resposta imune a vacinagéo, como observado para hepatite B e influenza, por exemplo. Para
as vacinas SARS-CoV-2, pouco foi relatado sobre a resposta soroldgica desses pacientes
com HIV. Esse estudo tem como objetivo avaliar o grau de resposta especifica contrao RBD
da proteina SARS-CoV-2 Spike em pacientes HIV(+) diante da vacinacdo com produtos
disponiveis comercialmente, avaliando a producao de anticorpos e a forca de ligagdo destes
anticorpos a proteina RBD (avidez). Para tanto, utilizamos um ensaio imunoenzimatico
indireto (ELISA) especifico para anticorpos IgG contra a RBD e realizamos a
semiquantificacdo de amostras de soro dos voluntarios e avaliacdo de avidez. Observou-se
que ndo héa diferenca significativa na resposta produzida por PVHIV e o grupo controle,
apesar de PVHIV apresentarem queda no nivel do indice ELISA e avidez, ambos produziram
anticorpos com alto nivel de avidez, principalmente apés a dose de reforco com a vacina
Pfizer.

Palavras—chave: COVID-19; HIV; SARS-CoV-2; vacina
INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, foram reportados a Organizacdo Mundial de Satude (OMS)
diversos casos de pneumonia de etiologia desconhecida na cidade de Wuhan, China. Logo
foi identificado que se tratava de uma doenga causada por um novo coronavirus, 0 SARS-
CoV-2 (WHO, 2020). Esse novo virus demonstrou possuir uma rapida capacidade de
transmissao e, em 11 de marco de 2020, a OMS declarou pandemia pelo novo coronavirus
(ORGANIZACAO, 2020).
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Os impactos causados pela pandemia, levou cientistas do mundo inteiro a se
dedicarem a produzir vacinas eficientes para combater o SARS-CoV-2 (SILVA, 2020).
Atualmente, existem quatro vacinas contra a COVID-19 no Brasil com autorizagao de uso
pela ANVISA, sendo uma com autorizacéo para uso emergencial (CoronaVac/Butantan), e
trés com registro definitivo (AstraZeneca/Fiocruz, Pfizer/Wyeth e
Janssen/Johnson&Johnson). As vacinas AstraZeneca e CoronaVac estdo em uso desde o
inicio da Campanha Nacional de Vacinacéo contra a COVID-19 no Brasil, no dia 17 de
janeiro de 2021 (MINISTERIO, 2022).

A vacina é uma ferramenta de extrema importancia na satde publica, contribuindo
com a prevencdo e minimizacao da disseminacao de diversas doencas, inclusive da COVID-
19. Diversos estudos foram realizados para avaliar os efeitos das vacinas na reducdo da
infeccdo por SARS-CoV-2. Um desses estudos, realizado em Israel, demonstrou que
trabalhadores da salde que receberam pelo menos uma dose da vacina Pfizer, tiveram uma
reducdo na taxa de infeccdo de 30% entre 1 e 14 dias e 75% entre 14 e 28 dias ap0s a vacina.
Esse mesmo estudo demonstrou ainda que houve uma reducéo de 47% no periodo de 1 a 14
dias, e 85% no periodo de 15 a 28 dias na taxa de casos de COVID sintomatica (AMIT,
2021).

Cerca de 50% dos infectados sdo assintomaticos (ORAN, 2021), ou apresentam
sintomas leves como tosse, febre, fadiga e dor de garganta, porém em uma pequena parcela
da populacdo, os sintomas podem se agravar podendo levar a ébito. As pessoas mais
suscetiveis a desenvolverem a forma mais grave da doenga sdo individuos que possuem
alguma comorbidade, principalmente asma, cancer, doenca cerebrovascular, doenca renal
cronica, doencas pulmonares cronicas, doencgas hepéticas cronicas, fibrose cistica, diabetes
mellitus tipo 1 e tipo 2, deficiéncias, condicdes cardiacas, HIV, e outras (SERVICO, 2022),
sendo que mais de 81% das mortes por COVID-19 ocorrem em pessoas com mais de 65 anos
(CDC, 2022).

Uma revisao sistematica que selecionou estudos da América do Norte, Africa, Europa
e Asia analisou a susceptibilidade de infeccio a0 SARS-CoV-2 e o risco de internacdo em
pessoas vivendo com HIV, e foi constatado que o HIV foi associado a um risco
significativamente maior de infeccdo e um maior risco de mortalidade por COVID-19
(SSENTONGO, 2021). No Brasil, um estudo realizado no estado do Espirito Santo analisou
o perfil de internacdo no ano de 2020, e dentre as morbidades apresentadas pelos pacientes
a infeccdo pelo virus HIV, neoplasias e doengas renais, foram associadas a maiores riscos
de 6bito por COVID-19 (MASCARELLO, 2021).

Individuos com HIV apresentam uma imunodeficiéncia que afeta a resposta celular
e humoral frente a infec¢Bes oportunistas e a producdo de anticorpos em nivel protetor nas
vacinas de hepatite B e Influenza. Portanto é de extrema relevancia entender o nivel de
resposta desses individuos frente as vacinas que protegem contra 0 SARS-CoV-2,
considerando o cenario atual.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa caso-controle que visa analisar os niveis e a avidez dos
anticorpos anti-RBD em PVHIV(Pessoas Vivendo com HIV) e individuos sem HIV. Para
isso, foram selecionados 75 pacientes do Centro Médico de Especialidades (CME) de Santo
André com diagndstico confirmado de HIV, vacinados com pelo menos uma dose da vacina
AstraZeneca ou CoronaVac. O grupo controle € composto por 177 profissionais da saude,
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gue tenham tomado pelo menos uma dose da vacina AstraZeneca ou CoronaVac. Essas
amostras de soro foram coletadas entre os anos 2020-2022 e armazenadas a temperatura de
-20°C. O estudo foi aprovado pelos comités cientificos (CTC-IAL no. 39-M/2020) e de ética
(CAAE no. 43250620.4.1001.0059).

Os critérios de exclusdo foram: Ter tomado como primeira e segunda dose qualquer
vacina que ndo AstraZeneca ou CoronaVac; ter tomado dose de reforco que ndo seja Pfizer;
ter tomado a segunda dose de reforgo; pessoas menores de 18 anos, ndo ter tomado a 22 dose
da vacina; nao ter dados completos sobre o esquema vacinal.

Os controles positivos utilizados sédo pools de amostras sabidamente positivas,
previamente testadas para anti-RBD provenientes de pacientes com diagnostico de COVID-
19 definido por teste de PCR ou pela clinica apresentada pelo paciente, e 0s controles
negativos sao um pool de amostras coletadas anteriores a 2019, quando 0 SARS-CoV-2
ainda n&o era circulante.

O protocolo utilizado foi ELISA in house para deteccdo de anticorpos humanos
contra 0 dominio RBD da proteina Spike do SARS-CoV-2 (MOURA, 2021).

Placas de ELISA flat well (Nunc MaxiSorp™) foram sensibilizadas com antigeno
RBD na concentragdo 2,5ug/ml diluido em PBS, a temperatura de 4°C overnight (16-18
horas). Na manhd seguinte, as placas foram lavadas 5 vezes com solucdo de PBS-0,01%
tween na lavadora de microplacas ELISA Kasuaki™ e foi adicionado a solucao de bloqueio
a 5% de leite desnatado MOLICO™ diluido em PBS-T, e incubado por 2 horas.

As amostras foram diluidas em PBS-T com 1% de leite desnatado MOLICO™,
utilizando a placa deep well em diluicdo 1/100. As placas foram lavadas com PBS-T e foi
adicionado as amostras diluidas e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente (~21°C),
apos esse periodo as placas foram lavadas.

Apos lavagem, foi adicionado a solucdo de conjugado anti-lgG humano de cabra
conjugado a peroxidase de rabano (HRP) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) diluido 1/5.000
em PBS-T e as placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas apds esse periodo, e foi adicionada a solucdo One Step-TMB® (Scienco, Santa
Catarina, Brasil) e mantido em ambiente escuro por 15 minutos. A reacdo foi bloqueada com
acido sulfarico a 2N e realizada a leitura em espectrofémetro utilizando filtro de 450 nm.

Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE), calculado utilizando a formula
IE = densidade Optica (DO) da amostra/cut-off. Sendo o cut-off o valor de corte determinado
pela densidade dptica do controle negativo + 3 desvios padrao + 0,103 (fator de correcdo)
(MOURA, 2021).

Para avaliacdo da avidez dos anticorpos anti-RBD presentes nas amostras avaliadas
no ELISA, as mesmas foram submetidas ao agente caotrépico Tiocianato de Potassio [46],
na concentracdo de 1,5M. Seguindo o protocolo de ELISA-RBD descrito acima, foi
acrescentada uma etapa extra apds a incubacéao do soro diluido, adicionando-se tiocianato de
potassio 1,5M nas amostras pareadas e incubadas pelo periodo de 20 minutos. Em seguida,
foi realizada a lavagem da placa, acrescentado o conjugado anti IgG humano — HRP e
incubado por 1 hora em temperatura ambiente.

A avidez, expressa em porcentagem, foi avaliada utilizando-se a formula: indice de
avidez (1A)% = valor médio da DO da amostra tratada com tiocianato de potassio / valor
médio da DO da amostra ndo tratada multiplicado por 100 (MOURA, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foram avaliadas amostras de 252 voluntarios, sendo 75 individuos que vivem com
HIV (PVHIV) e 177 profissionais da saude que se autodeclararam HIV soronegativos, de
acordo com os dados constantes na ficha de admissdo no estudo. Todos os voluntarios
receberam uma dose de reforgo da vacina da Pfizer. Foram coletadas 201 amostras de soro,
das quais 46 de PVHIV apds duas doses de vacina, e 191 amostras de soro, das quais 48 de
PVHIV apos trés doses de vacina.

Todas as pessoas infectadas com HIV neste estudo sdo atendidas no Centro Médico
de Especialidades (CME) de Santo André, com 10 pacientes com CD4 menor que 350
cels/ul, e 6 pacientes com carga viral detectavel, além disso, todos estdo em tratamento com
TARV por pelo menos 1 ano (média de 7 anos).

Anticorpos anti-RBD foram detectados em 93,6% das amostras de PVHIV e em
75,5% das amostras provenientes dos profissionais da saude. Do total de 392 amostras
analisadas, 79,84% apresentaram anticorpos 1gG especificos para RBD.

Nesse estudo avaliamos os anticorpos de PVHIV vacinadas contra o virus SARS-
CoV-2 responsavel pela atual pandemia. Com duas doses de vacina observamos que PVHIV
tiveram a producdo de anticorpos em 93,61% das amostras, representando um alto nivel de
soroconversao. E com a dose de reforgo, essa taxa subiu para 100%. Outros estudos ja
demonstraram que PVHIV apresenta uma alta taxa de soroconversao em relacéo as vacinas
contra SARS-Cov-2, uma revisao sistematica que incluiu 28 artigos diferentes, demonstrou
que no geral, a taxa de soroconversao foi acima de 85%, corroborando os resultados obtidos
(CHUN, 2022).

As pessoas HIV positivas avaliadas nesse estudo possuem valores de CD4+ altos e
carga viral controlada, o que pode explicar o alto nivel de soroconversdo e a alta resposta
soroldgica as vacinas. No proprio manual do Ministério da Saude (PCDT), diz que PVHIV
que realizam o tratamento com TARV de forma correta com um nivel controlado de carga
viral e CD4+ acima de 350 cels/mm3 ndo possuem imunodeficiéncia em um nivel grave, ndo
afetando o esquema vacinal, com excecdo da administracdo de vacina contra hepatite B
(MINISTERIO, 2018).

Curiosamente, o grupo PVHIV apresentou indice ELISA maior que os profissionais
da saude, 3,02 e 5,98, respectivamente, sendo observada uma diferenca significativa
(p=0,01, teste Mann-Whitney) comparando PVHIV e profissionais da salde que tomaram
vacina AstraZeneca. O periodo entre a aplicacdo da vacina e a coleta da amostra de soro dos
pacientes foi bem divergente, o que pode refletir nos valores de indice ELISA entre PVHIV
e profissionais da salde, sendo 84 dias e 205 dias de coleta apds a 22 dose da vacina,
respectivamente. Um estudo realizado pela Fiocruz de Minas Gerais que acompanhou uma
coorte de 1587 pessoas que tomaram a vacina CoronaVac observou que 91 dias ap6s a 28
dose da vacina houve uma queda significativa nos niveis de anticorpos, baixando de 98%
para 65% entre 91-180 dias (MAILA, 2022).

Quando calculamos a diferenca dos niveis de anticorpos antes e apds a dose de
reforgo, valor que chamamos de delta, observamos que os profissionais de saude tiveram um
aumento significativo comparado aos PVHIV (p=0,0016), com diminuic&o do indice ELISA
entre os PVHIV, enquanto no grupo de profissionais da saide o indice ELISA foi
aumentado. Quando analisamos esses resultados, vimos que 6 amostras dos 38 pacientes do
grupo de PVHIV apresentaram uma queda na resposta, enquanto que de 141 voluntarios
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profissionais da saude, nenhum apresentou perda na resposta, e ao analisar esses resultados
na tabela de contingéncia 2x2, obtemos um valor de P=0,00006, esses valores sugerem que
PVHIV podem ter uma maior dificuldade de manter seus anticorpos circulantes por grandes
periodos de tempo, mesmo apds o estimulo ao sistema imunolégico da dose de reforco.

Em relacédo a avidez, ambos os grupos PVHIV e profissionais da salde apresentaram
altos niveis de avidez. Porém ao comparar a diferenca na avidez antes e ap6s a dose de
reforgo, delta, observamos que os profissionais da saude tiveram um aumento significativo
comparados aos PVHIV (P=0,001) com diminuicdo da avidez entre os PVHIV e aumento
entre os profissionais da saude.

E importante ressaltar que as condi¢des no esquema vacinal entre os dois grupos
foram diferentes. Mesmo sem a orientacdo de nenhum 6rgéo da saude, 25 PVHIV tomaram
a dose de reforco de forma antecipada, menos de 90 dias ap6s a segunda dose, na teoria isso
implicaria principalmente em um grande aumento no titulo de anticorpos desses pacientes,
pois tiveram dois estimulos seguidos no sistema imunoldgico, porém, esse grupo que tomou
a vacina de forma adiantada ndo apresentou diferenca nos valores de IE e avidez. Outro fator
que pode influenciar nessa diferenca nos titulos de anticorpos, é que a maioria das pessoas
com HIV tomaram AstraZeneca ao inves de CoronaVac, e conforme estudos realizados
anteriormente, a resposta sorolégica da CoronaVac para a proteina S € muito menor do que
a da AstraZeneca (PAULA, N. M.). Na outra via, a maioria dos profissionais da saude
tomaram CoronaVac, impactando diretamente nas respostas soroldgicas e mesmo com essa
divergéncia, os profissionais da salde tiveram um aumento na resposta vacinal apés a dose
de reforco com a Pfizer, enquanto PVHIV tiveram uma reducéo na resposta.

CONCLUSOES

Em conclusdo, ambos os grupos produziram anticorpos ndo sendo observada
nenhuma diferenca significativa nos valores de indice ELISA, além disso, 0s anticorpos
apresentaram uma boa avidez. Ademais, a vacinagdo induziu a soroconversdo em mais de
90% dos pacientes.

Esse resultado indica que a infeccdo pelo virus HIV ndo impacta na producgédo de
anticorpos anti-RBD e nem em sua avidez.

Outro achado importante foi a inducdo de anticorpos anti-RBD nos diferentes
produtos de vacina. Pacientes que receberam CoronaVac tiveram um valor de indice ELISA
muito menor do que 0s que receberam AstraZeneca, isso pode ter influenciado diretamente
no nivel de soroconversdao entre os dois grupos, por conta disso, seria interessante a
realizacdo de um estudo com uma amostragem maior para se fazer uma avaliacdo mais
abrangente.
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Resumo:

A Organizacdo Mundial da Saude decretou pandemia da COVID-19 em 11 de marco
de 2020. A partir deste momento, foi recomendado o diagndstico molecular por RT-gPCR
para deteccdo de segmentos alvos do genoma viral que codificam regies conservadas nos
coronavirus e especificas para o SARS-CoV-2, a partir de amostras de swab
naso/orofaringeo. O objetivo deste estudo é avaliar a concordancia entre os resultados de
deteccdo do SARS-CoV-2 na rotina diagndstica e o teste XpertXpress® SARS-CoV-2 em
amostras de gargarejo com solucdo fisioldgica e avaliar a possibilidade de amplificacao
direta do RNA viral, sem a etapa de extracdo, para entdo apresentar uma proposta de
liberacdo rapida dos resultados com a utilizacdo de amostras mais simples de serem obtidas
e com menor risco bioldgico aos profissionais envolvidos.

O estudo ocorreu no Centro de Laboratério Regional de Santo André do Instituto
Adolfo Lutz, utilizando 69 amostras de gargarejo com soro fisiologico 0,9% estéril, para
deteccdo direta, destas, 58 amostras foram utilizadas para a metodologia utilizando o sistema
do GeneXpert, armazenadas sob congelamento e provenientes da testagem de profissionais
de saude do laboratério e do GVE VII, testamos tais métodos e os resultados foram
comparados aos da metodologia padréo ouro.

Foi possivel perceber que a maioria dos resultados obtidos na deteccdo direta (sem
extracdo de RNA) dos genes E e N de SARS-CoV-2 em gargarejo corresponderam ao
resultados esperados (com extracdo). E os resultados obtidos no sistema GeneXpert
obtiveram correlacéo positiva ao comparar ao padrao ouro, superior até, a metodologia sem
extracdo. O tempo de liberacdo dos resultados no sistema GeneXpert foi 2,3 vezes menor
que o RT-gPCR utilizado na rotina diagnostica da COVID-19, com liberacdo de 4 testes a
cada 50 minutos. A proposta de utilizacdo do gargarejo pode ampliar o portifolio de amostras
a serem utilizadas no teste Xpert Xpress® SARS-CoV-2. Concluimos que amostras de
gargarejo podem ser utilizadas como amostras alternativas a secre¢do nasofaringea
utilizando o teste XpertXpress® SARS-CoV-2.

Palavras—chave: SARS-CoV-2; Coronavirus; Diagnostico Laboratorial; RT-PCR; Biologia
Molecular
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INTRODUCAO

O virus SARS-CoV-2 é 0 nome do agente causador doenca nomeada COVID-19.
Este nome € derivado de Coronavirus disease a Doenca do Coronavirus e “19” referente ao
ano de surgimento dos primeiros casos na China, especificamente em Wuhan, divulgado ao
final do més de dezembro de 2019. Posteriormente, ao se espalhar para outros continentes,
foi decretado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 11 de margo de 2020,
oficialmente como pandemia. E um virus do tipo RNA, de fita simples com cerca de 30.000
bases, de polaridade positiva, envelopado, esférico e com espiculas em sua superficie.
Pertence a familia Coronaviridae , conhecida desde 1960 (MALFATTI, 2020). O envelope
do SARS-CoV-2 consiste em uma camada bilipidica onde estdo ancoradas as proteinas
estruturais de envelope (E), membrana (M), e as espiculas (S, spikes), além de uma proteina
menor de superficie chamada hemaglutinina esterase (HE). A glicoproteina S é composta
por duas subunidades funcionais S1 e S2, sendo a S1 responsavel pela ligacdo do virus as
celulas do hospedeiro atraves de uma regido denominada receptor-binding domain (RBD)
que se liga ao receptor angiotensin-converting enzyme 1 (ACE-1), e a S2, pela fusdo, e no
interior do virus hd um nucleocapsideo (N) que protege o RNA gendémico (SBAC, 2022). O
SARS-CoV-2 apresenta mutacGes genéticas diversas, alterando a sua viruléncia em
hospedeiros humanos (MALFATTI, 2020).

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 69 amostras de gargarejo de profissionais sintomaticos
do CLR IAL de Santo André VIII e GVE VII. O diagndstico primeiramente foi realizado
pelo método padrédo ouro, extracdo foi realizada pela plataforma automatizada Maelstrom™
9600 (TANbead e pra a amplificagdo foi utilizado o kit Allplex™ SARS-CoV-2 Assay e
gPCR QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific).

Na primeira metodologia aqui apresentada, estas amostras foram retestadas sem a
etapa de extracdo. Neste caso, estas foram descongeladas a temperatura ambiente por 10
minutos, 30 uL de cada amostra foi adicionada a microtubos livres de nucleasse, incubados
a 95°C por 30 min e posteriromente submetidos a concentragdo por centrifugacdo & 8000
rpm por 1 min em centrifuga de microtubos, 10 uL da amostra foi utilizado para o ensaio de
qPCR.

Para a realizacdo da segunda metodologia aqui apresentada, o teste XpertXpress® SARS-
CoV-2, pela plataforma Genexpert (Cepheid), as amostras ndo passaram por nenhum preparo
prévio, a ndo ser o descongelamento. A amostra foi cuidadosamente homegeneizada,
evitando-se a formacao de bolhas e, apos a abertura da tampa do cartucho, um volume de
300 pL foi adicionada a “camara de amostra” utilizando uma pipeta Pasteur que ja vem
incluida no kit (Figura 1). O cartucho foi fechado firmemente e inserido no equipamento,
foi dado o comando de “iniciar teste” e aguardou-se a liberacao dos resultados pela detecgéo
ou ndo dos genes E e N2 de SARS-CoV-2.
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Figura 1. Fluxograma de realizagéo do teste XpertXpress® SARS-CoV-2
Fonte: Autoria Prdpria - CANVA. Disponivel em: <https://www.canva.com/>.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados dos Ct (Cycle Threshold), construimos Graficos de Pearson que nos auxiliou
a verificar a correlagdo positiva entre as metodologias com e sem extracdo de RNA viral. Houve
53,99% e 71,47% de concordancia entre os resultados dos Ct para 0s Genes E e N, respectivamente.
Maioria dos resultados obtidos na detec¢éo direta (sem extracdo de RNA) dos genes E e N de SARS-
CoV-2 em gargarejo corresponderam ao resultados esperados (com extragéo).
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Figura 2. Deteccdo do Gene E de SARS-CoV-2 por RT-gPCR em amostras de gargarejo com solucdo
fisiologia 0,9% estéril, com e sem a extracdo de RNA.

191



Gene N y=1,0197x + 2,943
R?=0,7147

N
o

40 ° geoo
35 e _o o8
e®, ¢°

30 e esg °
25 e

@

6 ®e
20 ®

Gene N detectado por RT-qPCR padrio
w & &

(=)

0 S 10 15 20 25 30 35 40
Gene N detectado diretamente sem extragdo

Figura 3. Deteccdo do Gene N de SARS-CoV-2 por RT-gPCR em amostras de gargarejo com solucdo
fisiologia 0,9% estéril, com e sem a extragdo de RNA.

De igual forma, ao comparar os resultados obtidos no sistema GeneXpert com 0s
dados do RT-gPCR, verificamos uma correlacdo positiva entre as metodologias, com
83,05% e 86,96% de concordancia entre os Ct para a deteccdo do Genes E e N/N2,
respectivamente e, apenas uma amostra apresentou resultado discordante entre as
metodologias.
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Figura 4. Detec¢do do Gene E por RT-gPCR e pelo Sistema GeneXpert
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Figura 5. Detecgdo dos Genes N e N2 por RT-qPCR e pelo Sistema GeneXpert

Atualmente, a RT-qPCR é considerado o padrdo ouro para o diagnostico rapido e
sensivel da COVID-19, entretanto € um procedimento demorado e complexo, no qual a
amostra é obtida por swab nasofaringeo, o que pode causar certo desconforto ao paciente
durante a coleta. Além disso, é necessario alta exposicao dos profissionais para a realizagédo
da coleta e processamento. O presente estudo apresenta uma metodologia diagnéstica
comercial de alta sensibilidade, com resultados mais rapidos e manipulacéo segura para a
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deteccdo do SARS-CoV-2, utilizando o gargarejo como amostra alternativa a secre¢do
nasofaringea. Utilizando a deteccao direta (sem extracdo de RNA) foi possivel detectar os
genes E e N de SARS-CoV-2 por RT-gPCR em amostras de gargarejo com solugédo
fisioldgica 0,9% estéril, com correlacdo positiva aos realizados com a extracdo de RNA
automatizada nas mesmas amostras. Comparados com os resultados obtidos na rotina
diagnostica, a aplicacdo das amostras de gargarejo aos cartuchos Xpert Xpress SARS-CoV-
2 no sistema GeneXpert se mostrou eficiente para a detec¢do dos genes E e N2 de SARS-
CoV-2, com resultados concordantes com o teste padrdo ouro (RT-qPCR).

Entretanto, na deteccéo direta, algumas amostras realizadas sem extragéo (4, 20 e 28)
tiveram CT >40, resultado negativo pelo limite de deteccdo, nesses casos com carga viral
baixa, 0 método sem extra¢do automatizada pode ndo ser recomentada, porém em pacientes
com carga viral alta (valor de CT mais baixo) esta metodologia se mostra uma boa alternativa
na realizacdo dos testes, quando, por exemplo, o laboratdério ndo disponibilizar de kits de
extracdo. No GeneXpert, a amostra que apresentou resultado discordantes entre as duas
metodologias, detectando apenas o Gene N2, pode ser explicado devido a baixa carga viral
presente na amostra, uma vez que o Cycle Treshold estava bem elevado (41,5) e o limite de
deteccdo do teste padrdo ouro é 40,0.

E relatado boa sensibilidade e especificidade na deteccdo do SARS-CoV-2 em
amostras de gargarejo (KOCAGOZ, 2021). Neste sentido, a utilizagdo de cartucho
XpertXpress SARS-CoV-2 no Sistema GeneXpert que envolve minima manipulacdo das
amostras, pode ser uma alternativa segura para a deteccéo do virus e para a deteccdo rapida
do SARS-CoV-2 em amostras de gargarejo, sobretudo em profissionais de salde, para 0s
quais a pandemia tem se mostrado especialmente perigosa (LIPPI, 2020). Esse tipo de
amostra dispensa o0 preparo prévio ou manuseio de micropipetas e ponteiras de diferentes
capacidades, microplacas e outros reagentes. Se considerarmos tempo envolvido desde com
a recepcdo até a liberacdo dos resultados utilizando o XpertXpress® SARS-CoV-2,
obtivemos 1h:20min, que correspondeu a um tempo 2,3 vezes menor que 0 RT-qPCR.
Ainda, por se tratar de material auto-coletavel, a coleta ndo precisa ser executada por
profissionais capacitados como ocorre com as secre¢@es nasofaringeas.

CONCLUSOES

Concluimos que o teste GeneXpert oferece biosseguranca elevada aos analistas, e
também aos profissionais da coleta, uma vez que, a amostra é auto coletavel e a partir da
transferéncia da amostra para o cartucho, todas as etapas do processo sdo realizadas
automaticamente em sistema fechado, ou seja, sem intervengdo manual, reduzindo os riscos
de contaminacdo ambiental, inter-amostras e dos profissionais. Portanto, concluimos que
amostras de gargarejo podem ser utilizadas como amostras alternativas a secrecdo
nasofaringea utilizando o teste XpertXpress® SARS-CoV-2, no entanto ndo € possivel a sua
aplicacdo a todos os individuos, como as criangas por exemplo, que ndo possuem a
habilidade de realizar tal procedimento. Ainda, apesar de liberar somente 4 resultados a cada
ciclo de testes, € particularmente Gtil para a detecgdo da COVID-19 em profissionais da
salide, que necessitam de respostas rapidas, assim como em periodos de baixas demandas ou
exames solicitagdes de urgéncia.
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Resumo: Com o advento da vacina para rotavirus, os casos de gastroenterite aguda em
criangas menores de cinco anos causados por este agente etioldgico diminuiram
consideravelmente, em contrapartida os NoV tém se tornado um dos principais causadores
deste agravo, tornando-se um problema mundial. A transmissdo destes virus ocorre por via
fecal-oral, fomites, 4gua contaminada, entre outros, sendo a diarreia aguda a principal
manifestacdo clinica. O objetivo deste trabalho é detectar e avaliar a frequéncia de RV e
NoV em criangas menores de cinco anos de idade com quadro de GEA no estado de Sédo
Paulo. Para detec¢do de RVA foi utilizado o ensaio imunoenzimatico (ELISA), para anlise
do perfil eletroforético fez-se o uso do EGPA, e para genotipagem foi realizado o RT-PCR
e sequenciamento genético. Para deteccdo de NoV realizou-se 0 método de RT-qPCR. Os
resultados demonstraram que das 255 amostras coletadas, 5,5% (14/255) foram positivas
para RVA, e 34,9% (89/225), positivas para NoV com predominancia do genogrupo GllI
(85,4%; 76/89). Por conta dessas mudancas, o papel da vigilancia epidemioldgica se torna
indispensavel no rastreamento, identificacdo e monitoramento de casos de RV e NoV,
buscando meios de mitigar possiveis impactos desses virus na sociedade.

Palavras—chave: diarreia; gastroenterite; rotavirus; norovirus

INTRODUCAO

A gastroenterite é caracterizada por uma inflamacédo do revestimento do estbmago,
do intestino grosso e delgado; sua principal manifestacdo clinica é a diarreia aguda. A familia
de virus comumente associada as gastroenterites sdo Sedoreoviridae (rotavirus) e
Caliciviridae (norovirus e sapovirus), sendo muito comum em comunidades fechadas, como
por exemplo, creches, hospitais, asilos e cruzeiros (FILHO, 2013). A transmissdo destes
agentes infecciosos ocorre por via fecal-oral, por meio de alimentos e/ou agua contaminada,
e a falta de higiene béasica como, por exemplo, a lavagem das maos com agua e sabdo.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o tratamento mais adequado para casos
graves de gastroenterite é a reposi¢do de fluidos e eletrolitos atraves da reidratacdo oral, para
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casos de desidratacdo leve e moderada ou, a reidratacdo intravenosa em casos graves
(PARASHAR, NELSO, KANG, 2013).

Os Rotavirus, visdo geral

Os Rotavirus (RV) pertencem a familia Sedoreoviridae do género RV, possuem a
capacidade de infectar vérias espécies animais e humanas, sendo classificados em nove
especies (RVA-RVD e RVAF- RVJ) com base no antigeno de grupo VP6. Os RV espécies
A, B e C sdo encontrados em humanos e animais, enquanto os demais grupos: D-I séo
predominantes apenas em animais. Recentemente, uma nova espécie (RVJ) foi descoberta
em morcegos provenientes de Schreiber, Sérvia (BANYAI et al., 2017). O rotavirus espécie
A (RVA) ¢ o principal agente causador de gastroenterite aguda em humanos, em sua grande
maioria criangas menores de cinco anos de idade (SADIQ et al, 2022).

Os RVs também possuem uma classificacdo binaria baseada nos antigenos de
neutralizacdo VP7 (glicoproteina) e a VP4 (proteina sensivel a protease), que definem os
gendtipos G e P, respectivamente. Atualmente, existem 58 gendtipos P e 42 gendtipos G de
RVA (SADIQ et al., 2022). Estas duas proteinas sdo criticas no desenvolvimento de vacinas,
dada suas caracteristicas imunogénicas (SADIQ et al., 2022).

Seu capsideo é formado por uma tripla camada proteica de simetria icosaédrica; seu
genoma é composto por 11 segmentos de RNA de fita dupla (ds) de polaridade positiva que
codifica seis proteinas estruturais: VP4 e VP7 que se localizam na regido mais externa do
virus, VP6 que constitui a camada intermediaria ou core, VP2 a camada mais interna e que
envolvem as proteinas VP1 e VP3; além de outras cinco proteinas ndo estruturais, a saber:
NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 e NSP5 (SADIQ et al., 2018).

Os Norovirus, visdo geral

Os Norovirus (NoV) por sua vez, pertencem a familia Caliciviridae que é dividida em
cinco géneros de virus: Lagovirus, Vesivirus e Nebovirus que infectam exclusivamente
animais, Sapovirus e Norovirus que infectam seres humanos e animais. Os NoVs séo
divididos em sete genogrupos: Gl infectam humanos, Gll infectam humanos e porcos, GlliI
presentes em bovinos e ovelhas, GIV infectam humanos, gatos e cdes, GV presentes em
camundongos, genogrupo GVI infectam cées e gatos, e por fim, o genogrupo GVII infectam
caes. O genoma do NoV humano é constituido por RNA de fita simples ndo envelopado, seu
capsideo é icosaedrico o qual é constituido por proteina VP1 (CVE, 2010; LIZASOAIN et
al., 2015; ROBILOTTI et al., 2015).

Seu genoma possui trés quadros de leitura aberta (ORFs): ORF-1 codifica seis proteinas
ndo estruturais (NSP), ORF-2 codifica a proteina estrutural VVP1, é por meio dela que se
consegue diferenciar os sete genogrupos virais, por fim a ORF-3 que codifica a proteina
estrutural VP2 que esta associada a estabilidade da proteina do capsideo viral. Sua

extremidade 5’ possui a proteina VPg e na exterminada 3’ contém a cauda poly-A (SILVA,
2019).

Impacto da Vacina RV

Até o ano de 2006, o rotavirus era o principal agente etiolégico causador de
gastroenterite aguda em criangas em todo o mundo, porém com o advento de vacinas contra
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este virus, tais como, Rotarix™ (GlaxoSmithKline Biologicals, Bélgica) e RotaTeq™
(Merck Inc., EUA) os casos de gastroenterite aguda diminuiram consideravelmente,
favorecendo o aumento do nimero de casos de diarreia aguda por outros virus,
principalmente, norovirus (SILVA, 2019; LUCERO, 2021).

Atualmente, no mundo, existem quatro vacinas contra 0 RVA, Rotarix ™, RotaTeq™ ,
e duas recém-aprovadas pela Organizacio da Saude (OMS) a ROTAVAC™ (Bharat
Biotech, India) e Rotasiil ™ (Serum Instituto of India, India) que estdo em uso apenas no
Paquistdo e India, respectivamente. Com uma cobertura global de 39%, de fato, as vacinas
tiveram um grande impacto na reducdo da morbidade e mortalidade principalmente em
paises de alta renda, reduzindo o nimero de hospitalizagdes e gravidade da doenca (SADIQ
etal., 2022).

Apesar da aprovacao da vacina no ano de 2006, atualmente o RVA é considerado um
dos maiores agentes causadores de gastroenterite ndo bacteriana em todo o mundo (sendo
superado apenas pelo norovirus) provocando diarreias explosivas em bebés e criangas
menores de cinco anos de idade, acarretando cerca de 25 milhdes de consultas clinicas, 2
milhGes de internacdes hospitalares e 180.000 a 450.000 mortes de criangas ao ano em todo
o0 mundo (PARASHAR, NELSON, KANG, 2013). O NoV por sua vez, ap6s 0
desenvolvimento da vacina RV se tornou o principal agente causador de gastroenterite aguda
em criancas, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) acarretando cerca de
685 milhdes de infeccdes anuais e 212.000 mortes por ano em todo 0 mundo.

Vigilancia Epidemioldgica

Devido ao dinamismo das cepas de RV fica clara a importancia da vigilancia
epidemioldgica tendo como pressuposto conhecer e monitorar a frequéncia de diarreia e
internagdes em criancas menores de cinco anos de idade mesmo apds o advento da vacina,
identificar mudancas na prevaléncia de genotipos em decorréncia da vacina, monitorar os
sorotipos assim como suas caracteristicas moleculares e antigénicas além de monitorar a
eficacia da vacina oral e investigar casos de surtos (LUCHS et al., 2014). Em relacéo ao
estado de Sdo Paulo este importantissimo papel ¢é atribuido ao Nucleo de Doengas Entéricas
(NDE) do Instituto Adolfo Lutz (IAL), Laboratério de Referéncia para Vigilancia de RVA
e referéncia estadual do Programa de Monitoramento de Doencas Diarreicas Agudas
(PMDDA) e Programa de Intensificacdo da Vigilancia Sentinela de rotavirus em menores
de 5 anos. O presente trabalho teve como objetivo detectar e avaliar a frequéncia de RV e
NoV em criangas menores de cinco anos de idade com quadro de GEA no estado de Sao
Paulo.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho possui aprovacio do Comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz.
O estudo foi conduzido utilizando 255 amostras fecais coletadas de criangas menores de 05
anos de idade com quadro de gastroenterite aguda, entre janeiro a outubro de 2022 e
encaminhadas ao NDE, CV, do IAL para anélise laboratorial.

As amostras fecais foram clarificadas utilizando 1g de fezes em 1ml de tampéo TRIS-
HCL 10% pH 7,4 a extracdo de RNA foi realizada no extrator automatico Loccus, Kit-
Extracta Fast 96, conforme instrugdes do fabricante.
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Para deteccdo do antigeno de RVA foi empregado Kit imunoenzimatico comercial
RIDASCREEN Rotavirus, de acordo com as instrucdes do fabricante, seu perfil
eletroforético foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), a
caracterizacdo dos genotipo G e P foi realizada pelas reacdes de RT-PCR para o gene 4
(VP4-proteina sensivel a protease) e para o gene 9 (VP7-glicoproteina) (PEREIRA et al.,
1983; GENTSCH et al., 1992; GOUVEA et al., 1990). O sequenciamento do genoma dos
RVA foi realizado utilizando o sequenciador ABI Prism 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Inc) e para analise destas sequéncias utilizou-se o programa Sequencher 4.1.4
(Gene Codes Corporation, Michigan, EUA). O site Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) foi utilizado como ferramenta para a comparacao
das sequéncias consenso geradas para cada amostra.

A deteccdo de NoV foi realizada por meio da reacdo TagMan RT-PCR em tempo
real (RT-qPCR). Para deteccdo do genogrupo Gl utilizou-se as probes RING1A e RING1B,
e primers COG1F e COG2R. Ja para o GlI utilizou-se a probe RING2 e primers COG2F e
COG2R (ISHIDA et al., 2008). Os testes foram realizados utilizando-se a plataforma ABI
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro a outubro de 2022, foram analisadas 255 amostras de fezes de
criancas menores de cinco anos com quadro de gastroenterite aguda, provenientes do estado
de Séo Paulo. Destas, 5,5% (14/255) foram positivas para RVA por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e RT-PCR. O perfil eletroforético das amostras positivas foi analisado por EGPA
e 35,7% (5/140) apresentaram perfil longo e 28,5% (4/14) perfil curto. Nota-se que 35,7%
(5/14) das amostras foram negativas para EGPA, isto porque, provavelmente a carga viral
das mesmas era baixa, sendo impossivel identificar seus perfis. As amostras foram
sequenciadas para identificacdo dos genotipos: 35,7% (5/14) corresponderam ao G3P[8];
57,1% (8/14) das amostras ao G6P[8] e 7,14% (1/14) GNTP[NT] (tabela 1). Foi identificado
1 caso de coinfeccdo por RVA e NoV GI/GIl em uma crianca de 2 anos do sexo feminino.

Das 255 amostras analisadas, 34,9% (89/255) foram positivas para NoV por RT-
gPCR, destas amostras 9,0% (8/89) foram identificadas como o genogrupo Gl; 85,4%
(76/89) para o genogrupo Gll e 5,6% (5/89) correspondiam aos genogrupos GI/GII.

Tabela 1. Amostras positivas para RVA identificadas no estado de So Paulo de janeiro a
outubro de 2022.
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Caso  Idade Sexo Condicao ELISA RT-PCR EGPA Sequenciamento

1 4 anos F Caso Positivo = Positivo = Negativo G6P8]
2 2 anos E Surto Positivo  Positivo =~ Negativo GNTPINT]
3 2 meses M Caso Positivo = Positivo Longo G3P8]
4 3 anos F Caso Positivo = Positivo Negativo G6F[8]
5 3 anos F Caso  Positivo Positivo Longo G3P[8]
6 2 anos F Caso Positivo  Positivo Curto G6P8]
7 9 meses M Caso Positivo ~ Positivo Longo G3F[8]
8 10 meses F Caso Positivo = Positivo Negativo G6F[8]
9 6 meses M Surto Positivo = Positivo Negativo G6F[8]
10 3 anos M Caso Positivo  Positivo Longo G3F[8]
1 7 meses F Caso Positivo  Positivo Longo G3P8]
12 5 anos F Caso Positivo = Positivo Curto G6P[8]
13 5 anos F Surto Positivo = Positivo Curto G6F[8]
14 1ano M Caso Positivo =~ Positivo Curto G6F[8]

Nota-se que a prevaléncia de casos de RVA em criancas menores de cinco anos foi
menor em relacdo ao NoV. Sugere-se que este fato se deve a inclusdo da vacina Rotarix
atenuada no Programa de Vacinacgdo em 2006 contra o genétipo G1P[8]. Dados de vacinagédo
dos pacientes ndo foram obtidos para serem incluidos neste trabalho, porém a vacinagdo
contra RVA tém prevenido casos graves de gastroenterite aguda, reduzindo
consideravelmente casos de surtos em criangcas e numero de Obitos em todo o mundo
(SADIQ et al., 2022). Em contrapartida, os NoVs possuem grande destaque em casos de
surtos de gastroenterite aguda em criancas, sendo as cepas Gl e Gll as mais prevalentes. Os
dados apresentados neste trabalho corroboram também com estudos realizados em outros
paises (RONNELID et al., 2020; BUCARDO et al., 2014; MCATEE et al., 2015;
HEMMING et al., 2013).

Um estudo transversal realizado no municipio de Sdo Paulo entre os anos de 2010-
2016 demonstrou que o NoV foi o principal agente etioldgico causador de GEA em criancas
menores de cinco anos de idade. Foram analisadas cerca de 1.565 amostras, cerca de 28,4%
(444) foram positivas para NoV; 23,5% (368) positivos para RV e 753 (48,1%) casos foram
descartados, o mesmo foi observado no Espirito Santo e Rio de Janeiro (KAMIOKA et al.,
2019; FERREIRA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2008). Além disso, varios trabalhos
demonstram que apds a introducdo da vacina monovalente G1P[8] Rotarix™ houve uma
modificacdo na distribuicdo de gendtipos de RV aumentando a incidéncia de G2P[4]. E
provavel que a vacina tenha criado condicBes para que esta cepa pudesse adquirir vantagem
seletiva sobre gendtipos que compartilham a P[8] (MORILLO et al., 2009). Atualmente,
diversos genotipos tém sido detectados, como por exemplo, o gendétipo G3P[8]
(GUTIERREZ et al., 2020; LUCHS, 2015). No estado de Sao Paulo, por exemplo, consegue-
se perceber uma modificacdo na prevaléncia das cepas ao longo dos anos (GUTIERREZ et
al., 2020; CARMONA et al., 2006; MORILLO et al., 2009; CILLI et al., 2011; LUCHS et
al., 2014).

CONCLUSOES

Neste trabalho foi observada uma significativa reducdo dos casos de GEA
relacionados ao RVA (5,5%) e aumento dos casos de gastroenterites devido aos NoVs
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(34,9%). A sobreposicdo dos casos de NoVs em relagdo aos RVA relacionados a GEA
provavelmente estdo atrelados a inclusio da vacina Rotarix™ no Plano Nacional de
Imunizacdo a partir de 2006. N&o ha duvidas de que os casos de GEA causada por RVA,
diminuiram consideravelmente apds implantacdo da vacina, em contrapartida, os NoVs
tornaram-se o principal causador de gastroenterite viral em criangas menores de cinco anos
de idade, ndo s6 em algumas regides do Brasil como em outros paises do mundo. Por conta
dessas mudancas o papel da vigilancia epidemioldgica se torna indispensavel no
rastreamento, identificacdo e monitoramento de casos de RV e NoV, buscando meios de
mitigar possiveis impactos desses virus na sociedade.
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RESUMO

Com o inicio da pandemia de COVID-19 em mar¢o de 2020, causada pelo virus
SARS-CoV-2 em marco de 2020, resultou em uma crise global que afetou a satde publica
como um todo, assim como as areas econdmicas, sociais, politicos e culturais. Tendo em
vista 0s impactos causados pela pandemia, o trabalho compara as diferencas na incidéncia
de resultados positivos de Teste Rapido Molecular de Tuberculose (TRM-TB), bem como a
quantidade de exames TRM-TB realizados pelo Instituto Adolfo Lutz de Taubaté, no periodo
Pré-pandémico (Margo de 2018 a Fevereiro de 2020), e periodo Pandémico (Marco de 2020
a Fevereiro de 2022), a fim de verificar as possiveis diferencas.

Palavras-chave: COVID 19; TRM-TB; Tuberculose.
INTRODUCAO

Em dezembro de 2019 foi registrado na cidade de Wuhan (China) casos de
pneumonia. E em janeiro de 2020 autoridades chinesas confirmaram a identificagdo de um
novo tipo de coronavirus denominado de SARS-CoV-2, responsavel pelo COVID-19. No
dia 30 de janeiro de 2020 a organizacdo mundial da salde, declarou que o surto de COVID-
19 era uma emergéncia de importancia internacional. E em 12 de marco de 2020 foi
caracterizado como uma pandemia (CIOTTI et al., 2020).

Com o surgimento do COVID-19 pouco se ouviu a respeito das demais doencas, pois
por se tratar de uma doenca desconhecida, com alta capacidade de transmissdo, atingindo a
maioria dos continentes em poucos meses, exigiu grandes esforgos e subsidios para seu
controle, desviando assim, a atencdo sobre as demais doencas.

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), a tuberculose € uma das doencas
infecciosas mais mortais do mundo. Antes do COVID-19, era a doenca de agente Unico que
mais matava, a frente até mesmo do Virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Dados da

203



OMS, estimam que cerca de 1,4 milhdes de pessoas morreram de tuberculose em 2021,
enquanto outros 10 milhdes sofreram com a doenca, principalmente nos paises em
desenvolvimento.

Tendo em vista todo o impacto causado pela pandemia e 0s perigos para saude
publica que a tuberculose representa, esse trabalho visa comparar a incidéncia de tuberculose
a partir dos exames de TRM-TB que foram realizados no IAL de Taubaté, bem como
verificar a quantidade de exames realizados no periodo pré-pandémico e pandémico,
provenientes da regido do Vale do Paraiba e do Litoral Norte.

MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo, levantou-se o nimero de exames Teste Rapido Molecular de
Tuberculose (TRM-TB) realizados mensalmente no Instituto Adolfo Lutz (1AL) de Taubateé;
retirados do sistema GAL. Todos os dados sdo andnimos, e apenas foram contabilizados
resultados positivos e negativos, para 0s municipios da regido do Vale do Paraiba e Litoral
Norte, em relacéo ao periodo Pré-pandémico (Marco de 2018 a Fevereiro de 2020), com 0
periodo Pandémico (Marco de 2020 a Fevereiro de 2022).

Os dados foram tabulados em uma planilha Excel, e calculado para cada periodo
amostral o valor da variancia da frequéncia de resultados positivos e negativos para
tuberculose. Para o presente estudo, o calculo da variancia populacional seré obtido através
da soma dos quadrados da diferenca entre cada valor e a média aritmética, dividida pela
quantidade de elementos observados. Desta forma seré calculado também média aritmética
e desvio padrédo dos periodos amostrados. Esses parametros servirdo como base comparativa
entre os periodos.

Além disso, pretende-se observar a curva de dados gerada referente a cada periodo
(pré-pandémico e pandémico) com o intuito de verificar as possiveis diferencas, calculando
a média movel dos casos positivos de ambos 0s periodos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os dados, pode-se notar que o nimero de exames realizados caiu de
5.588, referente ao periodo pré-pandémico, para 3.768 no periodo pandémico, uma queda de
1.820 exames realizados, quase 2 mil exames a menos em comparacgdo ao periodo anterior,
representando uma queda de 32,56% no nimero de exames realizados.

Em relacdo aos resultados positivos, ndo houve grande variacdo em termos de
nameros, pois no periodo pré-pandémico o namero foi de 974 resultados positivos e no
periodo pandémico 921 positivos, uma diferenca de 53 casos positivos de um periodo
comparado ao outro, 0 que representa uma diminuicdo de 5,44% no ndmero de casos
positivos. Porém em termos de proporcdo, os resultados positivos aumentaram em 7% no
periodo pandémico em relacdo ao pré-pandémico, pois no periodo pré-pandémico os
resultados positivos representavam 17,43% do total de exames realizados, ja no periodo
pandémico os resultados positivos representam 24,44% do total de exames realizados. Pode-
se observar também que o0 nimero de exames realizados comecou a subir a partir do segundo
semestre de 2021 até o fim do periodo Pandémico.

Que a pandemia impactou a satde como um todo € fato, muito precisou ser feito para
se adaptar e combater a chegada da COVID-19, o que resultou em um foco intenso sobre a
nova doenga, contudo outras doengas continuaram presentes, e o desfoque causado pela
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pandemia resultou em diversas consequéncias. (Maia et al. 2022), (Grosi, Minoda, Fonsceca
2020), (Ornell et al. (2020)

Segundo a OMS, a tuberculose foi uma das doencas que regrediu no caminho rumo
a sua erradicacdo por conta da pandemia de COVID-19. O presente estudo demonstra as
mudangas que a pandemia gerou na regido do Vale do Paraiba e Litoral Norte relacionado
aos casos de tuberculose, referente aos dados obtidos do IAL de Taubaté-SP.

A quantidade de exames realizados caiu muito em relacdo ao periodo que antecedeu
a pandemia, foi uma queda de 32,56%, 0 que representa um numero de 1.820 exames a
menos em comparacdo com o periodo anterior. Mas ndo foi s6 na regido do Vale do Paraiba
e Litoral Norte que houve tal decréscimo. Segundo Maia et al. (2022) durante a pandemia
no Brasil os servigos essenciais para TB foram restringidos por conta da diminuigdo dos
recursos e insumos, com o objetivo de priorizar a mitigacdo da COVID-19, o que resultou
em uma menor notificagdo de novos casos de TB, bem como houve um aumento no nimero
de pessoas que abandonaram o tratamento, o que prejudica ainda mais o controle da TB.

McQuaid et al. (2021) fala sobre o potencial impacto que a COVID-19 pode trazer
referente a TB, entre eles estdo: aumento de infeccdo domiciliar, atraso nos testes e
tratamentos, diminuicdo da cobertura para vacina de BCG, aumento dos abandonos de
tratamento, aumento dos casos de resisténcia por conta do abandono do tratamento,
diminuicdo da cobertura de terapias preventivas, diminuicdo do acesso aos testes de TB, bem
como aos testes de resisténcia a antibioticos, diminuicdo na demanda de testes de TB e testes
de resisténcia, diminuigcdo de novas matriculas para o tratamento de TB, falta de insumos.

Analisando a média mdvel dos periodos é possivel observar que apds o segundo
semestre de 2021 os exames de TRM-TB comecgaram a aumentar, e em 2022 voltou a ficar
dentro média de exames realizados do no periodo anterior a pandemia.

Segundo Avedanho et al. (2022) fica evidente o sucesso da vacinagéo, tendo em vista
a consequente reducéo dos casos graves e 0bitos a partir de junho de 2021. Periodo esse que
comegou a aumentar a quantidade de exames realizados de tuberculose. O que reforga ainda
mais a ideia de que a pandemia foi a causadora na diminuicdo dos exames realizados de
TRM-TB, visto que assim que a situagdo comecou a normalizar, 0 nimero de exames
realizados também normalizou.

A pandemia de COVID-19 impactou significativamente no nimero de exames
realizados de TRM-TB do Instituto Adolfo Lutz de Taubaté, visto que houve uma queda de
32,56% no numero de exames realizados.

Ja 0s numeros de casos positivos ndo variaram muito de um periodo para o outro,
pois no periodo pandémico a queda foi de 5,44% no nimero de casos positivos em relacao
ao periodo pré-pandémico, mesmo com uma queda de 32,56% na quantidade de exames
realizados, ndo houve uma queda expressiva no nimero de resultados positivos, sugerindo
que a sensibilidade na abordagem da tuberculose aumentou durante esse periodo.

Segundo Sousa et al. (2020) é necessario uma analise minuciosa no diagndstico de
COVID-19, visto que a doenca pode apresentar sintomas inespecificos.

Imaginando um cenario onde os casos notificados de doenga respiratdria passem,
apos triagem, pela exclusdao de COVID-19, provavelmente outras doencas de carater
respiratorio foram identificadas, podendo assim ter contribuido para que os nimeros de
exames de TRM-TB positivos se mantivessem sem alteracfes, mesmo com uma queda no
namero de exames realizados.
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CONCLUSOES

O impacto da pandemia de COVID-19 na ocorréncia de tuberculose na regido do
Vale do Paraiba e Litoral Norte ficam evidentes quando se percebe uma queda de 32,56%
na quantidade de exames realizados referente ao periodo anterior. Essa queda demonstra que
no periodo de pandemia a busca ativa pelo diagnostico e controle da Tuberculose foi
prejudicada, o que pode resultar na propagacao da doenca, visto que a funcéo da busca ativa
é diagnosticar e tratar o paciente precocemente, para que 0 mesmo ndo transmita para mais
pessoas. (Muniz et al. 2005)

Assim, é possivel que ocorra um aumento no nimero de casos de Tuberculose para
0s proximos anos, fruto da reducdo dos exames realizados durante o periodo abordado no
presente estudo.
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PERFIL GENOTIPICO DO HIV-1 NO CONTEXTO DA PROFILAXIA
PRE-EXPOSICAO (PREP) OU PROFILAXIA POS-EXPOSICAO (PEP)

Luana Muniz dos Passos!; Luis Fernando de Macedo Brigido?

'Estudante do Curso de Especializagdo em Vigilancia Laboratorial em Satde Publica -
Centro de Virologia — Instituto Adolfo Lutz Central, e-mail: muniz_luana@outlook.com
?Docente do Depto de Doengas Sanguineas e Sexuais — Centro de Virologia — Instituto
Adolfo Lutz Central

Resumo: Grandes avancos foram realizados nos Gltimos anos para auxiliar no combate da
transmissdo do HIV, entre eles, a introducéo da Profilaxia Pré-Exposicdo (PrEP) e Profilaxia
Pds-Exposicdo (PEP) ao HIV tém auxiliado na prevencdo de pessoas nao infectadas, a fim
de reduzir o risco de transmissdo através das relacdes sexuais. O objetivo deste trabalho é
descrever o perfil genotipico do HIV-1 em pacientes que fizeram uso de PrEP ou PEP. Foram
incluidos no estudo 11 participantes que fizeram uso de PrEP e/ou PEP e um voluntario do
Estudo Mosaico (submetido a vacina experimental anti-HIV) que tiveram amostras
encaminhadas para o Laboratério de Genotipagem do HIV-1 do IAL Central. Foram
avaliados exames de carga viral de HIV-1 e testes de genotipagem por PCR convencional
das regides pol e int do HIV-1. Observamos entre os 12 participantes a incidéncia de HIV-1
em 9/12 (75%) deles, sendo que 1 estava na fase aguda da infec¢do, no momento da inscri¢cao
na PrEP. Nos demais participantes (3/12, 25%) néo foi evidenciado infeccdo por HIV. Foram
sequenciadas 8/12 (67%) amostras na regido pol, outras 4/12 (33%) n&o houve amplificagédo
pelo protocolo de PCR. Das amostras sequenciadas, 6/8 (75%) apresentaram mutacdes e 2/8
(25%) ndo houve presenca de mutacBes. MutacOes associadas a resisténcia aos
medicamentos de PrEP ou PEP de classe ITRN foram detectadas em 3/6 (50%) amostras
(mutacBes K65R e M184V). Isso inclui dois casos de resisténcia de alto nivel aos
antirretrovirais Entricitabina (FTC) e Lamiduvina (3TC) e apenas um caso de resisténcia
intermediaria a alto nivel aos ARVs de PrEP oral TDF/FTC. O monitoramento do perfil
genotipico de resisténcia do HIV se mostra importante para detec¢do precoce de falha
terapéutica em pacientes que usaram PrEP ou PEP e determinar a melhor escolha nos
esquemas terapéuticos.

Palavras-chave: PrEP; PEP; terapia antirretroviral; resisténcia aos antirretrovirais; HIV.

INTRODUCAO

A Profilaxia Pré-Exposicdo (PrEP) tem auxiliado na prevengdo de pessoas nédo
infectadas, a fim de reduzir o risco de transmisséo através das relagdes sexuais. Os estudos
para comprovar a viabilidade da PrEP no Brasil comegaram a partir de 2013, e em 2017, 0
Ministério da Saude do Brasil iniciou a provisdo da PrEP para o HIV em todo territorio
nacional sendo disponibilizada pelo SUSE.

Outra alternativa incluida nas estratégias de prevencdo combinada definido pelo
Ministério da Saude, € a Profilaxia Pdés-Exposicdo (PEP) ao HIV, que consiste na
administracdo combinada de medicamentos antirretrovirais, sendo dois de classes ITRN e

209




um INI (TDF/3TC/DLG), durante 28 diast®l. Seu inicio deve ocorrer em até 72h apos a
situacdo de exposicdo ao virus. A distribuicdo ocorre de forma gratuita pelo SUS e esta
disponivel desde 1999, Com o aumento na dispensacdo de profilaxia de prevencio ha
necessidade da caracterizacdo de infec¢Ges que ocorrem durante o uso da PrEP ou PEP. Esse
artigo busca descrever a incidéncia de infeccéo e o perfil genotipico do HIV-1 para detecgédo
precoce de falha terapéutica em pacientes submetidos a PrEP e/ou PEP.

MATERIAIS E METODOS

Populacéo de Estudo

Foram incluidos no estudo 11 voluntarios submetidos ao uso de PrEP e/ou PEP e 1
do estudo de regime experimental da vacina anti HIV-1, cujas amostras foram encaminhadas
para diagnéstico e monitoramento do HIV-1 ao Laboratério de Genotipagem de HIV-1 do
Nucleo de Doengas Sanguineas e Sexuais (NDSS) do Centro de Virologia — Instituto Adolfo
Lutz Central, no periodo de 2018 a 2022. Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos por
meio da consulta direta aos laudos e ao SISCEL. Foram coletadas informagdes como: data
do inicio do uso da profilaxia (PrEP ou PEP), a quais agentes ARVs foram expostos, ano do
diagnostico, exame de carga viral e uso de antirretrovirais. Estas informacGes obtidas foram
armazenadas em um banco de dados (RedCap) para analise posteriormente. Informacdes que
pudessem identificar o paciente foram mantidas em sigilo.

Metodologia Laboratorial

O processo de quantificagdo do RNA viral (Carga Viral - CV) foi realizado através
do método Abbott Real Time HIV-1 (Abbott M 2000rt) utilizando aproximadamente 600uL
de plasma. O resultado é expresso em numero de copias/mL e logio/mL.

As extracdes de RNA ou DNA foram realizadas manualmente utilizando Kits
comerciais disponiveis, seguindo as instru¢des do fabricante (QIAmp Viral RNA Mini Kit -
QIAGEN, Alemanha) do qual usa-se plasma ou (QIAmp DNA Blood Mini Kit — QIAGEN,
Alemanha) célula.

A amplificacdo das regides gendmicas pol e int para monitorar a prevaléncia de
resisténcia aos medicamentos de classes Inibidores de Protease (IP), Inibidores de
Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideos (ITRN), Inibidores de Transcriptase
Reversa Ndo Analogos de Nucleosideos (ITRNN) e Inibidores de Integrase (INI), a partir do
material extraido do HIV-1 foram realizadas em duas etapas por metodologia de PCR in
house (One Step RT-PCR). A primeira etapa consistiu na retrotranscricdo e amplificacao
(RT-PCR) e a segunda etapa, da amplificacdo da sequéncia genémica de interesse (Nested
PCR).

Apos a etapa de PCR, foi realizada eletroforese para confirmacgdo da amplificacéo
das regides alvo. O gel é preparado com tampdo TBE (Tris/Borato/EDTA) e 1% de agarose,
onde é adicionado SYBER Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA). A revelacdo das bandas
presentes no gel é feita em luz ultravioleta e comparada ao padrdo de peso molecular DNA
Mass Ladder (Invitrogen, USA) para avaliar o tamanho dos fragmentos obtidos.

A reacdo de sequenciamento dos produtos amplificados foi realizada pela técnica de
Sanger em equipamento automatico ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer (Thermo Fisher,
USA). A edicdo dos cromatogramas obtidos pelo sequenciamento foi editada pelos
Softwares Sequencher 4.7 (GeneCodes) ou RECall beta v3.05 e, posteriormente, alinhadas
no software BioEdit.
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A avaliacdo do grau de suscetibilidade aos antirretrovirais (ARVs) foi feita por meio
do algoritmo de Stanford University HIV Drug Resistance Database — HIVdb (Stanford
HIVdb).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Populacgéo de estudo

Foram analisadas 11 amostras provenientes de individuos que fizeram uso de PrEP
e/ou PEP e 1 de voluntario do estudo Mosaico, sendo 92% (n=11) do sexo masculino e 8%
(n=1) do sexo feminino (mulher trans), com idade mediana de 31 anos (24-49). A
distribuicdo de PrEP e PEP no Brasil € mais frequente entre os jovens adulto de 30 a 39 anos
(41%), seguidos de adultos com idade entre 25 e 29 anos (24%), 40 a 49 anos (16%), 18 a
24 anos (12%) e 50+ anos (6%)1l. O quadro 1 detalha as caracteristicas do grupo de
estudado.

Quadro 1: Caracteristicas dos participantes do estudo

Variaveis Total
Niumero de participantes 12 (100%%)
PrEP orall 8 (67%0)
PrEP injetavel® 1 (8%)
PEP? 1 (8%3)
HPTNO0834 1 (8%0)
Estudo Mosaico® 1 (82%6)
Sexo masculino 11 (92%)
Sexo feminino 1 (8%)
Esquema terapéutico em uso
Primeiro esquema 7 (78%%)
Troca do esquema terapéutico 2 (22%0)
Combinacoes classes de ARV
em uso
2 ITRN + INI 8 (89%0)
2 IP + INI 1(11%s)

Legenda: ‘Profilaxia Pré-Exposicdo ao HIV com Tenofovir e
Entricitabina (TDF/FTC) via oral: *Profilaxia Pré-Exposigio
ao HIV com Cabotegravir injetavel (CAB LA): *Profilaxia
Pos-Exposigéo ao HIV com
Tenofovir/Lamivudina/Raltegravir durante 29 dias e PrEP
oral TDF/FTC; “Participante do Estudo HPTINO0S83 que avalia
eficacia do CAB LA e TDF/FTC, nfo se sabe qual ARV foi
designado ao paciente: Participante do Estudo Mosaico com
vacina experimental contra HIV-1: ARV: Antirretrovirais do
HIV: ITRN: Inibidores de Transcriptase Reversa Analogos de
Nucleosideo: IP: Inibidores de Protease:; INI: Inibidores de
Integrase.

Dentre os participantes desse estudo temos voluntérios de trés grandes projetos:
ImPrEP, HPTNO83 e o estudo Mosaico. O ImPrEP é um projeto que avalia a viabilidade da
implantacdo da PrEP na América Latina (Brasil, México e Peru) voltado para pessoas
travestis, trans e HSH.. Pensando no desenvolvimento de agentes alternativos seguros e
eficazes de a¢éo, o estudo HPTNO83 é o primeiro a comparar a eficacia da injecdo periddica
de CAB LA com o TDF/FTC oral diario como PrEP do HIVDL Os resultados do estudo
mostraram que o CAB LA, administrado a cada oito semanas, apresentou alta eficacia em
comparacdo ao TDF/FTCPl J4 o Mosaico ¢ um grande estudo clinico para o
desenvolvimento do regime experimental de vacina contra a infeccdo pelo HIVE!. A vacina
a ser testada, apelidada de Ad26.Mos4.HIV, usa um vetor de adenovirus — um parente
inofensivo do virus do resfriado comum — para fornecer o chamado mosaico de imunogenos
otimizados do HIV, ou antigenos que estimulam as respostas imunitariast®. Em 2023, o
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estudo Mosaico foi interrompido pela baixa eficicia na reducdo de novas infeccbes pelo
HIV.

Incidéncia de infeccdo pelo HIV-1 em pacientes que fizeram uso de PrEP e/ou PEP

Dos 11 participantes que fizeram uso de PrEP e/ou PEP do HIV e mais o voluntério
do estudo Mosaico, foram observados 9/12 (75%) casos de incidéncia de HIV-1, sendo 4 (id
18922, 6621, 9420 e 29822) durante a dispensacdo da PrEP, em um caso (id 39718) foi
identificado que o paciente estava na fase aguda da infeccdo por HIV no momento da
inscricdo do Projeto IMPrEP, tendo dose de PrEP suspensa ap6s 30 dias para uso de TARV.
Ja o paciente (id 25419) usou PEP e PrEP, ap0s suspensao dos medicamentos teve sintomas
e confirmacédo do diagndstico por HIV-1. Os demais pacientes diagnosticados com HIV-1
se infectaram ap0s interrupcdo do uso da PrEP (id 80421, 74621, 48622).

Tiveram 3/12 (25%) pacientes que fizeram uso de PrEP durante um periodo e ndo
foram infectados por HIV (id 37219, 25922, 22920), o exame de Carga Viral desses
pacientes tiveram resultado ‘Nao Detectado’. O tempo de uso de TDF/FTC oral das amostras
37219 e 25922 foram de 263 dias e 65 dias, respectivamente. Amostra 22920 usou CAB LA
injetavel durante 49 semanas. Tanto o paciente 25922 e 22920 tiveram suspeita de infeccao
por HIV-1 e interromperam a medicacdo de prevencdo para dar inicio ao TARV. Durante o
estudo foi observado com base em novos testes sorologicos e moleculares que o diagndstico
de ambos os pacientes se tratava de um falso-positivo, sendo assim, o TARV foi
descontinuado segundo orientacdo dos médicos desses pacientes.

Apesar do presente estudo trazer casos de pacientes que usaram PrEP ou PEP e
tiveram diagndstico positivo para o HIV-1, o relatério geral de monitoramento dessas
profilaxias demonstram o baixo percentual de soroconversdo para 0 HIV em usuarios que
iniciaram PrEP/PEP reforcando a eficacia e importancia desses métodos de prevencaol®l,

Identificar pacientes com infeccdo aguda por HIV-1 (IAH) é um desafio,
principalmente porque os sintomas podem ser inespecificos ou ausentes [). E importante
descartar o IAH antes de iniciar a PrEP, pois a dose diaria de TDF/FTC em IAH ndo
diagnosticado pode n&o controlar a viremia e acarretar em potencial de surgimento de
resisténcia a medicamentos ['1,

A tabela 1 contém dados demogréficos, periodo em PrEP/PEP, data de diagndstico
do HIV, exame de Carga Viral, contagem de linfécitos T CD4+ e inicio do tratamento com
antirretroviral.
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Tabela 1: Dados demograficos e laboratoriais de pacientes submetidos a PrEP e/ou PEP do HIV-1

1D Idade | Sexo Periodo em PrEP/PEP Data CV IAL T CD4+ Inicio Esquema Supressio Viral
(anos) diagndstico (Logio) (mm?*mlL,) TARV TARV apos TARV
HIV (M/ANO) (meses)
80421 45 M 22/11/2018 até 20/12/2018 08/11/2021 4,36 741 02/2022 TDF/3TC/D 7
01/08/2019 até 01/09/2019 LG
05/02/2020 até 05/04/2020
74621 30 M 12/08/2019 até 11/11/2019 17/11/2021 2,70 1.041 01/2022 TDF/3TC/D 8
LG
18922 38 M 15/12/2020 até 15/03/2022 15/03/2022 4,91 396 04/2022 TDE/3TC/D 3
LG
6621 49 M 24/07/2018 até 23/02/2021 23/02/2021 2,24 776 02/2021 TDF/3TC/D 1
LG
39718 25 M # 04/07/2018 5.56 743 08/2018 TDF/3TC/D 10
LG
9420 28 F #H 13/04/2020 3,73 906 04/2020 TDF/3TC/R 2
TV/DRV
29822 34 M HH 11/05/2022 4,24 455 05/2022 TDE/3TC/D 2
LG
25419% 31 M PEP 13/05/2019 05/07/2019 ND 429 07/2019 TDF/3TC/D CV sempre
PrEP 11/06/2019 até LG indetectavel
05/07/2019
48622 31 M 09/07/2019 até 22/07/2021 16/09/2022 4,51 743 09/2022 TDF/3TC/D Sem CV apods
LG TARV
37219 26 M 09/12/2020 até 29/08/2021 - ND - - Sem -
histérico de
TARV
25922 25 M 28/08/2020 até 01/11/2020 - ND 787 12/2020 até | TDF/3TC/D -
05/2022 LG
22920%** 24 M 49 semanas de CAB LA - ND 879 10/2020 até | TDF/3TC/R -
09/2021 TV/DRV

Legenda: PrEP: profilaxia pré-exposicdo ao HIV; PEP: profilaxia pos-exposi¢do ao HIV; CV: Carga Viral analisada no IAL; T CD4+: Contagem de
Linfécitos TCD4+; Supressdo Viral apds TARV: quantos meses levou para a carga viral do paciente ficar indetectavel apds o inicio do tratamento; M:
Masculino; F: Feminino; TDF: Tenofovir; 3TC: Lamivudina: DLG: Dolutegravir; RTV: Ritonavir; DRV: Darunavir; # Participante do Projeto ImPrEP com
TDF/FTC, paciente estava na fase aguda da infeccdo; ## Participante do HPTNO83 que avalia eficacia do CAB LA e TDF/FTC, ndo se sabe qual ARV foi
designado ao paciente; ### Participante do Estudo Mosaico com vacina experimental contra HIV-1; *Paciente usou PEP (esquema TDF/3TC/RAL) por 29
dias, iniciou PrEP TDF/FTC em 11/06/2019 e teve diagnostico positivo para HIV; **Paciente fez uso de PrEP injetavel com CAB LA durante 49 semanas
e usou PrEP oral TDF/FTC em 06/12/2021 e 18/07/2022.
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MutacOes de Resisténcia aos antirretrovirais

As 12 amostras foram testadas para avaliar a presenca de mutacoes de resisténcias
aos antirretrovirais das classes de Protease (IP), Inibidores de Transcriptase Reversa
analogos de Nucleosideo (ITRN), Inibidores de Transcriptase Reversa ndo analogos de
Nucleosideos (ITRNN) e Inibidores de Integrase (INI). A tabela 2 abaixo relata quais
agentes antirretrovirais de profilaxia os pacientes foram expostos e os resultados do teste
de genotipagem das regides de Polimerase e Integrase.

Tabela 2: Perfil de resisténcia aos ARVs do HIV em pacientes expostos a PrEP

e/ou PEP
Amostra Polimerase (Pol) Integrase (Inf)
D Exposicio | IP® ITRN Resisténcia | ITRNN? Resisténcia Subtipo | Material | INI" | Resisténcia | Subtipo | Material
ARVs (nivel de Extraido Extraido
PrEP! resisténcia)’
80421 | TDFFTIC | AM AM - KI103N | EFVeNVP(a) B RNA | NA - - DNA
74621 | TDEFTC | NA NA - NA - - DNA | NA - - DNA
18922 | TDEFIC | AM AM - E1384, | EFV,EIR, NVP, C DNA | AM - C DNA
VI79VD RPV (b)
6621 IDFFIC | AM K63R, ABCeTDF | YISIC, ETR (i); B RNA | NA - - DNA
T69Deletion | (a) G190S | DOR, EFV,NVP,
FTCe3TC RPV (a)
(1)
39718 | TDFFIC | AM | MI84V | ABC(b) K103Q Suscetivel aos C RNA | *** - - DNA
# FTCe3TC ITRNN
()
9420 # AM AM - KI03N | EFVeNVP(a) B DNA | NA - - DNA
29822 HH AM AM - AM - B RNA | AM - F DNA
25419* | TDFATC/R | AM |  MI84V | ABC (b) KI103N, DOR (b) B DNA | NA - - DNA
AL* FTCe3TC | VI108I EFVeNVP (a)
TDF/FTC (a)
48622 | TDEFTIC | AM AM - AM - B RNA | AM - B DNA
37219 | TDEFTIC | NA NA - NA - - - NA - - DNA
25922 | TDEFTIC | NA NA - NA - - DNA | NA - - DNA
22920%* | CABLA | NA NA - NA - - DNA | NA - - DNA

Legenda: Antirretrovirais utilizados como PrEP; 2Antirretrovirais utilizados como PEP durante 29 dias; 3MutacGes para
classe dos Inibidores de Protease; “MutacGes para classe de Inibidores de Transcriptase Reversa Analogo de Nucleosideos;
SMutagéo para Classe dos Inibidores da Transcriptase Reversa Ndo Analogo de Nucleosideos; SPerfil de resisténcia aos
ARVs: baixo (b), intermedidrio (i) e alto (a), de acordo com o Algoritmo de Interpretacéo de Resisténcia Genotipica do
Programa (Stanford HIVdb); “Mutagdes para Classe dos Inibidores de Integrase; AM: Auséncia de Mutages de Resisténcia
aos antirretrovirais; NA: Regido Ndo Amplificada pelo protocolo de PCR; TDF: Tenofovir, FTC: Entricitabina; 3TC:
Lamivudina; RAL: Raltegravir; ABC: Abacavir; EFV: Eferavinz; ETR: Etravirine; NVP: Nevirapine; RPV: Rilpivirine;

# Participante do Estudo ImPrEP com TDF/FTC, paciente estava na fase aguda da infec¢do; ## Participante do Estudo
HPTNO83 que avalia eficacia do CAB LA e TDF/FTC, ndo se sabe qual ARV foi designado ao paciente; ### Participante
do Estudo Mosaico com vacina experimental contra HIV-1; *Paciente usou PEP (esquema TDF/3TC/RAL) por 29 dias,
iniciou PrEP TDF/FTC em 11/06/2019 e teve diagndstico positivo para HIV ap6s 24 dias de PrEP; **Paciente fez uso de
PrEP injetavel com Cabotegravir durante 49 semanas e usou PrEP oral TDF/FTC em 06/12/2021 e 18/07/2022. ***Nao
realizado genotipagem da regido INT por falta de amostra bioldgica.




Os dados demostraram que 8/12 (67%) amostras foram sequenciadas na regido de
polimerase utilizando plasma (RNA) ou célula (DNA) e em 4/12 (33%) ndo houve
amplificacdo pelo protocolo de PCR, ainda que testadas pelo menos duas vezes. Das
amostras sequenciadas, 6/8 (75%) apresentaram mutacgéo e 2/8 (25%) ndo houve presenca
de mutacGes de acordo com o laudo de Stanford.

Mutacdes associadas a resisténcia aos medicamentos de PrEP ou PEP de classe ITRN
foram detectadas em 3/6 (50%) amostras (mutacdes K65R e M184V) todas associadas a
mutacdes também de classe ITRNN, aumentando a atencdo quanto a limitacdo na TARV.
Isso inclui dois casos de resisténcia de alto nivel aos ARVs Entricitabina (FTC) e
Lamiduvina (3TC) (administrados na PEP), o primeiro foi o voluntério do Projeto ImPrEP
que teve infeccao pelo HIV detectada na inscricdo da PrEP (id 39718: mutacdo M184V) e 0
segundo € o paciente que fez uso de PEP e depois PrEP (id 25419: mutagdo M184V), a
suspeita é que o paciente estava infectado antes do inicio da PEP. O terceiro caso (id 6621:
mutacdo K65R) apresentou resisténcia intermediaria a alto nivel aos ARVs TDF/FTC.

Em um estudo similar foram encontrados 12 soroconversores para HIV, onde foi
identificado resisténcia em 3 casos usando NGS (Sequenciamento de Nova Gera¢éo), isso
inclui mutacdes K65R e M181l em dois casos de pacientes com infec¢do aguda do HIV na
inscricdo da PrEP e em um caso o participante estava em uso de PrEP; resisténcia aos ARVs
de classe ITRNN foi detectado em outros 2 casos(®l. Dois desses casos, 0s participantes com
IAH ndo diagnosticada foram expostos apenas a 4 doses semanais de TDF/FTC; isso indica
gue mesmo uma exposicao muito limitada a PrEP é suficiente para induzir resisténcia em
individuos com infeccdo precoce/aguda pelo HIVEL Sendo uma possivel justificativa a
resisténcia aos medicamentos entre os pacientes 39718 e 25419 que estavam na fase aguda
da infeccdo e fizeram uso de PrEP/PEP.

Além disso, em nosso estudo foram encontrados 3/6 (50%) amostras com mutacoes
somente a classe ITRNN. As mutacdes encontradas dessa classe foram: K103N, E138A,
V179VD, Y181C, G190S, K103Q e V108l. Nao houve presenca de mutacdo para classe IP
nas sequéncias analisadas.

As amostras sequenciadas na regido de Integrase foram 3/11 (27%) utilizando célula
(DNA). Em 8/11 (73%) ndo houve amplificacdo pela metodologia de PCR, ainda que
testadas pelo menos duas vezes e 1 amostra ndo foi testada devido a falta de material
bioldgico (id 39718). Nenhuma das amostras sequenciadas apresentou mutacdo de
resisténcia aos medicamentos da classe Inibidores de Integrase.

CONCLUSAO

Este trabalho conclui que o monitoramento das mutacdes € importante para deteccdo
precoce de falha terapéutica em pacientes que usaram PrEP ou PEP devido a presenca de
mutagdes que podem prejudicar a acdo dos medicamentos, favorecendo a evolucdo da
doencga, além de auxiliar na melhor escolha dos esquemas terapéuticos. Para tal, ensaios
sensiveis para o diagnéstico do HIV e testes de resisténcia aos antirretrovirais sdo de suma
importancia.
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Resumo: Desde que emergiu, a AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana) tem atraido
a preocupacdo mundial. Com a adeséo do tratamento antirretroviral pela populagéo que vive
com HIV/AIDS, foi estabelecido um método chamado quantificacdo viral, que é utilizado
para acompanhamento da carga viral de pessoas diagnosticadas com Virus da
Imunodeficiéncia Humana-1 (HIV-1) e é responsavel pelo monitoramento da evolugédo
clinica dos pacientes e efetividade do tratamento. Dessa forma, este trabalho se propds a
revisar historicamente as aplicacdes da Determinacdo da Carga Viral e sua importancia para
o0 sistema de vigilancia e monitoramento do HIV/AIDS. Por meio da revisdo, foi possivel
reunir informacdes que permitiram a construcdo de uma linha do tempo, as principais
mudangas constatadas desde o uso do teste de carga viral no Brasil e como elas afetaram o
quadro histérico de infeccdo do HIV.

Palavras—chave: HIV, Carga Viral HIV e PCR em tempo REAL.
INTRODUCAO

A AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) € motivo de alerta desde que, em
meados de 1981, foram reconhecidos os primeiros casos da doenca nos Estados Unidos da
Ameérica (EUA) (PINTO et al, 2007). Até os dias atuais a erradicacdo da infeccdo pelo HIV
ainda persiste como um problema de grande relevancia para a saude publica (POLO, 2017).

Para combate a mortalidade pela infeccdo por HIV um contribuinte de grande
importancia € a adesdo ao TARV e acompanhamento dos que fazem tratamento. Para a
vigilancia e monitoramento do tratamento e evolugdo da epidemia utiliza-se da determinacéo
quantitativa da carga viral nas decisGes sobre o melhor tratamento a ser tomado por cada
individuo em particular, suas condigdes clinicas e na adesdo a essa terapia, sendo desta
forma, possivel reduzir a presenca do virus no sangue até niveis que garantem melhor
sobrevida das pessoas que vivem com HIV (Abbott Real Time, 2022).
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Portanto, esse trabalho se prop0e a revisar historicamente as aplicagfes da
Determinacdo da Carga Viral e sua importancia para o sistema de vigilancia e
monitoramento da AIDS.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisdo historica da literatura cientifica, com busca em textos
publicados no periodo de 1996 a 2021. A busca foi realizada em artigos extraidos pela
internet, através das bases de dados online Google Scholar e Pubmed. As variaveis para
critério de selecdo das informacGes foi feita pela escolha das palavras-chave: Carga Viral
HIV; e PCR em tempo real HIV.

Apos a selegdo, os assuntos levantados puderam ser categorizados em 4 temas
principais: Disponibilidade de laboratérios que realizam a Carga Viral em amarelo;
Metodologias de PCR utilizadas em vermelho; Mudancas entre técnicas em verde e,
Manipulacdo das amostras em azul.

Foi realizado, para melhor visualizagdo, uma linha temporal de todos os
acontecimentos em uma imagem que constam todas as datas disponibilizadas de forma
crescente e, para se diferenciar os temas, cada um estd separado em uma cor, cada insercdo
na linha possui sua respectiva referéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Disponibilidade de laboratérios que realizam a Carga Viral

Em 1996, a principio, o exame de carga viral era realizado apenas em alguns
laboratérios brasileiros, como o laboratério bioquimico Jardim Paulista, em S&o Paulo, e
Hermes Pardini, em Belo Horizonte (Folha de Parreira, 1996). Atualmente, no ano de 2022
existem 81 laboratdrios de carga viral integrantes da Rede Nacional de Carga Viral do
Departamento Nacional de InfeccBes Sexualmente Transmissiveis (IST)/AIDS e Hepatites
Virais distribuidos em todo o pais (Guimardes, 2018; Santos, 2019).

Metodologias de PCR utilizadas

Para realizacdo do teste, os laborat6rios da rede nacional do Ministério da Salde
responsavel pela quantificagdo do HIV ja utilizou os kits comerciais: Amplicor HIV-1
Monitor® Roche Diagnostic System, NASBA QR System® Organon Teknika e Nuclisens
(Machado, Carlos, 1999).

A técnica de PCR utilizada inicialmente era chamada de NASBA (NUCLISENS), e,
foi entdo substituida pela metodologia Real Time PCR (plataforma m2000rt) que garante
que etapas antes manuais sejam automatizadas, dessa forma, reduzindo o tempo de preparo
das amostras; além de permitir op¢cGes menores de volume de amostra (até 1 mililitro) e ter
um intervalo linear de 40 a 10.000.000 copias/mililitro (Luz, 2017).

A mudanga das metodologias de PCR ocorre por diversos motivos, entre eles, a
necessidade de diminuir o custo elevado que a quantificacdo da carga viral tem para os
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laboratorios, e a atualizacdo dos testes também é um exemplo disso, e pode representar uma
vantagem para o sistema publico de satde de reducao de gastos.

Também vale destacar que, uma vez que para ser realizado, 0 PCR necessita de
equipamentos especificos, e por isso, a alteracdo dessas metodologias demonstra 0s avancos
na area da biologia molecular, que garantem maior sensibilidade, precisdo, especificidade,
entre outros fatores que, diretamente alteram alguns principios do exame e aperfeicoam o
processo de obtencédo dos resultados.

Mudancgas entre técnicas

A quantificagdo da carga viral € um determinante para a evolucdo da infeccéo, dessa
forma, a sua deteccédo € baseada no numero de em media de células infectadas encontradas
por mililitros de plasma do paciente. Como exemplo, tem-se 0 pardmetro que uma alta carga
viral é a que ultrapassa 500 cépias por mililitro. (Gongalves, 2000).

A partir do momento em que a técnica de PCR-quantitativo para HIV foi utilizada
para detectar a carga viral em criancas até dois anos, adaptacGes quanto a sua sensibilidade
precisaram ser realizadas; o limite de deteccdo por mililitro de plasma infantil € maior que o
detectado anteriormente em adultos, dessa forma, a sensibilidade se tornou ultrassensivel,
sendo capaz de detectar de 40-50 cdpias/mililitro de plasma (Okay, Granato, 2000).

Manipulacédo das amostras

Essa Gltima divisdo cronoldgica mostra as alteragdes da manipulacdo das amostras,
e, este, se mostrou um pouco mais tardio em mudancas relacdo as demais categorias, uma
vez que esse estudo buscou relatar apenas diferencas apontadas somente no que foi
apresentado pelos trabalhos selecionados, ndo se pode dizer quando exatamente tais a¢oes
foram praticadas.

Como relatam os resultados, a carga viral, desde 2000 comeca a ser utilizada também
para o diagnostico de infeccdo por HIV no periodo perinatal, o que foi necessario, pois, ao
se confirmar a transmissdo vertical da mée para o feto na gestacdo em 1997, intervencdes
foram criadas para prevencao dessa transmiss@o da qual a quantificacdo da carga viral tem
uma funcao crucial.
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Figura 1 — Linha temporal dos eventos de Carga Viral.
CONCLUSOES

Os resultados apontam a importancia que, através dos anos as mudancas na
determinacédo da carga viral desempenharam para a garantia de uma melhor qualidade no
amparo da pessoa que vive com HIV; seja a implantacdo de um maior nimero de laboratorios
que realizam esse exame diminuindo a chance de degradacdo da amostra; como a melhoria
quanto a sensibilidade do teste conforme as técnicas de PCR eram substituidas por outras
mais avancadas, por exemplo; cada ponto discutido significa uma melhoria no teste que
ajuda em mais rapidez e confiabilidade de resultado para o paciente, e, por isso, estima-se
que essas intervencdes continuem no futuro e sejam cruciais para o desenvolvimento do
monitoramento viral.
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Resumo: A qualidade da &gua fornecida para a populacdo deve atender os requisitos da
Portaria GM/MS N° 888, de 04 de maio de 2021. O objetivo deste trabalho foi investigar a
producdo de motilidade Swarming, formacéo de biofilmes e avaliar o perfil de sensibilidade
antimicrobiana em isolados de E. coli. Os 66 isolados testados foram obtidos do sistema de
abastecimento publico, &guas de pogos artesianos ou semi-artesianos e minas. O isolamento
de E. coli foi realizado a partir do substrato cromogénico a 35 °C/ 24 h com crescimento em
agar eosina azul de metileno a 37 °C/ 24 h. Foram realizados os ensaios de motilidade
Swarming, formagéo de biofilmes em placas de poliestireno e teste de sensibilidade
antimicrobiana. Dos isolados testados, 46 (69,7%) foram obtidos de 4guas de abastecimento
publico, 17 (25,8%) de pocos artesianos ou semi-artesianos e 3 (4,5%) de minas. Quanto a
motilidade Swarming 58 (87,9%) foram fracamente mdveis, sete (10,6%) moderadamente
moveis e, um (1,5%) altamente mdvel. Todos os isolados com motilidade Swarming
moderado e alto foram obtidos do sistema de abastecimento publico. Em relacdo a formacao
de biofilmes, trés (4,5%) foram produtores fortes de biofilmes, dois (3,0%) moderados
produtores, 50 (75,8%) fracos produtores e 11 (16,7%) ndo produtores. No teste de
sensibilidade antimicrobiana, 13 (19,7%) apresentaram multirresisténcia. Os isolados com
formacdo de biofilmes fortes e moderados apresentaram multirresisténcia antimicrobiana e
foram obtidos de abastecimento publico e pocos. Destacamos o possivel risco a Salude
Publica devido ao consumo de &gua proveniente do sistema de abastecimento publico e
pocos contendo E. coli que apresentam alta motilidade Swarming, capacidade de formacao
de biofilmes e resisténcia a importantes antibidticos. Por isso, toda agua para consumo
humano deve apresentar um processo de desinfec¢do para garantir a qualidade da agua a
toda populacéo.

Palavras-chave: biofilme; motilidade swarming; resisténcia antimicrobiana; qualidade da
agua

INTRODUCAO

A 4gua é o componente mais abundante nos sistemas vivos, constituindo cerca de
70% do peso da maioria dos organismos. E considerada necessidade primordial para a vida
e 0 recurso natural indispensavel ao ser humano e aos ecossistemas (DA SILVA et al., 2019).
A qualidade da agua que é fornecida para a populacdo deve passar por um processo
no qual haja controle e cuidado desde a captacdo até sua distribuicdo (SPECIAN et al., 2021),
atendendo os requisitos estabelecidos na Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021
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(BRASIL, 2021) responsavel por estabelecer os procedimentos de vigilancia, controle de
qualidade e padrdo de potabilidade da dgua para consumo humano, que define como critério
microbioldgico a auséncia de Escherichia coli em 100 mL de 4gua. (ODONKOR; ADDO,
2018; GURGEL et al., 2020).

Os parametros microbiolOgicos séo caracteristicas importantes da &gua para consumo
humano, pois a presenca de patdgenos estd diretamente ligada a doencas de veiculacao
hidrica, responsaveis pelas altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (DA
SILVA et al., 2019; GURGEL et al., 2020), o que a torna uma questéo indispensavel para a
salde publica (FRIAS et al., 2020).

Dentre os fatores de viruléncia de E. coli, destacam-se a capacidade de formacéo de
biofilmes, relacionado com a resisténcia a antimicrobianos e a geracéo de infecgdes graves;
a motilidade swarming através de flagelos; a presenca de fimbrias; a formacéo de pili e a
capacidade da bactéria em codificar antigenos capsulares K1 e K5 (COSTA et al., 2019).

O objetivo deste trabalho foi investigar a producdo de fatores de viruléncia de
Escherichia coli isoladas de amostras de agua para consumo humano.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 66 isolados de E. coli obtidos de &guas do sistema de abastecimento
publico, &guas de pocos artesianos ou semi-artesianos e minas recebidos pelo CLR 1AL
Presidente Prudente através do Programa Proagua durante os anos de 2028 a 2020. O
isolamento das bactérias foi realizado a partir da técnica de presenca e auséncia com o
substrato cromogénico Colilert® (IDEXX, Brasil) a 35 °C/ 24 horas, seguido de crescimento
em agar eosina azul de metileno (EMB) a 37 °C/ 24 horas e confirmados pelo crescimento
em meio Rugai com lisina a 37°C por 24 horas.

Para a realizacdo do teste de motilidade Swarming, os isolados testados foram
incubados em caldo Luria Bertani (LB) a 37°C por 24 horas, seguida por semeadura em agar
triptona de soja (TSA) a 37°C por 24 horas. Posteriormente, transferiu-se as colénias para
um tubo contendo 3 mL de solucdo salina estéril 0,85 % para a obtencdo da escala de
McFarland 0,5 (concentracio de 5x108 UFC/mL). Suspendeu-se 10 pL do inéculo no centro
do Agar Swarming (glicose 1%, peptona 0,5%, extrato de levedura 0,2% e agar 0,5%) em
triplicata. A zona de motilidade (mm) foi medida apds incubacéo a 37°C por 24 horas. As
médias dos didametros dos halos formados foram calculadas e caracterizadas em: ndo movel
ou fracamente mdvel d < 20mm; moderadamente mével 20 mm < d < 40 mm e
altamente mével d 2 40 mm (ABDOUCHAKOUR et al., 2018).

Os ensaios para a formacdo de biofilmes seguiram a metodologia proposta por
Ramos-Vivas et al. (2019) com algumas adaptacGes. Primeiramente, cada cepa foi crescida
em caldo LB a 37°C por 24 horas, seguida de semeadura em agar TSA a 37°C por 24 horas.
Realizou-se uma suspensdo bacteriana em solucdo salina estéril 0,85 % para obter 0,5 da
escala de McFarland. Em seguida, foi testada a producdo de biofilmes em placas de
microtitulacdo de polietileno com fundo chato de 96 pocos por meio da coloragdo com cristal
violeta. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 620 nm. Os
isolados foram classificados em: ndo produtore de biofilmes (DO
< DOc): produtores fracos (DOc< DO < 2x); produtores moderados
(2x DOc< DO < 4x) e produtores fortes (4x DOc< DO).

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos e a interpretacdo foram realizados pela
técnica da difusdo do antimicrobiano em agar Mueller-Hinton a 35°C por 24 horas, de acordo
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com o BRCast (2021;2022). A resisténcia antimicrobiana foi determinada de conforme
descrito por Migiorakos et al. (2012).

Os antimicrobianos avaliados foram: Cefoxitina 30 pug (FOX); Cloranfenicol 30 pg
(C); Sulfametoxazol-trimetoprim 25 pg (SXT); Levofloxacina 5 pug (LEV); Norfloxacina 10
Hg (NOR); Amoxicilina-acido clavulanico 30 pg (AMC); Cefepime 30 pg (FEP);
Aztreonam 30 pg (ATM); Cefotaxima 5 pg (CTX); Ceftazidima 10 pg (CAZ);
Ciprofloxacina 5 pg (CIP); Ertapenem 10 pg (ETP); Gentaminina 10 pg (CN); Imipenem
10 pg (IPM); Meropenem 10 pg (MEM); Piperacilina-tazobactam 36 pg (TZP);
Tobramicina 10 pg (TOB); Amicacina 30 pg (AK); Ampicilina 10 pg (AMP) e Ampicilina-
sulbactam 20 pg (SAM).

Os resultados foram avaliados em planilhas Excel (Microsoft Excel) e os graficos
elaborados em software GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto aos isolados de E. coli que foram testados, 46 (69,7%) foram obtidos de dguas
de abastecimento publico, 17 (25,8%) obtidos de po¢os artesianos ou semi-artesianos e 3
(4,5%) de minas.

A bactéria E. coli possui uma capacidade de sobrevivéncia e crescimento em diversas
condigdes ambientais, favorecida pela sua versatilidade metabolica e fisioldgica, possuindo
flagelos que permitem o seu deslocamento em ambientes liquidos, em especial nas aguas
para consumo humano. De acordo com Ruan et al. (2021), a motilidade é uma caracteristica
do patégeno necessaria para o processo de colonizacdo, adesdo e potencializacdo da
infeccdo.

Considerando a classificacdo apresentada por Abdouchakour et al. (2018), dos 66
isolados pesquisados, 58 (87,9%) foram consideradas fracamente moveis, 7 (10,6%)
moderadamente moveis e, 1 (1,5%) altamente mdvel, obtendo uma area de motilidade que
variou de 07 a 62 mm (Gréfico 1).

Todos os isolados que apresentaram motilidade Swarming moderado e alto foram
obtidos do sistema de abastecimento publico.
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Grafico 1 — Medida do didmetro do halo formado em milimetros (mm) dos isolados bacterianos de
Escherichia coli a partir do teste de motilidade em &gar Swarming.

Taggpa{el' Elﬁggﬁ tda%gg I aa#c}%aagéo de biofilmes para isolados de E. coli.

Classificacao Escherichia coli n (%)
Forte 3 (4,5%)
Moderada 2 (3,0%)
Fraca 50 (45,8%)
N&o produtor 11 (16,7%)
Total 66 (100,0%)

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

A formacdo de biofilmes pela bactéria E. coli € um processo complexo que
compreende a colonizacdo, acumulagdo, maturacéo, descamacao e replantagdo (RUAN et
al., 2021), sendo mais favoravel a formar biofilmes com maior intensidade quando
encontradas em meio aquéatico (MACEDO et al., 2020).

Dos 66 isolados de Escherichia coli analisados, trés (4,5%) foram considerados
produtores fortes de biofilmes, dois (3%) produtores moderados, 50 (75,8%) produtores
fracos, e 11 (16,7%) ndo produziram biofilmes (Tabela 1). Macedo et al. (2020) verificaram
que 74,12% dos isolados de E.coli obtidos de aguas in natura (minas e pogos) apresentaram
capacidade de formagéo de biofilmes.

Conforme apresentado por Guerra et al. (2006), a presenca de biofilmes nas redes de
distribuicdo formados a partir da matéria orgénica na gua esta relacionada com a demanda
e uso de diferentes desinfetantes, que diferem em como agem nos microrganismos e
influenciam na barreira de desinfec¢do. Enquanto que, os autores O’Toole; Kolter (1998)
relataram que os fatores associados a superficie bacteriana, como os flagelos e pili tipo 1V,
s80 as estruturas essenciais para o processo de desenvolvimento dos biofilmes.
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Dentre os trés isolados fortes produtores de biofilme, todos apresentaram
multirresisténcia no teste de sensibilidade antimicrobiana, sendo que dois isolados foram
obtidos de pogos e um do sistema de abastecimento publico. Os dois isolados com produgéo
moderada de biofilmes foram obtidos do sistema de abastecimento publico, e também
apresentaram multirresisténcia aos antibioticos testados.

Quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, CTX, CAZ, CIP e MEM,
apresentaram eficiéncia de 100% sobre os isolados. Entretanto, os antibiéticos FOX, AMC,
CN, TOB e AMP indicaram 12 ou mais isolados resistentes (Grafico 2).

_100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Intermedidrio
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m Sensivel

Porcentagem de isolados de E. cofi (%

Antimicrobianos

Graéfico 2 — Resultados em porcentagem (%) dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados de
E. coli.
Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com a classificagdo apresentada por Magiorakos et al. (2012), dos 66
isolados, 13 (19,69%) apresentaram multirresisténcia, sendo 7 de abastecimento publico, 5
de pocos e 1 de mina.

De acordo com Szekeres et al. (2017), os perfis de sensibilidade de E. coli em
ambientes aquéticos sdo influenciados pela alta taxa de consumo de medicamentos sem
prescricdo médica, aos efluentes hospitalares sem tratamento adequado e as altas
concentracdes de residuos de antibidticos lancados em diversos corpos d’agua. Silva et al.
(2022) destaca que a possibilidade de exposicdo de pessoas por bactérias resistentes durante
a utilizacdo de agua para consumo fortalece a necessidade de estratégias de satde, sanitarias
e ambientais como melhoria do saneamento, com 0 objetivo de garantir a saude da
populacéo.

CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados destacamos 0 possivel risco a saude publica
devido ao consumo de &gua proveniente do sistema de abastecimento publico e pocos
contendo Escherichia coli que apresentam alta motilidade, capacidade de formacdo de
biofilmes e resisténcia a importantes antibidticos. Especialmente, causa preocupacao as
aguas de pocos que sdo utilizadas para consumo humano sem tratamento prévio. Por isso,
conforme a legislagéo vigente é importante que toda &gua para consumo humano passe por
processo de desinfeccdo para garantir a qualidade da agua a toda populacéo.
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Resumo: Os edulcorantes sdo bastante utilizados em bebidas com o intuito de atender as
necessidades da populacdo diabética, individuos que possuem desequilibrio fisioldgico no
metabolismo dos aglcares. Também tem se observado cada vez mais 0 uso destes produtos
como forma de reduzir e controlar o consumo de caloria pela populagéo, que tem optado por
bebidas nas versdes diet e light. Nos ultimos anos houve um aumento no consumo aparente
de bebidas dietéticas o que torna um atrativo para as industrias criarem novas formulagdes.
O objetivo do trabalho foi verificar a composicéao e determinar a quantidade de edulcorantes
em refrigerantes para o Programa Nacional de Monitoramento de Aditivos e Contaminantes
Foram coletadas 10 amostras de refrigerantes (diet e light) de diversos sabores pela
Vigilancia Sanitéria do Estado de Sao Paulo, para analise de sacarina e acessulfame-k. A
analise de edulcorantes foi realizada conforme o método cromatografico - 257/1V livro de
Meétodos fisico-quimicos para andlise de alimentos (BRASIL, 2008). Nos resultados
observou-se que metade das amostras continham sacarina, na maioria das vezes, associada
ao ciclamato, além disso, observou-se diferentes combinagdes de edulcorantes nas demais
amostras. Em relacdo aos sabores, era de laranja, dois liméo, seis de guarana e uma amostra
cola. Na quantificacdo obteve-se um intervalo de sacarina de 1,89 a 11,89 mg.100mL? e
para acessulfame-k de 2,37 a 8,01 mg.100mL™. Os resultados da quantificacdo dos
edulcorantes nos refrigerantes estavam com teores abaixo do limite maximo de uso
permitido pela legislacdo vigente.

Palavras—chave: Bebida gasosa; Substituto aclcar; sacarina, acessulfame-k; CLAE
INTRODUCAO

O refrigerante € caracterizado como uma “bebida gaseificada, originada a partir da
dissolucdo, em &gua potavel, de ingrediente vegetal, adicionada de agucar, devendo ser
obrigatoriamente saturado de dioxido de carbono, industrialmente puro”. De acordo com a
Portaria n° 123, de 13 de Maio de 2021, do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2021).

A Resolugdo n°.18, DE 24 DE MARCO DE 2008, autoriza o uso de aditivos e
edulcorantes em alimentos , desde que sejam considerados 0s respectivos limites maximos,
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estando de acordo com a ingestdo diaria aceitavel (IDA), e referéncias estabelecidas pelo
Codex Alimentarius (ANVISA, 2008).

O consumo de bebidas dietéticas tem aumentado, fazendo com que as industrias
utilizem no processo produtivo cada vez mais ingredientes capazes de oferecer poder de
docura, semelhante ou ainda maior que a sacarose, como 0s edulcorantes, que tém sido
usados como substitutos dos agucares. (ABIAD, 2017)

Nos Ultimos anos as bebidas dietéticas estdo ganhando cada vez mais espaco entre 0s
consumidores, visto que a proposta dos alimentos para fins especiais era atender as
necessidades dos individuos que apresentavam algum desequilibrio fisioldgico, como por
exemplo, os diabéticos. No entanto, observa-se uma expansao no consumo entre pessoas que
desejam apenas consumir alimentos e bebidas com restri¢do ou reducéo cal6rica, com outros
objetivos, por exemplo, “melhorar” os habitos alimentares, ou até mesmo visando
emagrecimento. (ABIAD, 2022)

A partir do aumento do consumo de bebidas dietéticas, caracterizadas pela adicdo de
edulcorantes, é recomendado que sejam considerados os limites de ingestdo diaria aceitavel
(IDA), e referéncias estabelecidas pelo Codex Alimentarius, a fim de garantir a seguranca dos
consumidores. (NICOLUCI; TAKEHARA; BRAGOTTO, 2022)

O Programa Nacional de Monitoramento de Aditivos e Contaminantes em Alimentos
(PROMAQC) e responsavel em avaliar a exposi¢do dos aditivos nos alimentos e bebidas, por
meio da verificacdo do cumprimento de boas praticas de fabricacdo, e das legislacdes
vigentes (BRASIL, 2021).

Portanto objetivo deste trabalho € avaliar a composicdo e as quantidades dos
edulcorantes nos refrigerantes, vinculados ao Programa Nacional de Monitoramento de
Aditivos e Contaminantes (PROMAC).

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas pelaVigilancia Sanitaria do Estado de Sdo Paulo, 10 amostras de
refrigerantes dietéticos, de diferentes marcas e sabores, analisadas pelo instituto Adolfo Lutz
(IAL), no periodo de 2022.

O método utilizado foi 257/IV-Determinacdo de acessulfame-k, sacarina e
aspartame, acidos benzdico e sérbico e cafeina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
do Livro de Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos. (SECRETARIA DO
ESTADO)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando a amostragem foi possivel observar que houve predominéancia nos sabores
de guarana, representando 60% (n=6) das amostras, enquanto 20% (n=2) era sabor liméo,
10% (n=1) laranja e 10% (n=1) de cola, conforme demonstrado na (Figura 1).
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Figura 1. Sabores das amostras de refrigerantes
Fonte: Dados da pesquisa

Na rotulagem de seis amostras de refrigerantes a declaracéo era zero agucar, em outras
trés amostras havia informacdo de teor de reducdo de acUcares, e em uma amostra nao
declarava nenhuma informagéo.

Na avaliacdo dos rétulos dos refrigerantes indicavam a presenca da combinacdo de
edulcorantes, como acessulfame-k, aspartame, sucralose, ciclamato e a sacarina, conforme a
Figura 2. Sendo que se observou em quatro amostras a mistura entre sacarina e ciclamato,
em uma amostra a sacarina esteve sozinha, sem combinacdes, 0 mesmo também ocorreu em
outra amostra com sucralose; em outras duas amostras, o acessulfame-k esteve misturado
ao aspartame. Além disso, somente duas amostras tinham como declaragdo a mistura de
quatro ou mais edulcorantes, sendo: sucralose, acessulfame-k, aspartame, sacarina,
ciclamato, ocorréncias que podem ser fundamentadas por questfes tecnoldgicas, que
envolvem o processo produtivo de cada fabricante.
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Refrigerantes
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38 m Sucralose mg.100mL-1

%8 Aspartame mg.100mL-1

15 m Ciclamato mg.100mL-1

10 ——
5 m Sacarina mg.100mL-1

Figura 2. Combinag&o de edulcorantes nas amostras de refrigerantes
Fonte: Dados da pesquisa

Nas amostras em que a sacarina foi observada na composicao, ela esteve associada
ao ciclamato de sédio. Essa ocorréncia ja foi relatada por outros autores, onde dizia que o
uso concomitante desses dois edulcorantes esta relacionado ao fato do ciclamato apresentar
um poder de dogura menor, quando comparado aos outros edulcorantes, além de apresentar
lenta percepcdo de docura ao paladar, bem como diminuicdo do sabor residual quando
combinado a sacarina nas formulagfes. Apresentam entdo, sinergismo, contribuindo com as
caracteristicas sensoriais e com aspectos econdémicos envolvidos na producdo. (GOMES,
2022)

De quatro amostras que continham acessulfame-k, ele esteve associado ao aspartame
em duas delas, essa combinacao é bastante empregada pelas industrias alimentares, visto que
0 sabor residual do acessulfame-k é minimizado quando combinado ao aspartame. Além
disso, h& um equilibrio no poder de dogura dos refrigerantes, visto que o acessulfame-k
compensa 0 sabor, mesmo diante da degradacdo do aspartame durante o periodo de
armazenamento. (GOMES, 2022)
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Figura 3. Edulcorantes quantificados nas amostras de refrigerante.
Fonte: Dados da pesquisa

Na determinacdo dos edulcorantes neste estudo foram analisados somente o
acessulfame-k e a sacarina pelo método cromatografico CLAE-UV. O conjunto da
amostragem dos refrigerantes, conforme Figura 3, indicou quantitativamente que em quatro
amostras foram encontrados diferentes niveis de acessulfame-k, que variaram na faixa de
2,37 a 8,01 mg.100mL™. E em sete amostras foi observada a presenca da sacarina, na faixa
de concentracdo de 1,89 a 11,89 mg.100mL™. Pode se observar, que todas as amostras
analisadas, estdo de acordo com os limites estabelecidos, sendo o limite maximo de uso para
acessulfame-k é de 0,0359.100mL"* e de sacarina é de 0,015g. 100mL1+ conforme descrito
na RDC 18 de marco de 2008.

Os resultados sugerem que tanto acessulfame-K como a sacarina tem uma ampla
faixa de variacdo, pois os valores estdo diretamente relacionados ao tipo mistura e também
da quantidade empregada de outros edulcorantes nas formulacGes de cada fabricante.
(NICOLUCI; TAKEHARA; BRAGOTTO, 2022).

CONCLUSOES

Nas amostras coletadas, observou-se uma predominancia de refrigerantes do sabor
guarand, em relacdo aos demais sabores, que pode estar relacionado aos tipos de refrigerantes
comercializados nos municipios do estado de Sdo Paulo.

Conforme os resultados apresentados, todas as amostras de refrigerantes analisadas
estavam com teores abaixo do limite méximo de uso permitido pela legislacao vigente, sendo
entdo seguras para o consumo desde que sejam respeitados os limites de ingestdo diaria
(IDA).
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Diante das observacdes é possivel estabelecer que hd uma tendéncia na combinagédo
dos edulcorantes empregados no processo produtivo dos refrigerantes, com o intuito de
manter a palatabilidade e as caracteristicas sensoriais agradaveis ao consumo, mesmo com
reducdo ou auséncia de agucares.
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QUALIDADE DO MEL EM RELACAO A DETERMINACAO DE
5-HIDROXIMETILFURFURAL
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Resumo: Alcancar a qualidade alimentar € uma preocupacao constante de qualquer produtor
de alimento. Alimentos como mel, em que seu desenvolvimento se dd em ambiente externo,
ter controle sobre fatores que podem impactar o produto final é um desafio da apicultura.
Dentre uma série de parametros que indicam a qualidade do mel encontra-se o 5-
hidroximetilfurfural (HMF), que é um composto que se forma naturalmente no decorrer do
seu envelhecimento, porém ha fatores que aceleram sua producéo, e saber como preveni-lo
¢ uma garantia de um produto com maior tempo de prateleira, e de maior qualidade. O
objetivo deste trabalho foi quantificar o 5-hidroximetilfurfural presente em amostras de méis
que foram coletados no Estado de S&o Paulo através do Programa Paulista de 2022, a fim de
avaliar a qualidade dos produtos hoje disponiveis nos comércios. Foram analisadas 26
amostras de méis empregando o método oficial Determinacdo de Hidroximetilfurfural-
175/1V, descrito no Livro de Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos do
Instituto Adolfo Lutz (2005). Os resultados demonstraram que das 26 amostras de méis
analisadas, 31% continham niveis de HMF acima do aceito pela legislacdo brasileira (max
de 60 mg.kg?). Sugere-se que amostras reprovadas estejam envelhecidas, ou relacionada
com as praticas de apicultura adotadas durante o processamento do mel; esses fatos podem
influenciar nas condi¢des de comercializagdo e consumo. Por isso a analise de HMF é um
parametro que deve ser associado as demais determinacdes fisico-quimicas para
complementar a avaliacdo da qualidade do mel.

Palavras—chave: espectrofotometria ultravioleta; hidroximetilfurfural; mel; qualidade
dos Alimentos;

INTRODUCAO

O mel é um alimento natural produzido pelas abelhas, que tém em sua composicao
inimeras composi¢éo, tais como minerais, 4cidos organicos, enzimas, aminoacidos, e graos
de poblen, entretanto é composto predominantemente por carboidratos. Através dos
carboidratos glicose e frutose em decorréncia de uma série de reacdes quimicas deriva-se
um composto denominado 5-hidroximetilfurfural (HMF) que é um importante parametro
indicador das condicOes de deterioracdo do mel (BRASIL, 2000).
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O HMF é um composto organico heterociclico de seis carbonos contendo uma
estrutura em anel central em por¢des de furano e grupos funcionais aldeido e alcool
(hidroximetil) (Figura 1), formado durante a desidratagdo das hexoses em meio &acido
(SHAPLA et al.,2018).

Figura 1. Estrutura do 5-hidroximetilfurfural
Fonte: National Center for Biotechnology (NCBI, 2005)

A formacdo do HMF esta envolvida numa série de reagfes complexas que ainda ndo
foram totalmente elucidadas na literatura. Sabe-se que sua presenca depende do equilibrio
da formacéo de seus precursores e reacdes de oxidagdo (SHAPLA et al.,2018; FALLICO,
2008); porém ja é bem estabelecido que seu desenvolvimento tem relacdo direta com tempo
e temperatura, pois o0 aquecimento é um importante catalisador para sua producgdo (ISLAM
e al., 2013).

Como o HMF é gerado naturalmente no mel espera-se que seu teor aumente
gradativamente durante o periodo de estocagem, por isso é utilizado como um parametro
para determinar o grau de frescor/envelhecimento do mel (SHAPLA et al.,2018).

Alguns outros fatores podem ocasionar a formacdo do HMF no mel, desde a
elaboracdo até o seu processamento final. A regido onde o mel € cultivado colabora com o
aumento da formacdo de HMF, devido o Brasil ser um pais onde seu clima €
predominantemente tropical, torna possivel a formagdo do HMF desde o acondicionamento
do mel ainda na colmeia. Essa condicao é relevante, pois 0s paises com condi¢6es climaticas
tropicais e subtropicais passaram a ter limites diferenciados de HMF recomendados pelos
padrdes alimentares internacionais, como o Codex Alimentarius - FAO (Food and
agriculture Organization of the United Nations) (FALLICO, 2008; ISLAM e al., 2022).

Outro fator que resulta a formagdo do HMF é durante o processamento quando o mel
se encontra cristalizado, esta passa por um processo de aquecimento, neste momento ha uma
mudanca reoldgica em sua estrutura melhorando sua viscosidade, e contribuindo para inibir
fermentacao. Caso o apicultor ndo respeitar o binbmio tempo e temperatura fica suscetivel a
formacéo Hidroximetilfurfural (SHAPLA et al.,2018).

Devido a essas condi¢des foi instituido pela legislacdo através da Instrucéo
Normativa-MAPA n° 11 de 2000, a determinacdo de HMF como anélise obrigatéria para os
parametros de deterioracdo do mel, o que implica em sua a qualidade e seu tempo de vida
de prateleira para o consumo humano (BRASIL, 2000).
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O objetivo deste trabalho, portanto, é quantificar o teor de HMF em amostras de méis,
coletadas pelo Programa Paulista no primeiro semestre de 2022, visando avaliar a qualidade
dos méis ofertados nos estabelecimentos comerciais do Estado de S&o Paulo.

MATERIAL E METODO

Foram coletadas 26 amostras de méis pela Vigilancia Sanitaria do Estado de Séo
Paulo para o Programa Paulista 2022, analisadas no Nucleo de Quimica, Fisica e Sensorial,
Centro de Alimentos, do Instituto Adolfo Lutz. A determinacdo do 5-hidroximetilfurfural
foi realizada utilizando o método espectrofotométrico 175/1V conforme descrito no Livro de
Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008). Os
dados foram tratados com o uso do software Microsoft Excel, verséo 2019, para calcular o
valor da média e desvio padréo, os resultados representam a média de analises feitas em
duplicatas e a interpretacdo dos dados na forma de graficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme representado em Figura 2, foram analisadas 26 amostras onde o menor
valor de HMF observado foi de 14,57 mg.kg™ e maior de 605,73 mg.kg. As amostras 1 e
19 apresentaram valores muito discrepantes em relacdo as demais, 0 comportamento destas
amostras pode estar relacionado a diversos fatores que ndo sdo possiveis de serem
identificadas através deste trabalho. O valor médio das amostras de méis foi de 43,67 mg.kg-
! desconsiderando essas duas amostras com alto valor de HMF.
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Figura 2. Teor de Hidroximetilfurfural
Fonte: Dados da anélise
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Conforme preconizado pela legislagdo brasileira determinado na Instrucdo
Normativa-MAPA n° 11 os méis ndo devem exceder a 60 mg.kg™* de HMF (BRASIL, 2000).
Como observados na Figura 2 e na Figura 3 0 HMF esteve acima do limite recomendado em
8 das 26 amostras. Em 18 amostras apresentaram teores de até 60 mg.kg™ de HMF, estando
dentro do limite recomendado, e classificadas como qualificadas para consumo humano; 4
amostras apresentaram teor de HMF entre 60,00 e 80,00 mg.kg™, e 2 amostras apresentaram
teor entre 80,00 a 90,00 mg.kg?, sugerindo que estdo em processo de
envelhecimento/deterioracdo, fermentacédo, ou que ocorreram erros durante o processamento
da amostra, essas amostras portando estdo desqualificadas para o consumo.

W Aprovado M Reprovado

Figura 3. Quantidade de amostras aprovadas e reprovadas
Fonte: Dados da anélise

Outros estudos publicados apresentaram resultados semelhantes a este trabalho, um
estudo conduzido no Rio Grande do Norte (RN) em 2017, (MARINHO, 2018) de 10
amostras, 4 estavam com valor de HMF acima do limite estabelecido pela legislacdo com
indices de HMF entre 9,60 a 88,7 mg.kg-! de HMF. Em outro estudo conduzido em Goiés
(ANANIAS, 2010) das 35 amostras 4 estavam acima da legislacdo sendo o menor valor de
0,49 e 0 maior de 79,27mg.kg-.

Para o Codex Alimentarius o limite recomendado de HMF em mel é de 40 mg.kg™,
entretanto para paises tropicais o limite aumenta para 80 mg.kg*(CXS, 2019). Conforme a
Figura 4, com os resultados obtidos de HMF pode se observar que ao comparar as
legislagBes, quatro amostras estariam aptas para consumo em paises que adotam os limites
recomendados pelo Codex Alimentarius, enquanto que no Brasil as mesmas foram
condenadas. Essas diferencas de limites impactam na exportacdo do mel, este fato sugere
que a legislacéo brasileira poderia estar revendo seus limites para a adequacéo internacional,
visto que sua recomendacdo esta considerando o fator climéatico sobre a producdo do mel
dos paises tropicais como o Brasil.
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B Limite legislagdo Brasileira <60 mg.kg-1 M Limite Codex Alimentarius 60-80 mg.kg-1

. >80 mg.kg-1 . >100 mg.kg-1

Figura 4. Limite de HMF por legislagBes nacional e internacional
Fonte: Dados da analise

CONCLUSOES

Conforme os resultados apresentados observou-se que 31% das amostras
comercializadas no Estado de Sdo Paulo estdo reprovadas em relacdo aos limites
estabelecidos pela legislagéo brasileira, consequentemente desqualificada para o consumo;
portanto foi possivel entdo responder ao Programa Paulista quais amostras estavam
qualificadas e aptas para a comercializacao.

Foi observado que o teor aceito de HMF em méis, varia de acordo com as comissfes
e 0rgdos internacionais, bem como a empregabilidade dos paises para essa recomendacéo; o
gue deixa em aberto novas considerac@es e estudo sobre seu limite.

Considera-se que o HMF contribui como um importante parametro fisico-quimico,
porém deve ser associado a demais analises como um conjunto amplo e interconectados para
que haja um maior panorama dos fatores que impactam a qualidade do mel.
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Resumo: A quantidade das aguas, assim como a qualidade, é de vital importancia para todos
0S organismos vivos e o funcionamento adequado de ecossistemas, comunidades e
economias. Nos Ultimos anos as atividades industriais e agricolas tém resultado em um
aumento de poluentes toxicos, tais como anions inorganicos, ions metalicos, substancias
quimicas e organicas sintéticas e um grande numero de anions inorganicos tém sido
encontrados em concentracfes potencialmente nocivas em inimeras fontes de agua potavel.
Desses, o nitrato (NOs-) é uma preocupacao ambiental em escala global. O consumo de dgua
com concentragdo de nitrato superior a 10 mg/L NOz-N pode levar ao desenvolvimento de
doengas como a metahemoglobinemia e alguns tipos de cancer. O objetivo deste trabalho foi
realizar uma revisdo de literatura sobre a ocorréncia de nitrato em &guas, niveis de
contaminacdo e riscos a salde. Este estudo apresenta a contaminagdo das aguas por nitrato
e a importancia do monitoramento das concentracdes de nitrato em amostras de agua
destinadas ao consumo humano. A persisténcia do nitrato nas aguas e a evolucdo da
contaminacdo sdo muito preocupantes, pois podera restringir no futuro o uso das aguas de
abastecimento. A contaminacgdo das &guas por nitrato é um sério problema a saude publica e
para o enfrentamento do problema ha a necessidade de continuidade das pesquisas para
identificar as fontes de contaminacdo, avaliar os efeitos do consumo das 4guas contaminadas
sobre a saude, além do estabelecimento de politicas publicas que contemplem acdes
corretivas e preventivas garantindo a populacdo agua com qualidade.

Palavras—chave: agua; fontes de contaminacdo; nitrato; riscos a saude

INTRODUCAO

A &gua é o mais importante recurso natural do mundo e sem ela a vida ndo poderia
existir. Apesar de todos os esfor¢os para armazenar e diminuir seu consumo, a agua esta se
tornando um bem escasso e sua qualidade se deteriora cada vez mais rapido.

As aguas subterraneas se constituem em solucdes alternativas para o abastecimento
de comunidades rurais e urbanas, tanto para uso agricola como industrial e publico
(COLVARA; LIMA; SILVA, 2009).

No Brasil, as aguas subterraneas abastecem mais de 82 milhdes de brasileiros (51%
da populacdo urbana), atraves da rede publica, cerca de 52 % dos municipios brasileiros
(HIRATA; FERNANDES; BERTOLO, 2016).
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As aguas subterraneas no Brasil, de maneira geral sdo de boa qualidade, com
propriedades microbioldgicas e fisico-quimicas adequadas a diversos usos, incluindo o
consumo humano. Entretanto, algumas atividades desenvolvidas pelo homem tém
comprometido significativamente alguns aquiferos.

Nos ultimos anos as atividades industriais e agricolas tém resultado em um aumento
de poluentes toxicos, tais como anions inorganicos, ions metalicos, substancias quimicas e
organicas sintéticas e um grande numero de &nions inorganicos tém sido encontrados em
concentracdes potencialmente nocivas em inimeras fontes de agua potavel. Desses, o nitrato
(NOy) é uma preocupacdo ambiental em escala global. Devido a sua alta solubilidade em
agua € possivelmente o contaminante mais difundido em mananciais subterraneos,
resultando em séria ameaca para o abastecimento de agua potavel em diversas regides do
planeta (COSTA; KEMPKA; SKORONSKI, 2016).

A legislacdo vigente, Portaria 888, de 04 de maio de 2021, do Ministério da Saude,
estabelece 10 mg/L NOs- N como valor maximo permitido para aguas destinadas ao
consumo humano (BRASIL, 2021) e a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB) estabelece que a partir de 5 mg/L NO;-N (valor de prevencdo), sejam adotadas
medidas de prevencdo e controle devido a possivel acdo antropica sobre a qualidade das
aguas subterraneas (CETESB, 2016).

O risco para a saude humana ao consumir &gua com concentra¢des elevadas de nitrato
decorre de sua transformacdo em nitrito no sistema digestivo. O nitrito oxida o ferro na
hemoglobina dos glébulos vermelhos e forma a metahemoglobina, que ndo possui a mesma
capacidade de transporte de oxigénio da hemoglobina (STRADIOTO; TERAMOTO;
CHANG, 2019).

O consumo de agua com concentracdo de nitrato superior a 10 mg/L Nos-N pode
levar ao desenvolvimento de doencgas como a metahemoglobinemia e cancer (WARD et al,
2018). A metahemoglobinemia ou sindrome do bebé azul consiste em uma doenca perigosa
para bebés menores de seis meses de idade, em que a crianga se apresenta azulada devido ao
desenvolvimento de um quadro de anaerobiose provocado pela ineficiéncia no transporte de
oxigénio (COSTA; KEMPKA; SKORONSKI, 2016).

Muitas pesquisas tém sido realizadas no Brasil (SILVA, SANTOS, FERREIRA,
2019; DOVIDAUSKAS; OKADA; IHA; CAVALLINI, 2019; MENDONCA et al., 2019;
TAVARES et al, 2017) e no mundo (WARD et al., 2018; ANGELOVICOVA;
SZABOOVA; TKACOVA; ANGELOVIC, 2017; BIAN et al., 2016) em virtude dos
impactos ambientais causados na qualidade das aguas e os 6rgaos publicos ambientais e de
salde publica tém buscado ferramentas como os programas de monitoramento da qualidade
das aguas com objetivo de tomar medidas corretivas e mitigadoras.

O monitoramento da qualidade das dguas subterraneas no estado de Sdo Paulo é uma
exigéncia legal atribuida @8 CETESB desde os anos 1970 e a partir de 1992 o Programa de
Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (PROAGUA) tem avaliado a
qualidade das aguas destinadas ao consumo humano (CETESB, 2016). Esse programa teve
inicio no ano de 1992, por meio da Resolugéo Estadual SS 45 e é considerado um programa
pioneiro no pais por estabelecer um conjunto de agdes sistematicas de vigilancia sanitéria da
qualidade da agua, hoje implementado em todos os municipios do estado (VALENTIM;
ELMEC; JUIOR; BATAIERO, 2012).

O PROAGUA tem por objetivo principal a promocio e protecdo da sadde da
populacdo por meio da garantia da potabilidade da agua destinada ao consumo humano no
estado de S&o Paulo e desenvolve agdes, identificando e intervindo em situagdes de risco a
satde dos consumidores (CENTRO DE VIGILANCIA SANITARIA, 2018).
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Diante da ocorréncia de nitrato e do avango da contaminagdo das &guas, o0 objetivo
deste trabalho foi realizar uma revisdo de literatura sobre a ocorréncia de nitrato em aguas,
niveis de contaminacdo e riscos a salde.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo realizou uma revisdo de literatura baseada na pesquisa de artigos
publicados e disponiveis nos bancos de dados da internet, tais como, Biblioteca Virtual da
Saude (BVS), onde foram usados artigos e dissertacdes publicados na biblioteca virtual
Medical LiteratureAnalysisandRetrieval System Online (Medline) e Scientific Eletronic
Library Online (SciELO). Para a busca utilizou-se dos seguintes descritores (em
portugués/inglés): nitrogénio, nitrato, aguas, contaminagdo, consumo humano, efeitos a
salde.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho apresenta a importancia da avaliagdo e do monitoramento das
concentracdes de nitrato em amostras de dgua destinadas ao consumo humano.

Por ser o contaminante de maior ocorréncia em aquiferos, no Brasil e no mundo, o
nitrato tem sido utilizado como indicador de contaminacgéo das aguas subterraneas devido a
sua alta mobilidade podendo atingir extensas areas.

As publicacdes citadas neste trabalho e muitas outras disponiveis na literatura
mostram a contaminacdo das &guas por nitrato e apontam para a necessidade de
monitoramento continuo para a identificacdo e controle das fontes de contaminacao.

A persisténcia do nitrato nas aguas e a evolucdo da contaminagcdo sdo muito
preocupantes, uma vez que podera restringir no futuro o uso das aguas de abastecimento,
tanto publico quanto privado.

Além dos trabalhos para avaliar a contaminacdo das aguas por nitrato, muitas
pesquisas tém sido direcionadas para identificar as fontes de contaminagcdo. Embora a
ocorréncia de nitrato seja tanto natural quanto antrépica, o foco maior tem sido as atividades
antrdpicas tanto em areas rurais quanto urbanas. Em regides agricolas as principais fontes
de contaminacdo sdo as atividades agricolas e nas areas urbanas, as principais fontes
responsaveis pelas concentragdes de nitrato acima do padrdo de potabilidade estdo
associadas a disposicdo inadequada de residuos solidos (lixdes e aterros sanitarios mal
construidos, em locais improprios) e, principalmente, aos sistemas de saneamento, dos quais
se destacam as fossas sépticas e negras, bem como 0s vazamentos das redes de esgoto. A
identificacdo das fontes de contaminacdo para cada localidade é um grande desafio para a
proposicdo de medidas de gestao dos recursos hidricos.

Estudos sobre o consumo de 4gua contaminada por nitrato e os efeitos sobre a satde
tém sido amplamente conduzidos e a maioria dos trabalhos associam o consumo de agua
contaminada por nitrato ao desenvolvimento da doenca metahemoglobinemia e também ao
surgimento de alguns tipos de cancer, entre eles o gastrico e o linfatico. Embora esses sejam
os efeitos mais expressivos, a literatura tambem relata que a ingestdo de altas concentragdes
de nitrato pode também resultar no quadro de intoxicagao cronica em animais, refletindo em
baixa produtividade, reduc¢do no ganho de peso, quedas da eficiéncia reprodutiva, deficiéncia
de vitamina A e abortos, sendo os ruminantes os mais suscetiveis (WHO, 2011). Outras
pesquisas associaram ainda o consumo de nitrato ao aumento dos riscos de infecgOes
respiratorias, hipertensdo, mas formac6es congénitas, nascimento de bebés prematuros e
abortos espontaneos em seres humanos. Contudo, apesar de inimeros estudos na area, 0s
resultados obtidos s&o pouco conclusivos (SAO PAULO, 2019).
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Diante do exposto é evidente que a contaminagdo das &guas por nitrato € um sério
problema a saude puablica e para o enfrentamento do problema sdo necessarias acoes
corretivas e preventivas por 0rgaos gestores dos recursos hidricos e de salde para evitar
maiores impactos a disponibilidade de agua, a salde e a economia.

A contaminag&o por nitrato normalmente se estende por grandes areas e as técnicas
de tratamento sdo pouco eficientes e assim as acfes preventivas sdo as que apresentam
melhor custo-beneficio. Entre as a¢cGes preventivas estdo: instalacao de rede de esgoto antes
da ocupacéo urbana e uso da dgua subterrénea; instalacdo de po¢os de abastecimento publico
fora das &reas urbana e rural, com uso intensivo de agrotdxicos e fertilizantes; e aplicagdo
do conceito de areas de protecdo ao redor do poco e controle do uso do terreno. Ja entre as
acOes corretivas estdo: a diluicdo das &guas com altas concentracfes de nitrato; utilizacdo de
agua subterranea proveniente de estratos mais profundos; tratamento da dgua pos-extracéo;
aumento da recarga do aquifero com aguas limpas, associadas a um programa de uso de gua
subterranea contaminada para usos nao nobres; locacdo de novos pocos urbanos dentro de
areas verdes preservadas permitindo que as areas de captura de pogos situem-se em area de
recarga, sem influéncia antrépica (SAO PAULO, 2019).

Em relagdo aos monitoramentos realizados pela CETESB no estado de S&o Paulo
desde 1990 tem sido detectado um aumento sistematico das concentracdes de nitrato ao
longo dos anos.

Os dados referentes ao triénio 2010-2012, mostraram que 08 poc¢os ultrapassaram o
padrdo de potabilidade e 22 apresentaram pelo menos uma amostra com resultado entre 5 e
10 mg/L N-, ou seja, respectivamente, 3% e 9% dos pocos monitorados (CETESB, 2013).

Em outro periodo compreendido entre 2013 e 2015, as concentracdes elevadas de
nitrato foram observadas em 11% dos pocos monitorados, similar ao triénio anterior. Valores
acima de 10 mg/L N- foram encontrados em 08 pocos do SAB, enquanto as concentragdes
acima de 5 mg/L N- foram detectadas no SAB, SAG, SASG e no Sistema Aquifero e Pré
Cambriano (CETESB, 2016). Contudo, cabe salientar que a evolugéo nas concentracdes de
nitrato foi observada apenas nas areas urbanas.

No monitoramento realizado em 2017, um total de 617 amostras foram analisadas O
namero de amostras com resultados acima do padréo de potabilidade foi de 1% do total de
amostras analisadas, enquanto concentracfes entre 5 e 10 mg N L-1 foram verificadas em
7%. Esses percentuais sao semelhantes aos dois Gltimos periodos trienais (2010-2012 e
2013-2015) (CETESB, 2017).

CONCLUSOES

Este estudo mostra a contaminacédo de &guas por nitrato em diferentes regides do pais
e o levantamento bibliografico realizado apresentou resultados de concentracdo acima do
valor maximo permitido e 0 avango da contaminacao.

Os monitoramentos das concentragdes de nitrato sdo importantes, para a obtencéo
informacdes de maneira sistematica e frequente sobre a qualidade das aguas.

A alta mobilidade do nitrato associada a sua persisténcia e ao volume de carga
contaminante pode atingir grandes extensdes dos aquiferos e, portanto, € de relevancia a
ampliacdo da rede de monitoramento para avaliar os niveis de contaminagdo em outras
localidades, principalmente em areas rurais cujos dados sé@o poucos ou inexistentes.

O conhecimento das areas contaminadas é necessario, pois permite a intensificacdo
de acdes pelos orgédos gestores e de fiscalizagdo para controlar e conter a contaminagdo das
aguas.
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Medidas preventivas e corretivas devem ser implementadas para garantir a qualidade
das &guas e evitar riscos a satde dos consumidores.
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Resumo: A meningite, episddio de inflamacdo das meninges, pode ser causada por agentes
infecciosos como fungos, virus, bactérias, como por substancias quimicas, tumores e
traumas. As de causa infecciosa sdo as mais importantes para a Saude Publica, devido a sua
ocorréncia e capacidade de originar surtos. Sua transmissdo ocorre através da propagacao de
goticulas de saliva entre um individuo contaminado e outro sadio, comumente por meio de
compartilhamento de alimentos, bebidas, beijo, tosse ou espirro. O objetivo do presente
estudo foi realizar o levantamento dos casos de meningite bacteriana notificados na area de
abrangéncia do Departamento Regional de Saude de Aracatuba (DRS I1) no periodo de cinco
anos (2017-2021). Foi realizada uma revisao bibliografica narrativa de artigos cientificos,
entre 2001 e 2021, analisados através dos indexadores SCIELO e BVS, bases de dados
Google Académico e PubMed, guias de vigilancia epidemiolégica e em saude. Na DRS |1
foram notificados 155 casos de meningite bacteriana nos Gltimos cinco anos, predominando
as meningites bacterianas ndo especificadas (n=138), seguida por meningite pneumocdcica
(n=16) e meningite por complexo Mycobacterium tuberculosis (n=1). Houve predominio
dos casos no sexo masculino e letalidade de 7,71%. Considerando que 89% dos casos de
meningite bacteriana ndo tiveram o agente etioldgico determinado, faz necesséario
compreender se ha dificuldades por parte dos laboratorios locais quanto a identificacdo do
agente bacteriano ou se ha dificuldade quanto ao preenchimento correto da ficha de
notificacdo. Sem o devido conhecimento sobre os agentes bacterianos verdadeiramente
envolvidos nos quadros de meningite, as aces de vigilancia epidemiolégica dos casos de
meningite ficam comprometidas.

Palavras—chave: diagndstico laboratorial; estudo epidemioldgico; meningite bacteriana

INTRODUCAO

Meningite refere-se ao episodio de inflamacdo das meninges, membrana que
circunda o cérebro e é responsavel por nutrir e excretar metabolitos. A meningite pode ser
causada por fatores infecciosos como fungos, virus, bactérias, como por substancias
quimicas, tumores e traumas. As de causa infecciosa sdo mais importantes para a Saude
Publica, devido a sua ocorréncia e capacidade de originar surtos (BRASIL, 2009). Dentre
estas, as meningites bacterianas sd@o as mais relevantes epidemiologicamente em
consequéncia das altas taxas de morbidade e mortalidade (SILVA et al, 2021). Sua
transmissdo ocorre através da propagacdo de goticulas de saliva entre um individuo
contaminado e outro sadio, comumente por meio de compartilhamento de alimentos,
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bebidas, beijo, tosse ou espirro (LIPHAUS et al, 2021). Qualquer bactéria que alcance as
meninges pode causar infeccdo, porém as mais recorrentes na comunidade sdo Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae. Segundo o SIREVA
(2021), meningite bacteriana causada por Streptococcus pneumoniae foi a mais prevalente
(117 casos confirmados), sendo importante causa de mortalidade em todas as faixas etarias.

O diagnostico laboratorial de meningite bacteriana tem inicio a partir da suspeita
clinica do médico, mediante a puncdo do liquido cefalorraquidiano (liquor) do paciente,
podendo ser realizado ensaios como exame quimiocitoldgico, bacterioscopia direta, cultura,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e aglutinacdo pelo latex (BRASIL, 2021). Dentre
esses, a cultura, a bacterioscopia direta e 0 multiplex-PCR séo realizados no Instituto Adolfo
Lutz.

A cultura é o exame padrdo ouro (gold standard) para o diagnostico da meningite
bacteriana, pois permite a identificacdo de sorotipos bem como caracterizacdo genética e
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. O método se inicia com o cultivo do liquor em
agar chocolate ou agar sangue com incubacéo a 37°C por 18 a 48 horas em atmosfera de 5%
CO:.. A concluséo do exame pode ser obtida apos 72 horas e para a vigilancia epidemioldgica
isso permite constatar o agente bacteriano, detectando um provavel surto. Se houver uso
prévio de antibidticos a coleta do liquor, podera ocorrer inibi¢do do crescimento em cultura,
ndo confirmando os casos suspeitos ou prolongando o tempo para o resultado
(ALBUQUERQUE, 2019; BATISTA, 2022; BRASIL, 2010; LEVY, 2004; SALGADO,
2013).

No que diz respeito aos principais agentes bacterianos, Neisseria meningitidis, agente
etiologico da doenca meningocdcica, pertence a familia Neisseriaceae, é um diplococo
Gram-negativo aerdbico, visto no exame de bacterioscopia direta com formato de rins ou
grdos de feijdo unidos. As coldnias tém aspecto brilhante e convexo no meio de cultura,
catalase e coagulase positivas, sendo mucoide nos sorotipos A e C. E reconhecida por
ocasionar meningites graves, todavia ainda é bastante sensivel aos antimicrobianos
disponiveis (ALBUQUERQUE, 2019; BATISTA, 2022; BRASIL, 2010, 2020 e 2021;
LEVY, 2004; SALGADO, 2013; SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE, 2001).

Outro agente bacteriano muito frequente é Streptococcus pneumoniae, o qual tem a
capacidade de causar doenca pneumococica em todas as faixas etarias e esta presente
mundialmente. E uma bactéria Gram-positiva, encapsulada, com morfologia esférica aos
pares conhecida como diplococos lanceolados, mais precisamente, “chama de vela” de
coloracdo roxa ao Gram. E um alfa-hemolitico, isto significa que ocorre uma hemolise
parcial das hemacias presente no meio de cultura, caracterizando-se pela coloracao cinza-
esverdeado ao redor da colbnia Além de catalase negativa, apresenta sensibilidade a
optoquina quando ha formacdo de um halo maior ou igual a quatorze milimetros. Foi o
segundo agente mais prevalente nos casos de meningite bacteriana no ano de 2019
(ALBUQUERQUE, 2019; ANVISA, 2008; BATISTA, 2022; BRASIL, 2010 e 2021,
LEVY, 2004; SALGADO, 2013).

Haemophilus influenzae, cocobacilo gram-negativo, podendo ser tanto anaerobio
quanto aerobio, € catalase e oxidase positivas, ndo hemolitico com bom crescimento no meio
de cultura agar chocolate e nenhum crescimento em agar sangue, ja que seu crescimento
necessita do Fator V ou X. Sua incidéncia era a maior de todas as bactérias capazes de
infectar a meninge, contudo apds a implantagdo da vacina em 1999 no Brasil, houve uma
diminuigdo de 90% nos casos (BATISTA, 2022; BD, 2010; BRASIL, 2010; SALGADO,
2013).

A reacdo em cadeia da polimerase multiplex (multiplex-PCR), implantada no
Instituto Adolfo Lutz (IAL) em 2007, detecta simultaneamente Neisseria meningitidis,
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Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae em amostras de liquor, através da
localizacdo dos genes ctrA, IytA e bexA, respectivamente. Apresenta alta sensibilidade e
especificidade, porém se ndo for nenhum dos trés agentes citados, é necessario aguardar o
resultado da cultura para confirmacdo do género bacteriano envolvido. Possui como
diferencial a drastica reducdo do tempo para obtencéo de resultado e a capacidade de detectar
0 microrganismo sem um cultivo prévio; além disso, detecta 0 microrganismo mesmo com
a utilizacdo prévia de antibiotico, j& que identifica o seu material genético, e por ser um
sistema fechado h& menores riscos de contaminacdo da amostra (BATISTA, 2022;
GOLCALVES, 2022; SALGADO, 2013).

A andlise epidemioldgica retrospectiva dos casos de meningite bacteriana ocorridos
na Regido de Salde de Aracatuba nos Ultimos cinco anos é importante para conhecer o0s
agentes bacterianos mais prevalentes, bem como as potencialidades e limitacdes da rede de
diagndstico da meningite, possibilitando propor estratégias para melhoria dos servigos
prestados. Com isso, 0 objetivo do estudo foi realizar o levantamento dos casos de meningite
bacteriana notificados na area de abrangéncia do Departamento Regional de Saude de
Aracatuba (DRS 1) no periodo de cinco anos (2017-2021) e identificar os géneros
bacterianos mais prevalentes conforme sexo e faixa etdria dos pacientes, exames
laboratoriais utilizados para critério de confirmacao e taxas de mortalidade.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma reviséo bibliografica narrativa de artigos cientificos, entre 2001 e
2021, analisados através dos indexadores SCIELO e BVS, bases de dados Google Académico
e PubMed, guias de vigilancia epidemioldgica e em salude. Utilizou-se dados publicos do
Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude e do Departamento de Informaética do
Sistema Unico de Saude através do Tabnet com enfoque nos dltimos cinco anos (2017 a
2021). Os artigos foram pesquisados nos idiomas portugués e inglés utilizando os

b 1Y

descritores: “meningite bacteriana”, “estudo epidemiologico” e “diagnostico laboratorial”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil, entre os anos de 2017 e 2021, houve 64.995 casos confirmados de
meningite, dos quais 30.505 de etiologia viral (46,9%); 19.296 casos de meningite bacteriana
(29,68%), incluindo meningite meningocdcica, meningite por Complexo Mycobacterium
tuberculosis, meningite bacteriana ndo especificada e meningite pneumocdcica; 10.776 por
meningite ndo especificada (16,57% meningite sem agente etioldgico determinado) e 3.320
de meningite de outras etiologias (5,10%). Em nimeros absolutos, a regido sudeste é a que
apresenta maior nimero de notificacdes (n=34.561) seguido da Regido Sul (n=15.130).
Entretanto, a proporc¢éo de casos por 100.000 habitantes faz com que a Regido Sul seja a que
possui maior incidéncia (7,2/100.000) (ANDRADE et al, 2019).

Segundo o DATASUS, o Departamento Regional de Salde de Aracatuba (DRS I11)
notificou 415 casos de meningite nos ultimos cinco anos, dos quais 232 (55,9%) séo de
etiologia viral e 155 (37,34%) de etiologia bacteriana. Dos casos de meningite bacteriana,
138 sdo ndo especificadas, 1 do Complexo Mycobacterium tuberculosis e 16 casos por
meningite pneumococica, ndo havendo relato de meningite meningoc6cica e por
Haemophilus influenzae nesse periodo, muito embora estes dois agentes tenham sido
notificados na Unidade Federativa de Sdo Paulo, com 599 e 209 casos respectivamente.

Em relagdo ao numero de casos confirmados e 0 sexo, 0 masculino prevaleceu com
236 casos (56,86%), enquanto o feminino computou 179 (43,13%). No que diz respeito a
faixa etaria, as meningites bacterianas ndo especificadas prevaleceram entre 40-59 anos,
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enquanto a meningite pneumocdcica esta entre 20-39 anos. Fontaneli e colaboradores
(2006), também observaram maior ocorréncia no sexo masculino em estudo realizado na
Regido Metropolitana de Goiénia. De acordo com o SIREVA (2021), ha também predominio
do sexo masculino nas trés principais bactérias causadoras da meningite. Todavia, ndo ha
uma predisposicao de género & meningite bacteriana reconhecida na literatura.

No que diz respeito a meningite pneumocdcica, conforme um estudo de vigilancia
ocorrido em Louisville, Kentucky, os mais afetados foram a populagédo menor de dois anos,
corroborando com os dados do Boletim Epidemioldgico (2021), que afirma que 0s menores
de cinco anos sdo os mais afetados, embora tenha havido dréstica redugdo nos casos apés a
implantacdo da vacina pneumocdcica 10-Valente em 2010 (0,2 caso/100.000 habitantes em
2020). De acordo com o SIREVA (2021), a bactéria Haemophilus influenzae prevaleceu na
faixa etaria de 24-59 anos; Neisseria meningitidis em menores de 12 meses e entre 24-59
anos; enquanto Streptococcus pneumoniae predominou na faixa etaria dos 30-49 anos.

Com relacdo ao critério utilizado para diagnostico laboratorial das meningites, o
quimiocitoldgico aparece em primeiro lugar (76,62%), seguido da cultura (11,56%) e
bacterioscopia (6,74%). Estes dados justificam o porqué de quase 90% das notificacdes de
meningite bacteriana serem “ndo especificadas”; pois se a cultura representa apenas 11,56%
e 0 quimiocitologico 76,62%, a realizacao deste ultimo nao permite de fato especificar qual
a bactéria envolvida no caso. Frasson e colaboradores (2021), levantaram dados coincidindo
com este estudo, em que 0 exame quimiocitolégico € o mais realizado, seguido da cultura.
No Boletim Epidemioldgico (2021), nota-se a prevaléncia da cultura, ja que ela é o
diagnostico “padrao ouro” da meningite bacteriana seguida do exame PCR, este muito
utilizado atualmente devido sua agilidade diagnostica.

De acordo com trabalho de Araujo e Penha (2020), a meningite bacteriana apresentou
nos Ultimos anos uma letalidade de 20%, aumentando para 50% em casos graves de doenca
meningocdcica. Similarmente, Davis (2018) cita que as meningites pneumocaocicas possuem
uma letalidade de 10% a 20% em paises desenvolvidos, aumentando para 30% a 40% nos
paises em desenvolvimento. Para a mesma doenca, o Boletim Epidemiol6gico menciona que
apos a implantacdo da vacina, entre 0s anos de 2017 e 2020, o indice de mortalidade reduziu
para 0,12 6bito/100.000 habitantes, enquanto no periodo pré-vacina era 0,19 6bito/100.000
habitantes. Dada circunstancia, o estudo em questdo mostra que a ocorréncia de alta (n=101,
24,33%) predominou em relacdo ao Obito (n=23; 5,54%) por meningite bacteriana,
ignorando outras etiologias, os indices em branco e 6bitos por outras causas.

CONCLUSOES

Foram notificados 155 casos de meningite bacteriana no Departamento Regional de
Salde de Aracatuba, sendo 138 casos de meningite bacteriana ndo especificada, 16 casos de
meningite pneumocdcica e 1 caso por Complexo Mycobacterium tuberculosis. Estes dados
emitem um alerta, pois sem a especificacdo do género bacteriano; tanto o tratamento do
paciente, quanto a vigilancia epidemiologica dos sorotipos circulantes ficam
comprometidos. Houve discreto predominio do sexo masculino (56,86%) e as faixas etarias
variaram conforme o género bacteriano. O exame quimiocitologico foi 0 mais utilizado para
fins de diagndstico e isso justifica o porqué de tantos casos de meningites bacterianas “ndo
especificadas”. Com relagdo ao desfecho clinico do paciente, satisfatoriamente as altas
prevaleceram (24,33%) em relagdo aos oObitos (5,54%). Apesar disso, faz necessario o
entendimento das dificuldades dos laboratorios locais quanto a identificacdo do agente
bacteriano e/ou preenchimento correto da ficha de notificagéo a fim de que possamos ter
maior conhecimento sobre os agentes bacterianos verdadeiramente envolvidos nos quadros
de meningite para que agdes de vigilancia possam ser desenvolvidas.
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RESUMO

Introducdo: O SARS-CoV-2 é um novo coronavirus, responsavel por causar a doenca
infecciosa COVID-19, que se espalhou por todo o globo e, em marco de 2020, a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) declarou oficialmente como pandemia. Em 11 de janeiro de 2020
foi divulgada a sequéncia genética do SARS-CoV-2, que levou a uma intensa busca para o
desenvolvimento de vacinas contra o virus. Objetivo: realizar uma revisdo bibliografica
sobre os tipos de vacinas disponiveis no Brasil para COVID-19, abordando as tecnologias
utilizadas na fabricacgdo e analisando o impacto na populacdo. Materiais e métodos: revisdo
bibliogréafica, ndo sistematica, sobre as vacinas para a COVID-19 disponiveis no Brasil (até
novembro de 2022). As fontes foram retiradas de artigos cientificos, bulas, notas técnicas e
boletins epidemioldgicos encontrados em bancos de dados cientificos e em portais digitais
oficiais de instituicbes de salde. Resultados e Conclusbes: A eficicia das vacinas
disponiveis no Brasil ficou entre 59 e 95%, ja a efetividade ficou entre 42 e 97,9%. Foi
possivel concluir que todas as vacinas disponiveis no Brasil, até novembro de 2022, sdo
eficazes no combate ao virus da COVID-19. As vacinas foram, e ainda sdo, uma peca
fundamental no controle da doenga, sendo capazes de diminuir significativamente as
internacbes e mortes por COVID-19. Embora muitas variantes tenham surgido ao longo da
pandemia, as vacinas foram capazes de controla-las e impedir o seu espalhamento. As
vacinas foram capazes de gerar imunidade, embora reduzida, contra quase todas as variantes
do SARS-CoV-2. A utilizacdo de doses mistas (heter6logas) se mostrou benéfica, gerando
titulos de anticorpos significativamente altos e duradouros contra o virus e suas variantes.

Palavras—chave: COVID-19; SARS-CoV-2; vacinas
INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 é um novo coronavirus, responsavel por causar a doenca infecciosa
COVID-19. O virus foi identificado pela primeira vez na cidade de Wuhan, localizada na
China, em dezembro de 2019. Logo se espalhou por todo 0 mundo e, em margo de 2020, a
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarou oficialmente como pandemia (CAMARGO
etal, 2021).

Até o dia 5 de novembro de 2022, 0 mundo ja havia registrado 632.334.249 casos
de Covid-19 e 6.599.916 dbitos pela doenca. No Brasil foram 34.850.373 casos confirmados,
sendo que 34.070.030 se recuperaram e 688.342 foram a Obitos pela doenca. A taxa de
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incidéncia acumulada foi de 16.457,8 casos por 100.000 habitantes e a taxa de mortalidade
acumulada foi de 325,1 6bitos por 100.000 habitantes (Ministério da Saude, 2022a).

No Brasil as vacinas disponiveis e aprovadas pela ANVISA sdo a CoronaVac
(Butantan/Sinovac), AstraZeneca (Fiocruz/Oxford), Johnson & Johnson’s/Janssen-Cilag e a
Comirnaty (Pfizer/BioNTech) (CAVILHA et al, 2022).

Vacina de vetor viral (Janssen e AstraZeneca): um adenovirus é utilizado para
transportar para as células humanas a informacédo para a producgdo da proteina S do SARS-
CoV-2, sendo assim o organismo produzira anticorpos contra essa proteina sem causar a
doenga em si (CAVILHA et al, 2022).

Vacina genética (Pfizer): essa vacina utiliza fitas de RNA mensageiro, que ao
chegarem nas células irdo ser utilizadas para produzir antigenos virais que se espalham pela
superficie da célula, e entdo reconhecidos pelo sistema imune, produzindo anticorpos contra
eles (CAVILHA et al, 2022).

Vacina viral (CoronaVac): o virus € inativado através de substancias quimicas, seu
material genético € destruido, impossibilitando o virus de se replicar. O virus inativado (sem
seu material genético funcional) é utilizado pelo organismo para producédo de anticorpos
(CAVILHA et al, 2022).

As medidas de isolamento e protecdo individual (uso de mascaras) serviram para
ajudar na diminuigcdo no numero de infectados e os poucos tratamentos paliativos existentes
auxiliaram na recuperacdo de individuos internados pela COVID-19, entretanto, a forma
mais eficiente de combater a pandemia foi através da vacinagéo.

Esse trabalho busca levantar dados para a melhor compreensdo da eficacia e
eficiéncia das vacinas, suas tecnologias e seu impacto na pandemia de COVID-19. Entender
como cada vacina funciona e quais os efeitos produzidos por diferentes esquemas de
vacinacdo pode ser Util na elaboracdo de novas vacinas, esquemas vacinais e estratégias de
combate a variantes possivelmente letais.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo trata-se de uma revisdo bibliogréafica sobre as vacinas para a
COVID-19 disponiveis no Brasil (até novembro de 2022). As informagdes foram coletadas
de artigos cientificos, bulas, notas técnicas e boletins epidemioldgicos encontrados em
bancos de dados cientificos (BVS, PUBMED, e SCIELO) e em portais digitais oficiais de
instituicGes de saude (Ministério da Salude, OMS, Butantan, Fiocruz e CDC).

As bulas das vacinas utilizadas para descrever dados de eficacia e esquema vacinal
foram disponibilizadas no préprio site do Ministério da Satde. Dados sobre a epidemiologia
da COVID-19 e sobre a vacinacdo da populacdo foram obtidos em boletins epidemiologicos
do Ministério da Saude e em artigos cientificos.

A eficacia/eficiéncia das vacinas foi observada em artigos cientificos e notas
técnicas de entidades de saude.

RESULTADOS

Em 11 de janeiro de 2020 foi divulgada a sequéncia genética do virus SARS-CoV-
2, que levou a uma intensa busca para o desenvolvimento de vacinas contra o virus (LIMA
et al, 2021). No Brasil as vacinas disponiveis e aprovadas pela ANVISA sdo a CoronaVac

(Butantan/Sinovac), AstraZeneca (Fiocruz/Oxford), Johnson & Johnson’s/Janssen-Cilag € a
Comirnaty (Pfizer/BioNTech) (CAVILHA et al, 2022).
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A CoronaVac é uma vacina que usa a tecnologia de virus inativado, ela foi uma das
primeiras vacinas a serem desenvolvidas e passou por testes rigorosos de eficacia. Estudos
em diversos paises confirmam a eficécia e efetividade da CoronaVac, tanto para casos mais
leves de COVID-19 quanto para casos graves (Butantan, 2022).

No estudo com a CoronaVac foi mostrado que ela possui baixa eficicia contra casos
leves, mas alta contra casos moderados e graves. A vacina foi a primeira a ser distribuida em
massa para individuos em grupos de risco para a COVID-19. A CoronaVac atingiu uma
eficacia global de mais de 80% e uma efetividade acima de 90% (Butantan, 2022).

A vacina AstraZeneca (ChAdOx1 nCoV-19) é uma vacina de vetor viral
desenvolvida na Inglaterra na Universidade de Oxford em parceria com o laboratério
AstraZeneca. Ela utiliza como vetor um adenovirus de chimpanzé (ndo replicante) que induz
uma resposta imune atraves da expressdo da proteina S do SARS-CoV-2, gerando uma
robusta resposte imune e celular (LIMA et al, 2021).

Os estudos iniciais da vacina Astrazeneca foram planejados com dose Unica, mas
foi percebido um aumento de anticorpos neutralizantes apés uma segunda dose. Um estudo
provisorio apontou uma eficacia contra casos sintomaticos de 64,1% ap6s uma dose e de
70,4% apds duas doses. Outro estudo apontou que a Astrazeneca possui uma eficacia de 67%
na reducao do risco relativo da doenca (FRANCIS et al, 2022).

A vacina da Janssen é uma vacina de vetor viral, semelhante a AstraZeneca,
fabricada pela empresa americana Johnson e Johnson. A vacina, assim como a AstraZeneca,
também utiliza como vetor viral um adenovirus para induzir uma resposta imune atraves da
producdo da proteina S do SARS-CoV-2 em nossas células (LIMA et al, 2021).

Um estudo foi realizado nos Estados Unidos com a vacina Janssen entre 1 de margo
de 2020 e 31 de agosto de 2021. Durante a realizacdo do estudo a variante Delta surgiu e
comecou a circular no mundo, atingindo a populacéo do estudo e possibilitando dados sobre
a eficacia da vacina sob a variante. A populacdo utilizada no estudo foi de pessoas de 18
anos ou mais, sem registro de vacinacdo e que ndo haviam contraido Covid-19 (POLINSKI
et al, 2022).

A vacina Pfizer (BNT162b2) é uma vacina genética produzida pelo laboratério
americano Pfizer em parceria com a empresa de biotecnologia alema BioNTech. As vacinas
genéticas utilizam de RNA mensageiro, envolto em camada lipidica que evita sua
degradacdo até chegar na célula, para levar a informacdo da fabricacdo da proteina S do
SARS-CoV-2 para as nossas células, gerando uma resposta imune e celular elevada (LIMA
et al, 2021).

O estudo com a vacina Pfizer, realizado entre 27 de julho de 2020 a 14 de novembro
de 2020, utilizou 43.548 participantes. Os participantes foram divididos em 2 grupos, um
recebendo placebo e outro a vacina, a eficacia estimada foi de 95% (IC 95% de 90,3 a 97,6)
(POLACK et al, 2020).

DISCUSSAO

Quando o SARS-CoV-2 espalhou-se pelo mundo, dando inicio a pandemia de
COVID-19, diversos laboratérios em conjunto com governos e faculdades iniciaram
pesquisas para a producao de vacinas capazes de combater o virus. Mesmo que tenha gerado
na populacdo uma desconfianga nas vacinas, devido sua producdo ter sido realizada em
tempo recorde, todas passaram por testes clinicos que comprovaram uma eficacia e
seguranca, sendo entdo liberadas para uso emergencial.
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Com o avancgo da vacinagéo diversos estudos surgiram buscando avaliar os seus
efeitos na populacdo, onde foi possivel observar uma queda significativa nos casos
sintomaticos, internagdes e obitos pela COVID-19 em diversas faixas etarias.

Com o avanco da vacinacao eventualmente houve uma escassez das vacinas devido
a problemas logisticos e diplomaticos, levando as entidades de saude a completarem os
esquemas de vacinacdo com doses mistas (doses heterdlogas). Diversos estudos entdo
surgiram buscando compreender como seria a resposta imune de um organismo que recebeu
doses de fabricantes diferentes.

Para a surpresa dos pesquisadores, as doses heter6logas muitas vezes geravam uma
resposta imune mais duradoura e com maiores titulos de anticorpos, inclusive contra as
variantes, sendo entdo mais eficazes do que um esquema de vacinacdo homologa.

A vacina CoronaVac mostrou muito efetiva no combate da pandemia, pois foi uma
das primeira a serem disponibilizadas para a populacdo brasileira, auxiliando no alivio do
sistema de satude num periodo complicado da pandemia. Embora a CoronaVac tenha sido
uma peca fundamental no combate a pandemia, em comparagdo com as outras vacinas, a
resposta imune gerada por ela € baixa e por esse motivo o uso de dose de reforco e adicional
por uma vacina diferente mostra-se bem vinda para complementar a imunidade daqueles
vacinados por ela.

Com o decorrer da pandemia, diversas variantes do SARS-CoV-2 surgiram e
trouxeram consigo duvidas em relacdo a efetividade das vacinas perante elas. Diversos
estudos que buscaram compreender a efetividade das vacinas foram realizados em
populacdes afetadas pelas variantes.

Para a maioria das variantes (Alfa, Beta, Gama e Delta) foi observada uma
diminuicdo na efetividade das vacinas, com a diminui¢do da resposta imune conferida por
elas, mas que foram superadas através das doses de reforco. A Unica variante que, segundo
alguns estudos, apresenta uma evasao parcial ou completa da imunidade conferida pelas
vacinas é a variante Omicron, contudo vacinas bivalentes, que possuem como alvo principal
ndo sO a cepa original do SARS-CoV-2 como também a cepa da Omicron, ja estdo em
desenvolvimento.

CONCLUSOES

o As vacinas CoronaVac, AstraZeneca, Pfizer e Janssen tiveram um impacto
significativamente positivo no Brasil e no mundo, sendo essenciais na diminui¢éo do nimero
de casos graves, internacdes e da letalidade, auxiliando no alivio do sistema de salde e peca
fundamental no combate a pandemia;

o Embora a vacinacdo homologa ainda seja recomendada para o primeiro esquema
vacinal, a vacinacdo heter6loga mostrou-se efetiva na producdo de uma imunidade forte e
duradoura, inclusive contra as variantes;

o A vacinacéo heterdloga deve ser incentivada como dose de reforgo e adicional para
gerar na populagéo, principalmente para aqueles que se imunizaram primeiramente com a
CoronaVac, uma resposta imune mais duradoura;

o Embora as vacinas tenham apresentado uma reducdo de sua efetividade contra as
variantes ainda assim conferem uma protecéo significativa contra elas. A variante Omicron
apresenta um escape vacinal parcial, ou em alguns casos completo, entretanto, ja estdo sendo
pesquisadas vacinas que tem como alvo essa variante.

o A vacinacéo ainda é a melhor forma de combate a pandemia e ela deve ser cada vez
mais expandida, através de campanhas do governo, para que seja possivel imunizar a maioria
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da populacéo, evitando o espalhamento do virus e de suas variantes, diminuindo as chances
do surgimento de mais variantes com escape vacinal.
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Resumo: O rastreamento de lesdes precursoras do cancer de colo uterino brasileiro €
recomendado a mulheres entre 25 e 64 anos, por meio da realizacdo periodica do exame
citopatoldgico, sendo a incidéncia do cancer heterogénea, com diferencas regionais. O
objetivo deste estudo foi descrever a frequéncia de lesGes intraepiteliais escamosas do colo
uterino detectadas no exame citopatoldgico, nas cinco regides brasileiras entre julho/2021 e
junho/2022. Os dados foram obtidos a partir dos dados do Sistema de Informacéo do Céancer
(SISCAN). Para a andlise foram calculadas as frequéncias de lesdo intraepitelial escamosa
de baixo grau (LSIL), lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e carcinoma
escamoso nas diferentes regides, o indice de positividade nacional e regional e a frequéncia
de representatividade da juncdo escamocolunar (JEC). No periodo, foram registrados
6.939.223 exames citopatoldgicos, sendo o indice de positividade nacional de 3,1%. O indice
de positividade, frequéncia de LSIL, HSIL e carcinoma escamoso observados foram
respectivamente: regido Norte (3,83%; 1,01%; 0,54%; 0,03%), Nordeste (2,83%; 0,65%;
0,36%; 0,01%), Sudeste (2,88%; 0,66%); 0,31%; 0,01%), Sul (3,29%; 0,68%; 0,36%; 0,01%)
e Centro-Oeste (4,09%; 0,78%; 0,51%; 0,02%). Do total de exames, a representatividade da
JEC foi de 55,2%, sendo que as regides com representatividade da JEC acima da frequéncia
nacional apresentaram mais exames alterados. A regido Norte apresentou maior incidéncia
de lesdes, seguida da regido Centro-Oeste. Foi demonstrada correlacdo entre a
representatividade da JEC e maior frequéncia de exames alterados, corroborando dados que
reforcam a importancia da adequada representatividade celular para melhoria da qualidade
do exame.

Palavras—chave: programas de rastreamento, neoplasias do colo do utero, lesGes
intraepiteliais escamosas, grupos etarios, Brasil.

INTRODUCAO

O cancer do colo do Utero é considerado um problema de satde publica global.
Apesar de ser uma doenca prevenivel que pode ser detectada e tratada precocemente, ainda
representa uma das principais causas de morte em mulheres (FERREIRA et al., 2022;
OLUSOLA et al., 2019). A desigualdade social relacionada ao céancer do colo uterino fica
evidente, sobretudo, em estudos que demonstram o maior percentual de mortes em paises
de baixa e média renda (CLARO; LIMA; ALMEIDA, 2021).
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No Brasil, com exce¢do do cancer de pele ndo melanoma, o cancer do colo do Utero
é o terceiro mais incidente entre as mulheres. O Instituto Nacional de Céncer José Alencar
Gomes da Silva (INCA) estima 16,35 novos casos a cada 100 mil mulheres para cada ano
do triénio 2020-2022 (INCA, 2019). A incidéncia do cancer do colo do Utero no Brasil é
heterogénea entre as regides, sendo mais incidente no Norte e Nordeste (INCA, 20223).

O colo uterino é revestido pelo epitélio colunar simples no canal endocervical e pelo
epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado na ectocérvice. O cancer pode se originar
de ambos os epitélios, mas o carcinoma escamoso € mais frequente. A juncédo entre os dois
epitélios é conhecida como juncdo escamocolunar (JEC) (OLUSOLA et al., 2019;
SCHIFFMAN et al., 2016).

A histdria natural da doenca é de lenta evolucdo, dependente de fatores de risco,
sendo a infeccdo persistente pelo papilomavirus humano (HPV) de alto risco o principal
deles. O HPV infecta as camadas basais do epitélio cervical por meio de micro traumas.
Nessas camadas Sao expressos genes precoces, que iniciam a replicacéo viral e nas camadas
superiores ocorre a expressdo de genes tardios que completam a formacg&o de novos virions.
Com a descamacéo das células ocorre a liberacéo de virus recém-formados, que podem ou
n&o iniciar uma nova infeccdo. A associacdo entre a expressdo génica do HPV e fatores de
risco podem resultar em lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL), ou ainda evoluir para lesao
intraepitelial de alto grau (HSIL) e se nédo tratada, devido ao aumento de mutagdes no DNA
das ceélulas infectadas, progridem para neoplasia invasiva (WOODMAN; COLLINS;
YOUNG, 2007).

A infeccdo persistente pelo HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento
do céncer de colo do utero. Transmitido sexualmente, o virus é capaz de infectar mucosas e
tecidos cutaneos, causando alteracdes no genoma das células. Dentre os HPVs de alto risco
oncogénico, os tipos 16 e 18 sdo os mais prevalentes e, consequentemente, 0s mais
associados ao desenvolvimento desse cancer (OLUSOLA et al., 2019). Qutros fatores
frequentemente relacionados ao céncer de colo uterino s&o o tabagismo, atividade sexual
precoce, multiplos parceiros sexuais, uso prolongado de anticoncepcionais, multiparidade e
infeccbes por alguns outros agentes (INCA, 2019). Condig¢des socioecondmicas precarias e
dificuldade no acesso aos servicos de salde também sdo constantemente apontadas como
importantes barreiras no controle do cancer de colo de utero (CLARO; LIMA; ALMEIDA,
2021; LOPES; RIBEIRO, 2019).

A realizacdo periodica do exame citopatoldgico para a deteccdo precoce de lesdes
intraepiteliais é uma das ferramentas utilizadas para reduzir a mortalidade pelo cancer de
colo uterino, a partir de programas de rastreamento. O exame citopatoldgico, ou exame de
Papanicolau, consiste na analise morfoldgica de células esfoliadas do colo uterino, que
permite a identificacdo de lesdes pré-neoplasicas e o diagnostico do cancer. No Brasil, o
programa de rastreamento teve inicio na década de 1990 e atualmente € preconizada a
realizacdo perioddica do exame para mulheres entre 25 e 64 anos que ja iniciaram a atividade
sexual. Apesar da cobertura populacional atual, o impacto na mortalidade desejado ainda
ndo foi atingido pelo pais (INCA, 2016a; SILVA et al., 2022).

Sabendo que as regides brasileiras apresentam variacdes de incidéncia de cancer do
colo do atero, principalmente devido as diferengas sociais, econémicas e comportamentais,
0 presente estudo teve como objetivo conhecer a frequéncia das les6es precursoras do cancer
de colo uterino detectadas no exame citopatologico, nas diferentes regides brasileiras, além
de avaliar a adequabilidade da representatividade celular dos exames.

MATERIAL E METODOS
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Estudo observacional realizado a partir de dados do Sistema de Informacéo do
Cancer (SISCAN), referentes ao rastreamento do cancer do colo de Utero no Brasil e regides,
entre julho de 2021 e junho de 2022. Todos os dados utilizados neste artigo sdo de acesso
publico e se encontram disponiveis online no site do Departamento de Informéatica do SUS
(DATASUS). Foram coletados dados de exames citopatoldgicos de colo de Utero relativos a
representatividade celular, diagnostico e unidade federativa de realizagdo do exame.

Os dados coletados foram tabulados em Microsoft Excel 365 e estratificados por
regido. Foram realizados os seguintes calculos: soma para obtencdo do total de cada variavel
pesquisada; calculo de porcentagens para as categorias; correlacdo de Spearman para
representatividade da JEC e lesdo intraepitelial; indice de positividade nacional e regional
(total de exames alterados/total de exames satisfatérios x 100).

Para a reviséo da literatura e discussao dos resultados foi realizada a busca dos termos

2 ¢¢ 29 ¢

“programas de rastreamento”, “epidemiologia do cancer de colo de utero”, “papilomavirus
humano”, “acesso aos servicos de saude” e “desigualdade em satide nas regioes brasileiras”,
nas bases de dados PubMed, SciELO e Biblioteca Virtual de Saude (BVS). Apos filtrar
artigos em inglés e portugués e realizar a leitura do titulo, resumo e texto na integra, foram

selecionadas 20 referéncias que melhor se adequaram ao tema.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo foi desenvolvido a partir dos dados disponiveis no DATASUS referente
aos exames registrados no SISCAN. Vale destacar que parte dos laborat6rios no Brasil
ainda utiliza a plataforma Sistema de Informacao do Cancer do Colo do Utero (SISCOLO)
(DATASUS, 2022). Deste modo, nossos resultados foram referentes aos exames
cadastrados no SISCAN no periodo estudado. Entre julho de 2021 e junho de 2022 foram
registrados 6.939.223 exames citopatoldgicos de colo uterino no Brasil. Deste total, 0,29%
(20.268) foram rejeitados na fase pré-analitica e 1,04% (72.289) foram classificados como
insatisfatorios para avaliacao.

As maiores frequéncias de lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL), lesédo
intraepitelial de alto grau (HSIL) e carcinoma escamoso foram encontradas nas regides Norte
(1,01%; 0,54%; 0,03%) e Centro-Oeste (0,78%; 0,51%; 0,02%) (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das frequéncias de lesdes intraepiteliais escamosas e carcinoma, por
regido brasileira, registrados no SISCAN entre junho de 2021 e julho de 2022.

LSIL HSIL Carcinoma 'otal de exames

Regido satisfatorios
n % n % n % n
Norte 5533 101 2977 054 157 0,03 549.618
Nordeste 14482 065 8.073 0,36 221 0,01 2.213.462
Sudeste 13.809 0,66 6.408 0,31 209 0,01 2.093.995
Sul 10.327 0,68 5390 0,36 173 0,01 1.516.068
Centro-Oeste  3.671 0,78 2.435 0,51 74 0,02 473.523

LSIL: lesdo intraepitelial de baixo grau.
HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau.

Estudos expressam que a desigualdade regional no pais € notavel e com impacto
direto no controle do cancer do colo do Utero, apontando a ndo captacao de todas as mulheres
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da populacdo de risco, principalmente aquelas que se encontram em situacGes
socioeconomicamente precarias (SILVA et al., 2022). No Brasil, 0s servicos de salde sao
garantidos de forma publica pelo Sistema Unico de Satde (SUS), com cobertura para toda
populacéo, poréem, observa-se que residentes de certas regides, como o Norte e 0 Nordeste,
encontram maiores problemas na utilizagéo desses servicos, principalmente pela dificuldade
no acesso. Outros pontos destacados sdo a prevaléncia da infeccdo pelo HPV, a falta de
conhecimento, divulgacdo e conscientizacdo da importancia do exame (BARBOSA et al.,
2016; CLARO; LIMA; ALMEIDA, 2021).

A representatividade da JEC foi descrita em 55,18% dos exames satisfatorios
realizados no territorio nacional; na analise regional, a regido Norte demonstrou maior
representatividade (62,39%) e a regido Nordeste menor representatividade (49,84%) (Tabela
2).

Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias de representatividade da JEC e a presenca de exames
alterados, por regido brasileira, registrados no SISCAN entre junho de 2021 e julho de 2022.

Regifo JEC presente Exames alterados
n % n %

Norte 342.892 62,39 21.069 3,83
Nordeste 1.103.164 49,84* 62.695 2,83*
Sudeste 1.148.828 54,86* 60.343 2,88*
Sul 911.009 60,09 49.936 3,29
Centro-Oeste 271.935 57,43 19.386 4,09
BRASIL 3.777.828 55,18 213.429 3,12

* representatividade da JEC e total de exames alterados abaixo na média nacional

Dentre os exames satisfatdrios, o indice de positividade brasileiro foi de 3,12%. As
regibes com representatividade da JEC abaixo da média nacional tiveram o indice de
positividade inferior a 3% e as regiGes com representatividade superior mostraram indice de
positividade acima de 3%, sendo demonstrada correlacdo moderada entre as variaveis (r =
0,68). A JEC € aregido do colo do Utero na qual hd uma grande quantidade de células jovens
em processo de replicacdo e diferenciacdo, portanto, € uma area exposta a maior
possibilidade de infeccdo pelo virus do HPV (SANTOS; RIBEIRO, 2020). Por esse motivo,
a presenca da JEC na amostra é considerada um indicador de qualidade, visto que o risco de
ocorrerem les@es precursoras do cancer nessa regido é maior (NAYAR; WILBUR, 2015).

As analises realizadas neste estudo foram desenvolvidas a partir do SISCAN e
ponderamos que nem todos os laboratérios que realizam exames na rede publica o utilizam,
temos conhecimento de que as bases de dados dos sistemas de informac6es do SUS nem
sempre sdo adequadamente alimentadas, podendo ocasionar perda de informagdes (SILVA
et al., 2022). Entretanto, o volume de exames avaliados nos permite estimar um panorama
nacional da ocorréncia de lesbes e nos auxiliam na identificacdo de tendéncias regionais e
temporais, permitindo que acdes de melhorias sejam realizadas e que os profissionais
responsaveis pela alimentacdo destas bases de dados se conscientizem da importancia da
comunicagdo adequada de seus resultados para que estudos como este tragam beneficios ao
rastreamento e deteccéo precoce do cancer de colo do Utero.
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CONCLUSOES

A maior ocorréncia de LSIL, HSIL e carcinomas escamosos estdo em consonancia
com os dados da literatura, sendo as regides Norte e Centro-Oeste as com maiores
frequéncias.

Foi demonstrada correlagé@o entre a representatividade da JEC e a identificacdo de
lesGes, corroborando dados que refor¢cam a necessidade de adequada representatividade da
JEC para aumento da qualidade do exame citopatologico.

A educagdo continuada dos profissionais que trabalham na fase pré-analitica é
fundamental para que a falta de representatividade da JEC e exames insatisfatorios sejam
evitados.

Ainda, em algumas regides, ha a necessidade de melhoria no acesso aos servicos de
salde, para que o rastreamento seja realizado com maior qualidade, além da elaboracéo de
acOes voltadas a conscientizacdo da populacdo e de profissionais sobre a importancia do
rastreamento no controle do cancer do colo uterino.
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Resumo: As técnicas de cultura de células sdo amplamente utilizadas nas mais diversas areas
cientificas tradicionais e de inovacdo tecnoldgica, mas é essencial garantir a sua
autenticidade e auséncia de contaminantes para que os resultados obtidos ndo sejam
invalidados. Os contaminantes mais comuns encontrados nas linhagens celulares sédo o0s
micoplasmas, que causam diversas alteracdes nas células, ndo podem ser visualizados ao
microscopio Optico e nem induzem turvacdo do meio de cultura, porém podem alterar o seu
pH, dificultando a deteccdo. Com isso, o controle periddico para comprovar sua auséncia é
essencial e requer a utilizacdo de metodologias especificas, como a cultura em agar e caldo,
biologia molecular, técnicas de coloragéo fluorescente, entre outras. O objetivo desta revisao
é discutir as metodologias rapidas e indiretas para deteccdo de contaminacdo por
micoplasmas, por serem de facil implantacdo, ter reprodutibilidade e ndo necessitarem de
complexa infraestrutura de laboratério. A técnica de coloracdo por Hoechst ou DAPI marca
o material genético, permitindo identificar os micoplasmas no microscopio de fluorescéncia,
como pequenos pontos no espaco extracelular e superficie da membrana. O ensaio de
bioluminescéncia com o kit comercial MycoAlert™ ¢é uma prova bioquimica para
micoplasmas onde ha detec¢do da producdo de ATP, pelas enzimas acetato quinase e
carbamato quinase, revelado pela luciferase, antes e apds a adicao de substrato. Além dessas,
ha kits comerciais utilizando outras metodologias, que podem ser uma op¢ao na verificacao
da auséncia de micoplasmas na rotina de laboratérios que trabalham com cultura de células.
Todos esses métodos tém vantagens e limitacGes que devem ser consideradas na escolha do
teste.

Palavras—chave: linhagem celular, técnicas de cultura de células, mycoplasma e Mollicutes
INTRODUCAO

As técnicas de culturas celulares comecaram a ser desenvolvidas no final do seculo
XIX e possibilitaram enorme crescimento do conhecimento cientifico. Essas evoluiram
muito e se tornaram essenciais para varias areas, como Vvirologia, biologia celular,
farmacologia, medicina regenerativa, toxicologia, parasitologia e outras. Sdo também
amplamente utilizadas como base na inovagao tecnologica em metodologias como cultura
tridimensional e de células-tronco, engenharia de tecidos e bioimpresséo, além de 6rgéos-
em-chips (Rebello, 2014; Costa et al., 2018).

As culturas celulares devem ser auténticas e livres de contaminantes
microbioldgicos para garantir a reprodutibilidade e validade dos resultados de estudos
cientificos em que séo utilizadas (ATCC, 2010). Os micoplasmas sdao um grupo de bactérias
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da classe Mollicutes e representam os contaminantes mais comuns nas linhagens celulares.
Eles ndo possuem parede celular rigida, o que lhes da flexibilidade. Também sdo muito
pequenos, com aproximadamente 0,15 a 0,3 um, sendo considerados 0s menores organismos
de vida livre. Essas caracteristicas possibilitam que passem por sistemas de filtragem, como
as membranas com poros de 0,45 ou 0,22 pum, que s&o utilizadas na esteriliza¢éo de solucgdes
e meios de cultura (Drexler; Uphoff, 2002; Razin; Hayflick, 2010; Wilder; Reid, 2022).

S840 conhecidas aproximadamente 190 espécies que estdo distribuidas entre
humanos, animais, insetos e plantas (Wilder; Reid, 2022). Dentre essas, 20 espécies ja foram
encontradas em culturas celulares, sendo 8 as mais frequentes, responsaveis por
aproximadamente 95% das contaminacGes: M. arginini e Acholeplasma laidlawii (origem
bovina), M. fermentans, M. hominis, M. orale, M. pirum, M. salivarium (humanos), M.
hyorhinis (suinos) (Drexler; Uphoff, 2002; ATCC, 2022).

Esses micro-organismos possuem um genoma pequeno, o que dificulta sua
capacidade biossintética. Com isso, precisam de fontes exdgenas para garantir o suprimento
de colesterol, aminoacidos, acidos graxos, vitaminas e outros metabdlitos, que sdo obtidos
das células hospedeiras ou do ambiente (Wilder; Reid,2022).

Os micoplasmas tém um crescimento mais demorado em relacdo a outras bactérias,
fazendo com que sinais de sua contaminacdo ndo sejam percebidos precocemente, mesmo
sob condicdes adequadas (Drexler; Uphoff, 2002). Eles ndo causam turvacdo do meio de
cultura, mas pode ocorrer mudanca do pH. Apesar de ndo poderem ser vistos em microscopio
Optico, a presenca de micoplasmas pode causar diversos danos as células, como alteragdes
cromossémicas e da expressao génica, interrupcao da sintese de acidos nucleicos, mudancas
na composicdo da membrana celular (antigenos de superficie e expressao de receptores),
inibicdo da proliferacdo e metabolismo, reducdo das taxas de transfeccdo, inducdo de efeitos
citopaticos, senescéncia e morte celular, entre outros (ATCC, 2022). A espécie de
micoplasma infectante, tipo celular afetado, condi¢des de cultura, intensidade e tempo de
contaminacéo sdo fatores que influenciam nos efeitos que podem ser causados nas células e
também na sua gravidade (Drexler; Uphoff, 2002).

Muitos desses micro-organismos ficam aderidos extracelularmente na membrana
da célula hospedeira para poder colonizar e causar infec¢cdes, mas ha relatos de sua presenca
intracelular (Drexler; Uphoff, 2002).

A contaminacdo das culturas celulares pode ocorrer por falta de técnicas assépticas
adequadas, producdo de aerosséis durante os procedimentos, além da manipulacdo de
culturas ou insumos contaminados. Por isso é importante a implementacdo de técnicas
assépticas rigidas e nao utilizar antibidticos nas culturas, exceto quando for realmente
necessario. Esse conjunto de boas préaticas inclui o uso de equipamentos de protecdo
individual (EPI), como avental, luvas, toucas, méascaras, além de equipamentos de protecdo
coletiva (EPC), como cabine de seguranca bioldgica. As areas assépticas devem ser
desinfetadas antes do uso e as méaos higienizadas constantemente. Bancadas e as cabines
bioldgicas devem ser limpas com alcool 70%, antes e ap6s manipular cada cultura, assim
como a superficie externa dos materiais que serdo utilizados. Nunca pipetar com a boca,
evitar conversar nas areas limpas e reduzir a producédo de aerossdis. Sempre trabalhar com
cada linhagem separadamente e manter frascos de meios e solugbes para cada cultura
manipulada. Trabalhar de acordo com nivel de biosseguranca que a linhagem exige
(Geraghty et al., 2014; OECD, 2018).

A manipulagéo de linhagens contaminadas no laboratorio é uma fonte importante
para a disseminacdo de micoplasmas para outras culturas. Por isso, além de realizar o
controle periodico das linhagens em rotina, é recomendado que células recém-recebidas
sejam mantidas em quarentena, manipuladas preferencialmente em area limpa separada, até
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que seja comprovada a auséncia desse contaminante pela realizagéo de testes adequados
(ATCC, 2010). As linhagens celulares devem ser sempre adquiridas de colec¢des de cultura
reconhecidas, evitando a troca delas entre laboratdrios parceiros, devido ao maior risco de
introduzir contaminag6es no ambiente (OECD, 2018).

Ao identificar a presenca de micoplasmas, € necessario 0 descarte da cultura
contaminada e todos os insumos que foram utilizados na manipulagéo, além da desinfecgédo
do laboratorio. Se a linhagem celular ndo puder ser substituida, pode ser feito o tratamento
com antibioticos adequados, como os grupos dos macrolideos, tetraciclinas e quinolonas. Os
macrolideos e tetraciclinas atuam na inibi¢c&o da sintese proteica, ligando-se nas subunidades
do ribossomo e incluem Tiamulina (BM-cyclin 1) e Minociclina (BM-cyclin 2). As
quinolonas inibem a replicacdo da DNA-girase da bactéria, sendo exemplos Plasmocin,
ciprofloxacina e enrofloxacin (Uphoff; Drexler, 2011; Nikfarjam; Farzaneh, 2012).

O objetivo desta revisdo € discutir as metodologias rapidas e indiretas para deteccdo
de contaminacao por micoplasmas, por serem de facil implantacao, ter reprodutibilidade e
ndo necessitarem de complexa infraestrutura de laboratério.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho utilizou fontes como Pubmed, sites de Centros de Recursos
Bioldgicos Internacionais como ATCC (American Type Culture Collection) e ECCAC
(European Collection of Authenticated Cell Cultures), além do comité ICLAC
(International Cell Line Authentication Committee), buscando as seguintes palavras chaves:
cell line, contamination in cell culture, mycoplasmas, mycoplasma detection, mycoplasma
kit e MycoAlert™. A busca foi realizada com o objetivo de fazer uma revisdo na literatura
sobre os micoplasmas e sua deteccdo em culturas celulares, especialmente por métodos
rapidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A deteccdo de contaminacdo por micoplasmas em culturas celulares utilizando
metodologias padronizadas € essencial para garantir a confiabilidade dos resultados
produzidos. Pode ser feita por diferentes técnicas, como: cultivo em meios seletivos,
coloracéo fluorescente (Hoechst ou DAPI), PCR (reagdo em cadeia pela polimerase) e alguns
Kits disponiveis comercialmente (Drexler; Uphoff, 2002,Young et al., 2010). Cada uma tem
suas vantagens e limitacfes que precisam ser consideradas, além da infraestrutura disponivel
no laboratério.

A cultura em meios seletivos (caldo e &gar) é considerada padrdo-ouro para
identificacdo das col6nias. O método € sensivel para deteccdo de contaminagdo, mas nao
identifica a espécie presente. E uma técnica mais demorada, sendo necessarios
aproximadamente 28 dias para visualizacdo das colonias com formato de “ovo frito” (ATCC,
1992; Wilder; Reid, 2022).

A utilizacdo de técnicas moleculares para detecgdo de micoplasmas é mais recente
e ha protocolos para os diversos tipos de PCRs, geralmente buscando a presenca do gene
16S rRNA. Esta é uma regido conservada do seu genoma, que permite a identificacdo das
principais espécies que contaminam as linhagens celulares, mas ndo estd presente em
eucariotos nem em outros géneros de bactérias. Essas metodologias sdo ferramentas
relativamente rapidas, mas sua eficiéncia depende da qualidade da amostra em teste, da
sensibilidade do protocolo escolhido e especificidade dos primers, sendo necessaria a
otimizacdo do ensaio em laboratério (Young et al., 2010).
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A técnica indireta de coloragdo fluorescente por Hoechst ou DAPI (4°,6’-diamino-
2-fenilindol) possibilita a deteccdo pela marcacdo do material genético (DNA). E
recomendada a utilizagdo de células indicadoras para facilitar a visualizacdo desses micro-
organismos (Figura 1), o que diminui a possibilidade de erros (Chen, 1977). Elas formam
um suporte para o crescimento das bactérias na membrana celular e podem ser utilizadas
linhagens celulares como Vero (rim de macaco verde africano), NHI 3T3 ou 3T6
(fibroblastos de camundongo), que apresentam uma quantidade de DNA homogénea nos
nucleos (ATCC, 1992; Young et al., 2010; Nikfarjam; Farzaneh, 2012). Essa é uma
metodologia relativamente répida (cerca de 4 dias), com baixo custo e sensivel para deteccéo
dos micoplasmas (Wilder; Reid, 2022). No entanto, a interpretacdo dos resultados pode ser
dificultada se a contaminacgdo estiver presente em pequena quantidade, houver DNA de
outras bactérias ou degradado das préprias culturas, artefatos e sujidades nas laminas e
laminulas ou altera¢Ges na fluorescéncia dos corantes (ATCC, 1992; Young et al., 2010).

Figura 1 - Fotomicrografias da coloragdo de Hoechst 33258, em aumento de 400 X. (A) Controle negativo, com monocamada de células
indicadoras Vero, mostrando os nucleos corados. (B) Controle positivo, com presenga dos micoplasmas como pontos fluorescentes
aderidos a membrana das células. Fonte: NCC - IAL.

Outro método possivel é o ensaio por bioluminescéncia, para o qual ha o kit
MycoAlert™ (Lonza). Este se baseia na deteccdo de enzimas especificas produzidas pelos
micoplasmas, como acetato quinase e carbamato quinase. Elas realizam a conversdo de ADP
(adenosina difosfato) em ATP (adenosina trifosfato) na presencga dos substratos acetil ou
carbamil fosfato. Pela acdo da luciferase, a producdo de ATP gera sinal de bioluminescéncia,
que é captado pelo equipamento luminémetro. Se hé presenca dessas enzimas na amostra,
ocorre elevacdo de producdo de ATP entre as leituras, com consequente aumento da emisséo
de luz. Essa metodologia é rapida, tem baixo custo e ndo ha necessidade de complexa
infraestrutura do laboratério (Volokhov et al., 2011).

Ensaios colorimétricos sdo outra opc¢do rapida de deteccdo, para a qual ha kits
comerciais. Os micoplasmas possuem lipoproteinas altamente imunogénicas localizadas na
membrana plasmatica, que séo reconhecidas pelo receptor Toll-Like2 (TLR2), com inducao
de Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) e outros fatores de transcri¢éo. Esse principio é utilizado
no kit PlasmoTest™ (InvivoGen), que possui uma linhagem celular recombinante
(denominada HEK-Blue™2 cells). Se houver contaminacao, as lipoproteinas se ligam ao
TLR2 das células HEK-Blue™2 e comeca a sinalizacdo do fator NF-kB. Este induz o gene
reporter SEAP (fosfatase alcalina embridnica secretada) a secretar fosfatase alcalina, que
causa mudanca da cor do meio de deteccdo HEK-Blue™ de rosa para roxo/azul. A detecgédo
pode ser apenas visual ou em leitor de microplacas a 625 - 655 nm (Huang et al., 2009;
Volokhov et al., 2011). Uma desvantagem dessa técnica € que pode ter falsos positivos pela
identificacdo de outros contaminantes, como bactérias e leveduras (Volokhov et al., 2011).
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Com o método de ELISA (ensaio de imunoabsor¢do enzimatica), o kit
MycoProbe™ (R&D Systems) faz a deteccdo do 16S rRNA dos micoplasmas com sondas
de oligonucletideos (Geraghty et al., 2014; R&D Systems, 2016). As amostras das linhagens
celulares sdo lisadas e colocadas em microplaca de hibridizacdo do kit. Apds varias etapas,
a leitura deve ser feita em espectrofotdmetro a 490 nm. A sensibilidade é comparada aos
ensaios de PCRs, mas interferéncias nas varias fases do protocolo podem afetar o resultado
(Geraghty et al., 2014; R&D Systems, 2016).

A maioria das metodologias ndo permite a identificacdo da espécie contaminante,
mas apenas da presenca ou auséncia desses micro-organismos nas culturas celulares, para
qual sdo necessarias técnicas, como imunologia ou PCR. No entanto, para o laboratoério de
cultura de células geralmente € mais importante comprovar periodicamente a auséncia desses
contaminantes, permitindo a rapida deteccdo e descarte de materiais ou linhagens, evitando
a disseminacdo de micoplasmas (Drexler; Uphoff, 2002).

CONCLUSOES

As metodologias rapidas e indiretas mostram-se uma opcao ideal para a verificacdo
de contaminacdo por micoplasmas. Além de serem de baixo custo, podem ser implantadas
sem a necessidade de grandes adequacdes na infraestrutura e possuem reprodutibilidade nos
seus resultados. Sempre que possivel, é indicado utilizar mais de um tipo de teste, ja que
todos possuem limitagdes, aumentando a seguranca na comprovacao da auséncia desses
contaminantes. Também € essencial que os laboratérios utilizem as técnicas assépticas de
forma rigorosa em todos os procedimentos da manutencdo das culturas celulares, o que
minimiza o risco de introduzir contaminantes, assim como adquirir novas linhagens apenas
de colecdes de cultura reconhecidas.
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Resumo

Introducdo: A tuberculose é uma chaga milenar causada principalmente pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis. Apesar de ser curavel e evitavel, a doenca persiste como um
grave problema de saude publica e estd entre as maiores causas de mortes no mundo.
Agravando este cenario, a pandemia da COVID-19, infec¢do respiratoria aguda provocada
pelo virus SARS-CoV-2, gerou efeitos negativos no controle e atencdo a doenca. Objetivos:
Demonstrar o impacto da pandemia nos indicadores epidemioldgicos da tuberculose no
ambito global e nacional e os possiveis fatores para o estabelecimento dessa condicdo.
Metodologia: Foi realizada reviséo de literatura sobre o tema nas plataformas eletronicas
Google Académico, Biblioteca Virtual em Saude (BVS), SciELO e PubMed. Foram
coletados dados de boletins epidemioldgicos do Ministério da Saude e relatérios da
Organizacdo Mundial da Saude, os quais foram transformados em gréaficos e tabelas.
Resultados: No Brasil e no mundo, houve uma grande reduc¢éo no diagndstico e notificacao
da tuberculose em 2020, o que levou a um aumento de pessoas nao tratadas para a doenca.
Globalmente, a consequéncia disso refletiu em 2021, com o aumento da incidéncia e dbitos,
porém o mesmo ainda ndo foi observado no Brasil. Conclusdes: A pandemia afetou
substancialmente os servigos de diagndstico, tratamento e prevencdo da tuberculose,
retrocedendo anos de progresso no enfrentamento da doenca. S&o inumeros os fatores que
levaram a essa condicdo, sendo fundamental mais estudos acerca do tema. E urgente a
necessidade de restaurar o acesso e a prestacao de servicos essenciais a tuberculose.

Palavras—chave: impactos na salde publica; pandemia por COVID-19; tuberculose
pulmonar

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma chaga milenar causada por espécies do complexo
Mycobacterium tuberculosis, sendo a M. tuberculosis a mais importante em satde publica,
conhecida também por bacilo de Koch (BK). A TB geralmente acomete os pulmdes, sendo
denominada TB pulmonar, porém pode atingir varios outros 6rgaos (TB extrapulmonar)
(BRASIL, 2019). Qualquer individuo pode ser infectado pelo bacilo, porém algumas
populacbes sdo mais vulneraveis a desenvolver a doenga, como aquelas em situagdo de
pobreza, desnutricdo, infeccdo por HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), tabagismo e
diabetes (WHO, 2022). Casos suspeitos de TB pulmonar ou extrapulmonar precisam ser
confirmados por critério laboratorial, para isso, devem apresentar a0 menos uma amostra
positiva em exame de baciloscopia, teste rapido molecular ou cultura (BRASIL,2022a). Em
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2015, a tuberculose se tornou a principal causa de morte por doencgas infecciosas no mundo
(SILVA, D. R. et al., 2021). Neste mesmo ano, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
propOs acabar a epidemia da doenca através da Estratégia pelo Fim da Tuberculose,
reduzindo o ndmero de 6bitos pela doengca em 95% e a incidéncia em 90%, até 2035
(WHO,2022).

A COVID-19 é causada por um coronavirus, 0 SARS-CoV-2 (sindrome respiratoria
aguda grave coronavirus 2), surgiu em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, provincia
de Hubei, na China, quando foram relatados os primeiros casos de uma pneumonia até entédo
de origem desconhecida que rapidamente se alastrou pelo mundo, sendo declarada pandemia
pela OMS em 11 de marco de 2020 (COSTA, et al., 2022). Frente a essa emergéncia
pandémica e as altas taxas de mortalidade, os sistema de salde do Brasil e do mundo
precisaram se adaptar, sendo necessario reorganizar 0s servicos, o que incluiu o desvio de
recursos humanos, financeiros, equipamentos e insumos da TB para a COVID-19,
comprometendo a assisténcia aos pacientes acometidos pelo bacilo de Koch (HINO, et al.,
2021; SOUZA, et al., 2022) Além disso, por ndao haver tratamento e nem vacinas para
a nova doenca, medidas como intensificacdo da higiene, uso de mascara e distanciamento
social foram adotadas em ambito mundial. As restri¢fes de circulacdo geraram dificuldade
de acesso a servicos de tratamento e diagndstico da TB (SILVA; GARRIDO, 2021).

N&o é a primeira vez que o atendimento a tuberculose é comprometido, 0 mesmo
ocorreu durante desastres naturais, guerras e grandes surtos de doencas virais, tal como o
Ebola na Africa Ocidental e 0 MERS-CoV (Sindrome respiratéria do Oriente Médio) na
Arabia Saudita, 0 que aumentou a carga da doenca nos anos subsequentes (ALENE;
WANGDI; CLEMENTS, 2020).

Apesar de ser uma doenca curavel e evitavel, a tuberculose ainda € um dos principais
problemas de saude publica e uma das principais causas de morte em todo o0 mundo (WHO,
2022). A pandemia de COVID-19 provocou um atraso no combate a TB, retrocedendo anos
de progresso no enfrentamento da doencga, assim como consequéncias significativas no seu
diagnostico, tratamento e prevencdo. O objetivo deste trabalho é demonstrar o impacto da
pandemia nos indicadores epidemiol6gicos da tuberculose na esfera global e nacional,
buscando identificar os possiveis fatores para o estabelecimento dessa condi¢do e estratégias
que possam minimizar os percal¢os gerados pela COVID-109.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho trata-se de uma revisdo de literatura baseada em artigos e outras
bibliografias cientificas disponiveis nas plataformas eletrénicas BVS — Biblioteca Virtual
em Salde, PubMed, SciELO — Scientific Eletronic Library Online e Google Académico. Os
descritores utilizados foram: Tuberculose, Impacto e COVID-19, assim como suas
respectivas traducdes em inglés. Os trabalhos selecionados compreendem o periodo de 2020
a 2022. Também foram levantados dados de boletins epidemiolégicos do Ministério da
Saude, relatérios da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), manuais, além de outras
publicacdes oficiais. Tais informagdes foram analisadas e transformadas em graficos e
tabelas para melhor visualizagéo e interpretacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A nivel mundial, o impacto mais importante da pandemia foi a redugcdo no nimero
de pessoas recém diagnosticadas e relatadas (notificadas) com TB. Observa-se na Tabela 1
uma queda acentuada no ano onde foi declarada pandemia em relagcdo a 2019, com uma
breve recuperacdo em 2021. Os 5,8 milhGes de casos notificados em 2020 fez com que o
mundo voltasse ao patamar de 2012. Nota-se também a discrepancia entre as mais de 10
milhGes de pessoas que adoeceram em 2020 e 2021 e quantas dessas foram notificadas,
totalizando uma diferenca de mais de 4 milhdes de individuos que, portanto, ndo foram
diagnosticados e tratados para TB (WHO, 2022).

Tabela 1: Tuberculose no mundo

2019 2020 2021
Pessoas que
adoeceram por TB 10,3 10,1 10,6
(milhGes)
Casos notificados 7,1 5,8 6,4
(milhdes)
Obitos (milhdes) 1,2 1,3 1,4
Incidéncia /100 mil 134 129 134
hab.
Casos de TB - 59 63
pulmonar (%) *
Cobertura de 69 58 61
tratamento (%)
Pessoas tratadas 181.533 150.469 161.746
para TB resistente
Tratamento
preventivo 3,6 3,2 3,5
(milhges)
Pessoas com TB - 437.000 450.000
resistente
Gastos (bilhoes) US$ 6,0 US$ 5,5 US$ 5,4

Fonte: World Health Organization 2022.
* confirmados bacteriologicamente

A primeira consequéncia disso € um aumento no nimero de 6bitos uma vez que sem
o devido tratamento a doenca apresenta alta mortalidade. Houve um acréscimo no nimero
de mortes apds 2019, o que ndo acontecia ha mais de uma década. Outro efeito € uma maior
transmissao comunitaria do bacilo, j& que muitos individuos ndo estdo sendo tratados.
Agueles que sdo infectados podem demorar de semanas a décadas para desenvolver a
doenca, sendo assim, o impacto na incidéncia € mais tardio. Tal fenémeno néo foi percebido
em 2020, pelo contrario, houve uma queda na incidéncia neste ano, porém em 2021, com
um ano a mais para que a doenca se manifestasse, ja se observa uma elevacdo desse
indicador, indo contra a tendéncia de declinio de 2% ao ano como ocorreu na maior parte
das ultimas duas décadas. A perspectiva é que os Obitos e a incidéncia de TB continuem
aumentando (WHO, 2022).

Sobre a cobertura do tratamento, observa-se que houve uma recuperacdo dos
nameros, mas sem atingir aqueles anteriores a pandemia. O tratamento preventivo, que visa
prevenir a progressao da infeccdo para a doenca ativa, também mostrou melhoria em 2021.
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O numero de pessoas que desenvolveram TB resistente a medicamentos (TB-DR) aumentou
em 2021, ap6s manter estabilidade desde 2015. Por outro lado, 0 nimero de pessoas tratadas
para TB resistente em 2021 foi maior do que em 2020 (WHO, 2022).

Sabe-se que para o controle da tuberculose é necessario muito investimento em
servicos de diagnostico, tratamento e prevencao da doenca, entretanto o baixo financiamento
anual ainda é um obstaculo. Os US$ 5,4 bilhdes gastos em 2021 correspondem a apenas 42%
da meta global anual de US$ 13 bilhdes (WHO,2022).

No Brasil, seguindo o que foi visto mundialmente, observa-se na Tabela 2 um
declinio na notificacdo de casos de TB (novos ou retratamento). Em maio de 2020 tal
parametro caiu 34% em relacdo ao mesmo periodo de 2019. J4 em 2021, a maior queda em
relagcdo ao ano anterior foi de 29,3% e ocorreu em dezembro. A diminuicdo da notificagéo
dos casos refletiu na queda do coeficiente de incidéncia da doenca apds 2019. (BRASIL,
2021,2022b).

Tabela 2: Tuberculose no Brasil

2019 2020 2021
Incidéncia /100 mil 37,1 32,6 32,0
hab.
NotificacOes de
casos de TB (novos 93.208 83.741 82.680
e retratamentos)
Casos novos de TB 73,6 73,0 72,3
pulmonar (%) *
Abandono (%) ** 12,4 12,9 -
Cura (%) ** 73,3 68,4 -

Coeficiente de
mortalidade por 2,2 21 -
TB/100 mil hab.
Fonte: Boletim Epidemiol6gico 2022.
* confirmados por critério laboratorial, ou seja, com pelo menos um resultado positivo nos exames de
baciloscopia de escarro, TRM-TB ou cultura.
**entre 0s casos novos de TB pulmonar confirmados por critério laboratorial.

Em relacdo aos desfechos da doenca, 68,4% dos casos novos de TB pulmonar
confirmados por critério laboratorial encerraram o tratamento como cura e 12,9% dos casos
como abandono. Ambos os desfechos apresentaram piora em relagdo a 2019. Ainda assim,
2019 também ndo atingiu o percentual de cura superior a 85% e o abandono inferior a 5%,
estabelecido pela OMS. Quanto ao coeficiente de mortalidade no Brasil, ele permaneceu
inalterado nos ultimos anos, variando de 2,1 a 2,3. Apesar disso, esse fato gera preocupacao
ja que uma menor deteccdo de casos novos e a perda de seguimento do tratamento podera
gerar um aumento da mortalidade pela doenga nos proximos anos (BRASIL, 2017,2022b).

O cenario descrito até agora pode ser justificado por alguns fatores. Um dos
obstaculos € a semelhanga entre a tuberculose e a COVID-19. Ambas se manifestam com
febre e sintomas respiratorios, dificultando o diagnostico diferencial, além de poderem
ocorrer simultaneamente (SILVA, D. R. et al., 2021).

A fim de conter o Sars-Cov-2, medidas de enfrentamento a pandemia foram adotadas
como o distanciamento social, quarentena e o uso de mascaras faciais. Nao propositalmente,
isso contribuiu para a reducdo da transmissdo da tuberculose, a qual é semelhante a da
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COVID-19. Por outro lado, as pessoas passaram mais tempo em casa, 0 que constitui um
fator importante para a propagacdo da doenca, o contato domiciliar. A longo prazo isso
poderd levar a um aumento no numero de casos pela doenca (MIGLIORI et al., 2022;
ALENE; WANGDI; CLEMENTS, 2020)

As restricOes dificultaram o acesso aos servigos de saude juntamente com o medo de
infeccdo pelo Sars-cov-2 e 0 estigma associado a semelhanca dos sintomas da TB e COVID-
19, tudo isso comprometeu ndo s6 o diagnostico como também a adesdo e continuidade do
tratamento (WHO, 2022; ALENE; WANGDI; CLEMENTS, 2020). O diagnéstico tardio,
tratamento irregular ou abandono favorecem o desenvolvimento de resisténcia e nos
préximos anos pode ocorrer um aumento da carga de tuberculose multirresistente (TBMR)
(SILVA, D. R. etal., 2021).

Em 2020, muitos paises relataram realocacdo de recursos humanos e financeiros da
TB para a COVID-19 (WHO, 2020). O mau rastreamento da doenca e a ndo notificacdo de
casos também é um possivel problema gerado pela COVID-19 (SOUZA, et al.,2022). Além
disso, outros determinantes da TB foram afetados com a pandemia, como desnutri¢do,
pobreza e renda per capita 0 que ja pode estar influenciando tanto a incidéncia quanto a
mortalidade por TB, uma vez que esses sdo reconhecidamente fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca (WHO,2022).

CONCLUSOES

A pandemia afetou substancialmente os servicos de diagnostico, tratamento e
prevencdo da tuberculose, retrocedendo anos de progresso no enfrentamento da doenca. As
metas globais para a sua eliminacéo encontram-se fora do caminho. S&o inimeros os fatores
que levaram a essa condicdo, sendo fundamental mais estudos acerca do tema. Ha& grande
necessidade de restaurar 0 acesso e a prestacdo de servigos essenciais a TB, intensificando
investimentos, principalmente em pesquisa, a fim de encontrar novos produtos e estratégias
para o controle da doenga.
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Resumo: A resisténcia antimicrobiana representa uma ameaca sanitaria global crescente e
deve ser abordada com urgéncia e de forma integrada (salude humana, animal e meio
ambiente) em virtude do risco de tratamento ineficaz de infec¢bes causadas por
microrganismos, resultando em enfermidades mais prolongadas e com maior mortalidade.
Existem dois mecanismos capazes de atribuir resisténcia, por muta¢cdes no cromossomo ou
transferéncia horizontal entre bactérias de genes presentes em plasmideos, integrons ou
transposons. O integron de classe 1 é um dos mecanismos mais comuns que confere
resisténcia aos antibidticos como  p-lactdmicos, cloranfenicol, sulfonamidas,
aminoglicosideos, entre outros. Atualmente, as cepas de Escherichia coli sdo consideradas
importantes reservatorios de genes de resisténcia. O objetivo do presente estudo foi pesquisar
genes de resisténcia aos antimicrobianos (blacTx-m-15, blaoxa-23, erm(B), sull, tetA e tetB) e
o integron de classe 1 (intl1), pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase, em cepas de
E. coli isoladas de amostras de 4gua para consumo humano, no estado de Séo Paulo. Do total
de cepas analisadas (n=50), 10% apresentou ao menos um dos seis genes de resisténcia,
sendo tetA (6%) o de maior ocorréncia seguido do tetB (4%) e sull (2%). Uma cepa (2%)
isolada de 4gua de poco apresentou positividade, simultaneamente, para 0s genes tetB e sull.
Os genes blacTtx-m-15, blaoxa-23 € erm(B) ndo foram detectados. O gene do elemento genético
movel intl1 foi encontrado em um isolado (2%). Os resultados encontrados demonstram que
E. coli isoladas de agua de fontes alternativas podem disseminar genes de resisténcia e
elementos genéticos associados a expressao de resisténcia aos antimicrobianos.

Palavras—chave: Escherichia coli, Resisténcia a antibi6ticos, Integrons, Agua para
consumo humano.

INTRODUCAO

O acesso a agua limpa e segura é considerado um recurso essencial para a vida,
entretanto, no Brasil, 15,9% da populacdo ndo tem acesso a agua tratada (SNIS, 2020). Em
regides sem acesso ao sistema de abastecimento publico é comum o uso de po¢os, minas e
nascentes, porém tais fontes podem representar risco a populacdo, uma vez que pode haver
a contaminacdo pelo escoamento de aguas de terras agricolas e depdsito de efluentes sem
tratamento (CABRAL, 2010; FAYER; MORGAN; UPTON, 2000).

No Brasil, a avaliacdo da qualidade microbioldgica da agua € realizada por meio da
pesquisa de Escherichia coli (BRASIL, 2021). A bactéria é amplamente utilizada como
indicador de contaminacédo fecal em amostras de agua e sua presenca pode estar associada a
presenca de microrganismos patogénicos (NAVAB-DANESHMAND et. al., 2018).
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A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa uma das maiores ameacas a saude
global e deve ser abordada de forma integrada (saide humana, animal e meio ambiente)
como conceito de Satde Unica ou One Health (WHO, 2021). Estima-se que 1,27 milho de
mortes ocorreram em decorréncia da RAM e as bactérias responsaveis pela maioria das
infeccdes foram: E. coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (MURRAY et al., 2022).

E. coli tém sido descritas como reservatorios de genes de resisténcia e, em ambientes
aquaticos, desempenham papel importante na disseminacdo de resisténcia entre bactérias
patogénicas e comensais, 0 que gera preocupacdo para a saude publica. Considerando a
escassez de dados sobre 0 tema em cepas isoladas de agua de consumo e a importancia
epidemioldgica de cepas resistentes aos antimicrobianos, o presente estudo teve como
objetivo pesquisar genes de resisténcia aos antimicrobianos e o integron de classe 1 em cepas
de E. coli isoladas de amostras de agua para 0 consumo humano.

MATERIAL E METODOS

Cepas

Foram analisadas 50 cepas de E. coli provenientes de 50 amostras de agua para o
consumo humano, sendo 32 de 4gua de poco, 13 de mina, 3 de nascente e 2 de abastecimento
publico. As amostras foram coletadas no Estado de S&o Paulo, no periodo de 2010 a 2011 e
analisadas para avaliacdo da potabilidade no Nucleo de Microbiologia, do Instituto Adolfo
Lutz.

O isolamento de E. coli foi realizado a partir dos métodos de presenca-auséncia ou
substrato enziméatico cromogénico e fluorogénico e a identificagdo bioquimica da espécie
realizada por meio do IMViC (APHA, 2005). Os 50 isolados de E. coli foram testados pela
técnica de reagdo em cadeia de polimerase para deteccdo de cepas diarreiogénicas e apenas
uma, proveniente de agua de poco, foi identificada como E. coli enteropatogénica (EPEC)
tipica (DE MELLO, 2014). As cepas foram armazenadas em Brain Heart Infusion (BHI)
com glicerol, a -20°C.

Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

A extracdo de DNA foi efetuada utilizando kit de extragdo QIAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen™, USA), sequindo as instrugcdes do fabricante. Os extraidos de DNA foram
armazenados a -20°C até 0 momento de uso. A pesquisa dos genes de resisténcia blactx-m-1s,
blaoxa-23, erm(B), tetA, tetB e do integron da classe 1 intl1 foi realizada pela PCR. Os genes
tetA e tetB, blacTx-m-15, blaoxa-23, erm(B) e intl1 foram pesquisados segundo metodologias
descritas na literatura (Randall et al., 2004; Liaqgat et al., 2022; Pajand et al., 2013; Knapp
et al., 2010; Barraud et al., 2010), com modificacdes. Como controle positivo foram
utilizadas cepas positivas para 0s genes estudados e como controle negativo agua ultrapura
livre de DNases e RNases. Os produtos amplificados foram revelados em gel de agarose
(Ultrapure™, Invitrogen™, EUA) a 1,5% em tamp&o TBE 1x, contendo 0,5 pL de brometo
de etidio. A eletroforese foi realizada a 100V/ 60 minutos em cuba horizontal contendo TBE
1x e o gel foi visualizado em transiluminador de luz UV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 50 cepas analisadas de E. coli isoladas de dgua para consumo humano,
cinco (10%) apresentaram pelo menos um dos genes de resisténcia estudados. Dentre estas,
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a maior ocorréncia foi observada em cepas isoladas de amostras de agua de nascente
(66,7%), seguido de poco (12,5%) e mina (7,69%). Nas amostras de 4gua de abastecimento
pablico nenhum gene foi detectado (Tabela 1). A cepa de E. coli diarreiogénica, EPEC,
avaliada ndo apresentou nenhum dos genes de resisténcia e nem do integron, provavelmente
porque a resisténcia antimicrobiana esta significantemente associada & auséncia de genes de
viruléncia (SUKUMARAN; MOHAMED HATHA, 2015).

Uma cepa (2%) isolada de agua de poco apresentou positividade, simultaneamente,
para os genes tetB e sull. A presenca de E. coli multirresistente em ambiente aquatico pode
favorecer a disseminagdo de genes de resisténcia para diferentes ambientes e
microrganismos e dificultar o tratamento de infeccbes no homem e nos animais
(TALUKDAR et al., 2013).

Tabela 1. Distribuicdo dos genes de resisténcia e do integron de classe 1 nas cepas de E.
coli provenientes de agua para o consumo humano.

Origem Total

Genes . T : ol

Abastecimento publico Mina Nascente Pogo (n=50)

(n=2) (n=13) (n=3) (n=32)

blacTx-m-15 0 0 0 0 0
blaoxa-23 0 0 0 0 0
erm(B) 0 0 0 0 0
sull 0 0 0 1 1
tetA 0 1 1 1 3
tetB 0 0 0 2 2
intll 0 0 1 0 1

Os genes de resisténcia a tetraciclina, tetA e tetB foram os de maior ocorréncia com
6% e 4% , respectivamente. A resisténcia a tetraciclina é amplamente observada em
ambientes naturais e também em é&gua potavel (ARAUJO et al., 2017; CHATURVEDI et
al., 2021; FALGENHAUER et al., 2021). Na medicina veterindria, as tetraciclinas sdo
amplamente utilizadas e o contato proximo de ambiente aquaticos com o solo contaminado
com estrume dos animais pode favorecer alta pressdo seletiva exercida sobre o
desenvolvimento de resisténcia e a disseminacdo mediada por elementos mdveis na agua
(AGERS@; SANDVANG, 2005; WOAH, 2020).

Com relagdo ao gene sull, a ocorréncia observada foi de 2%, a menor entre 0s genes
detectados no presente estudo. Resultado semelhante foi encontrado em amostras de agua
coletadas de torneiras de residéncias na Escocia, em que 5,4% das cepas continham o gene
(KHAN; KNAPP; BEATTIE, 2016). Por outro lado, uma alta ocorréncia (95,8%) foi
relatada por Amarasiri et al. (2022), em amostras de dgua de poc¢os e nascentes do Nepal,
possivelmente pelos locais de coleta serem préximos de efluentes de farmécias e agougues.

Quanto a pesquisa do gene intl1, que codifica o integron de classe 1, 2% das cepas
analisadas carreavam o gene. Ozgumus et al. (2007) obteve percentual similar, detectando
intl1 em 2,5% dos isolados de E. coli. Resultados diferentes foram relatados por Ramalho et
al. (2022), que nao detectaram o gene em amostras de agua potavel pds tratamento no sul do
Brasil e Amarasiri et al. (2022) que observaram uma ocorréncia significativa de 87,5% nas
amostras de agua de pocos e nascentes no Nepal.
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Vale ressaltar, que a cepa que carreava o gene intl1 também apresentava o gene tetA,
entretanto, dentro dos limites do estudo, ndo foi possivel afirmar que o isolado tenha
adquirido o gene de resisténcia a tetraciclina por meio do integron. Mas, diversos estudos
tem demonstrado que intl1 pode desempenhar papel fundamental na disseminacao de genes
de resisténcia em agua potavel (KOCZURA et al., 2016; ZHANG et al., 2020; ZHAO et al.,
2001).

Na presente pesquisa ndo foi observada a presencga simultanea do gene sull com o
intl1, sugerindo que o integron de classe 1 encontrado em uma das amostras se trata,
possivelmente, de um ndo classico, forma em que a presenca do gene de resisténcia a
sulfonamida néo é obrigatdria (SU et al., 2012).

Nenhuma cepa de E. coli analisada apresentou os genes blactx-m-15 € blaoxa-23 que
codificam a resisténcia a B-lactamicos. Talukdar et al. (2013) obtiveram resultado distinto
ao analisar isolados de E. coli de amostras de &4gua de torneiras de uma comunidade em
Bangladesh, sendo que dos 22 isolados positivos para ESBL, 20 apresentaram o gene blactx-
m-15. Estudos vém indicando o aumento de p-lactamases do tipo CTX-M em
Enterobacteriaceae e, em algumas regides, ja é predominante (EJAZ et al., 2021,
FALAGAS; KARAGEORGOPOULOQOS, 2009; PAVEZ et al., 2019) portanto, a pesquisa
desses genes se faz necessaria.

N&o foram encontrados estudos sobre a pesquisa do gene blaoxa-23 em agua para
consumo humano, apenas em amostras de agua de rios e aguas residuais, nos quais nédo foi
detectado (AZAM et al., 2018; SHAMSIZADEH et al., 2021), demonstrando a baixa
ocorréncia em ambiente aquético.

O gene erm(B) também néo foi detectado entre as cepas estudadas, o que corrobora
com os resultados de outros estudos com cepas isoladas de agua para o consumo humano
(BERGERON et al., 2015; RAMALHO et al., 2022).

CONCLUSAO

Os resultados encontrados demonstram que E. coli isoladas de agua de fontes
alternativas podem disseminar genes de resisténcia e elementos genéticos associados a
expressdo de resisténcia aos antimicrobianos. Portanto, o monitoramento do perfil de
resisténcia em microrganismos oriundos de ambientes aquéaticos é fundamental para uma
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia e na sua disseminacéo, além
de poder contribuir para a implementacdo de estratégias de prevencao e controle com foco
no conceito de Sadde Unica (salide humana, animal e meio ambiente).
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RESUMO

A poliomielite é uma doenca antiga altamente infecciosa que afeta principalmente criangas
menores de cinco anos. E de transmissdo fecal oral, cuja infeccdo pode gerar desde casos
assintomaticos a PFA com sequelas e risco de morte. Ndo possui tratamento especifico e o
principal meio de prevencdo é a vacinacdo. O presente trabalho possui como objetivo
verificar as possibilidades de reintroducéo da poliomielite no Brasil realizando uma revisdo
bibliografica ndo sistematica por meio de pesquisa com palavras-chave e termos descritores:
Paralisia-infantil, Poliomielite, Vacina Oral poliomielite, Vacina Salk, Cobertura de
vacinacdo, em diversas bases de dados, alem de notificacdes e informes oficiais como do
Ministério da Saude, sites oficiais e a base DATASUS. A baixa taxa de vacinacdo € o
principal risco para reintroducdo em areas que apresentem erradicacdo da polio, e outros
fatores que podem agrava-lo sdo os intensos fluxos de viagens internacionais e falta de um
sistema de investigacdo epidemioldgica ativo. No Brasil, as taxas de vacinacdo em todas as
regibes apresentam tendéncia de queda e mantem-se abaixo de 95% desde 2016 e tiveram
um agravamento durante o periodo de pandemia pelo SarsCoV-2. A baixa cobertura vacinal
para a poliomielite levou a classificagdo do Brasil com muito alto risco de reintrodugéo da
poliomielite.

Palavras Chave: cobertura de vacinacgdo; poliomielite

INTRODUCAO

A poliomielite também conhecida como “paralisia infantil” trata-se de uma doenca
aguda causada pela infeccdo por poliovirus, podendo apresentar desde casos clinicos
inaparentes a classica paralisia flacida aguda de forma assimétrica, em pessoas de qualquer
faixa etaria, mas principalmente em criancas abaixo dos cinco anos (MIN DA SAUDE,
2021). Os poliovirus pertencem ao género dos enterovirus, sdo pequenos com cerca de 30
nandmetros de diametro e RNA fita simples sentido positivo, ndo sdo envelopados e possuem
capsideo em formato icosaédrico. Apresentam sorotipos 1, 2 e 3 (CVE, 2022;
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MEHNDIRATTA, 2014). Presentes no ambiente ou em seres humanos podem ser divididos
em diferentes categorias: Selvagem, Virus da Vacina e Virus derivados vacinais. (CVE,
2022; OMS, OPAS, 2022 a).

Poliovirus selvagens ndo apresentam correlacdo com a cepa utilizada na vacina oral
contra a poliomielite e sdo os virus em sua forma natural, Virus de vacina sdo poliovirus
atenuados utilizados na vacina oral contra a poliomielite e poliovirus derivados da vacina
podem ser categorizados em circulantes cVDPV), associado a imunodeficiéncia e ambiguos
(CVE, 2022; OMS, OPAS, 2022 a).

Na utilizacdo da vacina oral contra a poliomielite o virus enfraquecido passa a
replicar-se no intestino por um periodo de tempo, durante este periodo o virus enfraquecido
também é eliminado nas fezes, porém, quando o virus circula no ambiente por um periodo
longo de tempo pode sofrer mutagdes que Ihe conferem novamente capacidade patogénica,
e esses sdo 0s cVDPV, ocorrendo por exemplo em regides que apresentem baixa cobertura
vacinal (DIVE, 2022).

A via fecal-oral € a principal forma de transmisséo, o periodo de incubacéo é de 7 a
10 dias, porém pode variar de 4 a 35 dias (DOURADO, 2022; MEHNDIRATTA, 2014). As
formas da doenca sdo: Assintomatica, Abortiva, Meningite asseptica e Formas paraliticas,
nas formas mais graves ocorre paralisia dos musculos que auxiliam a respiracéo e degluticao,
havendo risco de morte. N&o ha tratamento especifico, pode haver tratamento sintomatico e
que busque a melhora de sequelas (MIN DA SAUDE, 2021).

O objetivo deste trabalho € descrever sobre a Poliomielite e revisar na literatura
disponivel as possibilidades de sua reintroducéo no Brasil por meio da descricdo das acfes
de vigilancia das paralisias flacidas e avaliagcdo da cobertura vacinal contra a poliomielite no
Brasil no periodo de 2012 a 2022, além de verificar o cenario epidemioldgico atual da
poliomielite mundialmente.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um trabalho de revisdo de literatura, ndo sistematico, utilizando
informacdes em bases de dados como: Biblioteca virtual em satde (BVS), Scielo e Pubmed,
além de notificacOes e informes oficiais como do Ministério da Salde, Sociedade Brasileira
de imunizagdes (Sbim) e da Organizacéo Panamericana da satde (OPAS), sites oficiais como
o do Instituto Butantan e a base DATASUS. Na base DATASUS, do Ministério da Salde,
foram obtidos dados de 2012 a 2022, sendo os dados de 2022 parciais. Para as demais fontes
ndo foi especificado um periodo de tempo desde que possuissem informacdes relevantes ao
tema. Foram utilizados termos descritores: Paralisiainfantil, Poliomielite, Vacina Oral
poliomielite, Vacina Salk, Cobertura de vacinagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente Afeganistdo e Paquistdo sdo paises em que ainda ocorre a transmisséo
endémica do poliovirus selvagem tipo 1. Em outros paises, o que pode ocorrer sdo surtos de
casos epidémicos, em que viajantes reintroduzem o virus de origem de paises endémicos ou
casos de origem vacinal (CVE, 2022).

Em novembro de 2021 um caso de paralisia flacida aguda em uma crianga menor de
5 anos causada por poliovirus selvagem tipo 1 ocorreu em Malawi, a Africa ndo teve seu
titulo de regido livre de poliovirus selvagem retirado, isso ocorreu devido a anélise
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laboratorial indicar que tratava-se de um poliovirus selvagem de origem no Paquistdo em
2019 (OMS, OPAS, 2022 b).

Em Julho de 2022 no condado de Rockland, Nova lorque, foi confirmado um caso de
poliomielite paralitica com sequelas causada por poliovirus derivado vacinal tipo 2 em um
adulto ndo vacinado (CDC, 2022). Na América, em resposta a estes ocorridos, a OPAS
sugere que os paises mantenham uma boa taxa de vacinacdo, vigilancia e um plano de
resposta a surtos de poliomielite atualizado (OMS, OPAS, 2022 c, 2022 d).

Polio no Brasil

Ja ocorriam casos esporadicos, mas o primeiro surto de poliomielite no Brasil ocorreu
em 1911. Em 1955, a vacina criada por SALK comecou a ser utilizada em pequenas
proporcdes, em 1960 ocorreu a V Conferéncia Internacional da Poliomielite, e um dos
assuntos tratados era a eficacia da vacina oral, que foi adotada no Brasil em 1961, em
experiéncias de vacinacdo em massa (CAMPOS, 2003). Até 1974 ndo havia vigilancia e
investigacdo, os estados apenas notificavam os casos, entdo, foi implementado o sistema
nacional de vigilancia epidemioldgica. No Brasil, o Gltimo caso de poélio por virus selvagem
ocorreu em 1989.

No Para uma crianca de trés anos apresentou PFA dois dias apds receber uma dose
de vacina atenuada, o que torna supostamente atribuivel a vacina. Ela teve uma boa evolugéo
e recuperacdo. Segundo o Ministério da Saude, desde 1989 até 2012, com as aplicacdes da
vacina oral ocorreram 50 casos de pdlio vacinal no Brasil, e a partir de 2012 com a introdu¢édo
da vacina inativada ndo ocorreu mais nenhum caso, 0 caso de PFA no Pard ndo altera o
cenario epidemioldgico no pais de certificacdo de eliminacdo da pélio (MIN DA SAUDE,
2022 a).

O monitoramento da poliomielite é realizado através de um sistema de vigilancia das
paralisias flacidas agudas de acordo com critérios estabelecidos pela OMS (CVE, 2022).
Todo caso de PFA em menores de 15 anos e suspeita de poliomielite em qualquer idade € de
notificacdo compulsoéria imediata em todo o pais, a notificacdo deve ser realizada no SINAN
com o preenchimento e envio de uma ficha especifica (CVE, 2022).

Deve ocorrer investigacdo imediata de todos os casos de PFA, idealmente em até 48
horas ap6s conhecimento e notificacdo de casos suspeitos. Outras medidas sdo notificacao
semanal negativa e busca ativa de casos para identificacao de casos de subnotificacdo (CVE,
2022).

Faz parte do programa nacional de imunizag¢fes as vacinas do tipo inativada via
intramuscular e atenuada via oral, com um publico alvo de criangas menores dos 5 anos de
idade e o objetivo é alcangar uma cobertura vacinal de 95% (MIN DA SAUDE, 2022 b).
(MIN DA SAUDE, 2022 b).

Quadro 2. Coberturas vacinais poliomielite por regido no Brasil, 2012-2022
Regido | 2012 2013 2014 2015 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 2022

Total | 96,55 | 100,71 | 96,76 98,29 | 84,43 | 84,74 | 89,54 | 84,19 | 76,17 | 70,00 | 41,45

Norte 96,00 | 96,47 90,05 88,16 | 72,28 | 75,67 | 77,06 | 79,59 | 65,16 | 61,30 | 38,22

Nordes te 95,63 | 100,44 | 96,50 | 100,44 | 81,55 | 81,92 | 90,04 | 82,73 | 71,97 | 66,72 | 41,69
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Sudeste | 97,40 | 100,18 | 97,15 | 100,52 | 86,31 | 87,56 | 92,66 | 84,54 | 77,83 | 70,76 | 40,24

Sul 94,82 | 101,47 | 97,18 95,57 | 87,50 | 89,82 | 89,91 | 89,04 | 86,22 | 79,52 | 44,42

Centro | 99,44 | 109,00 | 104,05 | 97,88 | 96,15 | 84,44 | 88,59 | 85,40 | 80,12 | 73,59 | 4558
Oeste

Fonte: Tabnet DATASUS, 2022

Quadro 1. Coberturas vacinais de polio no Brasil 2012-2022

ANO Vacinagao poliomielite
2012 96.55%
2013 100.71%
2014 96.76%
2015 98.29%
2016 84.43%
2017 84.74%
2018 89.54%
2019 84.19%
2020 76.15%
2021 70%
2022 41.32%

Fonte: Tabnet DATASUS, 2022

A taxa de cobertura vacinal nacional atingiu um valor abaixo dos 95% recomendado
em 2016 e desde entdo é observada a tendéncia de queda chegando aos 70% em 2021. Ha
também disparidades de acordo com as regifes do pais, em 2014, a regido Norte foi a
primeira a atingir uma cobertura abaixo dos 95% e, em 2021, a cobertura vacinal na regido
Norte foi a menor do pais (BEZERRA, 2022). OPAS alerta que a cobertura vacinal contra
a poliomielite caiu para abaixo dos 80% em grande parte dos paises da América, sendo quatro
paises com muito alto risco de reintroducéo: Peru, Haiti, Republica Dominicana e o Brasil.

A pandemia causada pelo SARS-CoV-2 teve importante impacto em doencas que
podem ser prevenidas por meio da vacinacdo, véarias doencas e tratamentos foram
negligenciados. (DENNIS, 2022). Com o “desaparecimento” das doengas, por meio de
controle por imunizacdo, a importancia da vacinacao pode passar a nao ser mais percebida
(CONASS, 2017). Segundo Dennis Minoru, 2022, a pandemia nédo foi a causa da queda da
cobertura vacinal que teve inicio nos Gltimos 6 anos, porém como pode ser observado no
estudo de PROCIANOY, 2022 sobre o impacto da pandemia na imunizacdo de criangas
menores de um ano de idade diversas vacinas obtiveram os menores valores histéricos de
cobertura vacinal nessa populagéo, € possivel retirar destes dados a conclusdo de que a
pandemia ndo causou, porém agravou tal queda.

CONSIDERACOES FINAIS

Enquanto houver transmissao de poliovirus, todos os paises ainda apresentam risco
de casos importados. Principalmente em regides de baixa cobertura vacinal, um fluxo intenso
de pessoas com viagens internacionais e relacdes econbmicas pode favorecer tais
importagdes.

[
N
Xo)
s

L



A vacinacdo é o meio mais importante de prevencdo a poliomielite, e a OMS
recomenda uma cobertura vacinal acima de 95% para evitar o risco de reintrodugéo. A baixa
cobertura vacinal é o maior fator de risco para propagacdo de poliovirus selvagens e abre
brechas para que o virus enfraquecido vacinal fique circulando no ambiente por longos
periodos e recupere sua viruléncia. De acordo com os dados obtidos no DATASUS no
Brasil, a cobertura vacinal nacional vem apresentando tendéncia de queda e esta abaixo do
recomendado desde 2016 em todas as regides do pais. A pandemia pode ter tido importante
impacto para o agravamento de tal queda.
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RESUMO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) continua pandémica, e no final da
década de 80 foi iniciado o uso da terapia antirretroviral (TARV) com o objetivo de elevar
a expectativa de vida de pessoas vivendo com HIV (PVHIV). A falha viroldgica (FV) é a
falta de supressdo da carga viral (CV-HIV), sendo a principal consequéncia da ma adeséo,
caracterizada pela CV-HIV >1000 cépias em PVHIV em uso da TARV. Diferentes
defini¢bes de viremia baixa persistente (VBP) sdo observadas na literatura, e sua origem
permanece incerta. O objetivo desse estudo foi descrever o perfil de resisténcia genotipica
de pacientes com FV, em especial com VBP a partir de sequéncias virais de PVHIV
encaminhados para genotipagem no Instituto Adolfo Lutz durante Janeiro de 2016 a
Dezembro de 2018. A metodologia aplicada foi com base na extracdo de RNA do plasma de
PVHIV, com avaliacdo do grau de susceptibilidade genética (GSS) a antirretrovirais no
Stanford University HIV Drug Resistance Database. Foi observado que 271/341 sequéncias
foram classificadas como VBP e 40/341 classificadas como FV. O grupo VPB apresentou
maior exposic¢do aos inibidores de protease e maior resisténcia genotipica a atazanavir e
efavirenz. Concluimos que entender a VBP como uma forma de pré falha € de extrema
importancia. Esse trabalho enfatiza a necessidade da atencdo a pacientes com quadro de
VBP, reforcando a necessidade da periodicidade da realizacdo dos testes dosagem da CV-
HIV para o acompanhamento da evolucdo da infeccdo, e testes de genotipagem para
avaliacdo da efetividade do esquema terapéutico.

Palavras—chave: falha virologica; HIV; mutacdes de resisténcia; viremia baixa persistente

INTRODUCAO

Pertencente a familia retroviridae e género lentivirus o HIV possui copias de RNA
cadeia simples e enzimas como transcriptase reversa (TR), integrase (INT) e protease (PR)
(BRASIL, 2018). O ciclo de replicacdo comeca na adsorcdo do HIV a célula hospedeira
devido a interagdo entre proteinas presentes no envelope viral (gp 120) e receptores (CD4)
ou correceptores (CCR5 ou CXCR4) da célula hospedeira. No final da década de 80 foi
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iniciado o uso da terapia antirretroviral (TARV) com o objetivo de aumentar a expectativa e
melhorar a qualidade de vida de pessoas vivendo com HIV (PVHIV) (BRASIL, 2018). No
Brasil, a TARV é distribuida de forma gratuita, foi adotada como estratégia para prevencdo
de novas infecgdes e o inicio imediato é recomendado para todas PVHIV (MATSUDA et
al., 2018). Os medicamentos sdo divididos em classes como inibidores da TR nucleosideos
(ITRN) e ndo nucleosideos (ITRNN), inibidores da PR (IPs), inibidores da INT (INI),
inibidores de fusdo (IF) e entrada (IE). De acordo com o Ministério da Salde, a falha
viroldgica (FV) é caracterizada pela falta de supresséo da carga viral (CV-HIV) em pacientes
gue mantiveram a mesma indetectavel durante o uso da TARV ou reaparecimento apds 6
meses de tratamento (BRASIL, 2018). A FV é uma consequéncia da baixa adesdo ao
esquema de TARV (MCCLUSKEY et al., 2019) e pode levar a progressao para sindrome da
imunodeficiéncia humana (AIDS). A viremia baixa persistente (VBP) pode ser uma forma
da FV e estudos associam a sua origem a liberacdo de copias de DNA proviral de
reservatorios virais (HANNERS et al., 2022). Mutacdes que conferem resisténcia podem
persistir ao longo do tempo e dar origem a cepas resistentes (YEO et al, 2020), podendo ser
classificadas como mutacBes principais e acessorias, e Sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de resisténcia (BANDERA et al., 2019). O objetivo desse estudo €
descrever o perfil de resisténcia genotipica de pacientes com FV, em especial com VBP a
partir de sequéncias virais de PVHIV encaminhados para genotipagem durante Janeiro de
2016 a Dezembro de 2018.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidas nesse estudo amostras de PVHIV expostas a TARV que foram
encaminhadas para genotipagem do HIV-1 no laboratorio de Carga Viral e Genotipagem do
HIV-1 do Nucleo de Doencas Sanguineas e Sexuais do Instituto Adolfo Lutz. Amostras sem
informacdo, com tempo menor que 6 meses de exposicdo a TARV foram excluidas do
estudo. Dados demogréaficos foram obtidos no Sistema de Controle de Exames Laboratoriais
(SISCEL) e pelo sistema Research Electronic Data Capture (REDCap). A extracdo e
quantificacdo da viremia plasmatica foram realizadas seguindo protocolo do fabricante em
equipamento automatico (Abbott, M2000, Abbott; QIAmp Viral RNAMini, Qiagen), a
amplificacdo da regido da polimerase foi realizada via NestedPCR in house. O
sequenciamento foi realizado seguindo a técnica de Sanger em equipamento automatico
(ABI Prism), e cromatogramas foram editados pelo software Sequencher 4.7 (Gene Codes)
e/ou RECall Beta v3.05 e alinhados no software BioEdit. A avaliacdo do grau de
suscetibilidade aos antirretrovirais foi feita via algoritmo da universidade de Stanford e a
determinacdo de subtipos foi realizada via softwares REGA HIV-1 Subtyping Tool v3.0
(Universidade de Stanford), COntext-based Modeling For Expeditious Typing (COMET,
Instituto de Saude de Luxemburgo), subtipos recombinantes foram confirmados pelo
Jumping Profile Hidden Markov Model (jpHMM, Universidade de Gottingen).

RESULTADOS

Foram analisadas 341 sequéncias sendo 271 classificadas como grupo VBP e 70
como grupo FV. A figura 1 indica a taxa de exposi¢do aos ARVSs, onde 192 (71%) do grupo
VBP e 40 (57%) do grupo FV foram expostos a inibidores de protease (IPs). Em relacéo a
inibidores da transcriptase reversa ndo nucleosideos (ITRNNSs), 86 (31%) do grupo VBP e
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30 (43%) do grupo FV foram expostos, e 341 (100%) das sequéncias foram expostas a
inibidores de transcriptase reversa nucleosideos (ITRNs).

Exposicao aos antirretrovirais
100%

80%

60%

40%

20% . I
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ITRNs ITRNNs
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Figura 1: Exposicdo a antirretrovirais.

As figuras 2, 3 e 4 apresentam a frequéncia e o total de mutaces entre 0s grupos
analisados. As mutagdes com mais frequentes foram M46 e 154 para expostos aos IPs, M184
para individuos expostos aos ITRNs e K103 para expostos aos ITRNNS.
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Figura 2: Frequéncia de mutacdes para IPs

Frequéncia de mutacBes para ITRNs
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Figura 3: Frequéncia de mutac@es para ITRNs
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Frequéncia de mutagdes para ITRNNs
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Figura 4: Frequéncia de mutacGes para ITRNNs

As figuras 5, 6 e 7 descrevem o grau de resisténcia genotipica categorizados entre classes,
para 0s ARVs mais utilizados atualmente. Atazanavir e efavirenz apresentaram maior taxa
de resisténcia genotipica de alto nivel.

Grau de resisténcia genotipica aos IPs
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Figura 5: Grau de resisténcia genotipica aos IPs
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Figura 6: Grau de resisténcia genotipica aos ITRNs
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Grau de resisténcia genotipica aos ITRNNs
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Figura 7: Grau de resisténcia genotipica aos ITRNNs
DISCUSSAO

Foi observado que o grupo VBP apresentou maior taxa de exposicdo para IPs, de
acordo com o estudo de Wiesmann et al., e em relacdo a taxa de mutacdes e grau de
suscetibilidade genotipica, foi observado que apesar da presenca de mutagdes de resisténcia,
a maioria das sequéncias continua suscetivel a IPs, devido a alta barreira genética da classe,
comprovado no estudo de Rosenbloom et al. Ambos 0s grupos apresentaram alta exposi¢édo
para ITRNSs e perfil de resisténcia similar. Em relacdo a resisténcia genotipica para ITRNNS,
o0 grupo VBP apresentou mais resisténcia de alto nivel, em especial a EFV, isso pode ser
relacionado a propensédo do desenvolvimento de resisténcia devido a baixa barreira genética,
de acordo com Arruda et al. A emergéncia de mutacdes de resisténcia na VBP pode ocasionar
0 desenvolvimento de novas cepas resistentes, o que pode levar futuramente ao
desenvolvimento da FV.

CONCLUSOES

Esse estudo reforca a necessidade da atencdo a pacientes com quadro de VBP,
reforcando a necessidade da periodicidade da realizacdo dos de dosagem da carga viral para
0 acompanhamento da evolucdo da infeccéo, e testes de genotipagem para avaliacdo da
efetividade do esquema terapéutico e se necessario, avaliacdo do perfil de mutacbes caso
seja preciso a troca de esquema terapéutico atual.
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Resumo: A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de grande importancia em salde
publica no Brasil. Diante da situacdo epidemioldgica da LV, o Ministério da Salde
implantou o “Plano de A¢ao” para municipios considerados prioritarios, visando a reducdo
da letalidade e incidéncia. O objetivo do estudo foi avaliar a distribui¢do espaco-temporal
da leishmaniose visceral humana e canina em quatro (4) municipios prioritéarios da regido de
salde de Presidente Prudente, Estado de Sdo Paulo. A &rea de estudo foram Dracena,
Junqueirdpolis, Panorama e Presidente Epitécio, todos pertencentes a Rede Regional de
Atencdo a Saude 11 de Presidente Prudente, no periodo de janeiro de 2018 a dezembro de
2020. Os dados de LV humana (LVH) foram fornecidos pelo Centro de Vigilancia
Epidemioldgica e secretarias municipais; LV canina (LVC) no Sistema de Informacao e
Gestédo Hospitalar e Unidades de Vigilancia em Zoonoses municipais. Para 0 mapeamento
dos casos de LVC e LVH foi utilizado o software ArcGIS. O padrdo de distribuicdo espaco
temporal da LV no periodo de 2018 a 2020 demonstrou ampla disseminacdo da doenca
diagnosticada pelo territério dos municipios prioritarios, com excecdo de Presidente
Epitacio. Ha um alto grau de proximidade entre o local de moradia do individuo com LVH
e a presenca de cdes infectados e quando o servigo publico ndo consegue realizar as
atividades de vigilancia e controle de forma eficiente, o parasita se mantém no ambiente e
alimenta o ciclo da doenca.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca zoonética de origem parasitéria
gue apresenta evolucdo cronica e sistémica,e, quando néo tratada, evolui para 6bito em
mais de 90% dos casos. E uma doenca de notificacdo compulséria de grande
importancia para a saude publica, além de integrar o grupo de doengas tropicais
negligenciadas (DTN) (BRASIL, 2014; 2022).

O agente etiologico da LV pertence ao género Leishmania, um protozoario
flagelado cuja espécie mais comum nas Américas € a Leishmania (Leishmania)
infantum, sinonimia Leishmania (Leishmania) chagasi (BRASIL, 2014; 2022).

Atualmente, a doenca se apresenta adaptada ao ambiente urbano. Na area
urbana, o principal reservatorio do parasito sdo os cdes domésticos (Canis familiaris),
que sdo infectados a partir do repasto sanguineo realizado pelas fémeas dos
flebotomineos do género Lutzomyia. A principal espécie associada a transmissdode
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LV no Brasil é a L. longipalpis, que se apresenta amplamente distribuida pelo territorio
(BRASIL, 2014; 2020; 2022; SAPATERA et al., 2022).

O geoprocessamento é uma ferramenta Gtil para a manipulacdo e
apresentacdo de dados espaciais, contribuindo na area da saude para a criacdo e
abastecimento de sistemas de informacBes geogréficas. Essas analises espago-
temporais possibilitam observar a expansdo de uma determinada doenca, sua
sazonalidade, fatores de risco ambientais, além de propiciar a cria¢do e implantacdode
acOes de saude especificas para uma determinada populacdo em uma determinada
regido, contribuindo com a diminuicdo da incidéncia e mortalidade do agravo
(FURTADO et al., 2015; GONGALVES et al., 2016).

O Ministério da Saude (MS) implantou o Programa de Vigilancia e Controle
da Leishmaniose Visceral (PVCLYV), visando reduzir a letalidade e morbidade da
doenca através do diagnostico e tratamento precoce dos casos, redugdo do risco de
transmissao pelo controle da populacdo de reservatorios e do agente transmissor. A
Organizacdo Pan-Americana da Saude/Organizacdo Mundial da Saude (OPAS/OMS)
institui o Plano de Acdes de Leishmanioses para as Américas 2017-2022, cuja meta
é reduzir a letalidade e incidéncia por LV em 50% até 2022 de acordo com 0s cenarios
epidemioldgicos na regido (BRASIL, 2014; OMS, 2016).

Na area de abrangéncia de atendimento do Centro de Laboratorio Regional
do Instituto Adolfo Lutz de Presidente Prudente (CRPP), possuem quatro (4)
municipios considerados prioritarios para as a¢des de vigilancia e controle da LV
(Dracena, Junqueirépolis, Panorama e Presidente Epitacio), dentre os 14 elencadosdo
Estado de Sdo Paulo (ESP), pertencentes a Rede Regional de Atenc¢do a Satide(RRAS)
11 de Presidente Prudente, Grupo de Vigilancia Epidemiolégica (GVE) XXII de
Presidente Venceslau. As acOes estratégicas de vigilancia em saude tém sido
monitoradas desde janeiro de 2018, através da execugdo do “Plano de Agdo”,
elaborado pela OPAS, compactuado com o MS, ESP e Municipio, com o objetivo de
reduzir a incidéncia e a letalidade da LV em 50% até o ano de 2022. O objetivo do
estudo foi avaliar a distribuicéo espagco-temporal da leishmaniose visceral humana e canina
em quatro (4) municipios prioritarios da regido de saude de Presidente Prudente/SP.

MATERIAL E METODOS

A area de estudo compreendeu quatro (4) municipios considerados prioritarios para
as acOes de controle e vigilancia de LV pertencentes ao GVE XXII de Presidente Venceslau
RRAS 11 de Presidente Prudente: Dracena, Junqueiropolis, Panorama e Presidente Epitacio.

Os dados de LVH (casos e 6bito) foram levantados juntamente ao Centro de
Vigilancia Epidemioldgica - CVE/SES-SP e nas secretarias municipais de saude de cada
municipio de estudo. Os dados de LVC (eixo de controle e vigilancia do reservatorio canino)
foram obtidos com o auxilio do Sistema de Informacdo e Gestdo Hospitalar (SIGH),
plataforma na qual os exames s@o cadastrados, recepcionados e os laudos sdo emitidos pelo
CRPP, com emissdo de boletins informativos, que sdo elaborados, nos quais consta o
resultado do teste confirmatdério Enzyme Linked Immunonosorbent Assay (ELISA) para
LVC dos cdes triados com Teste Rapido Dual Path Platform (TR DPP) reagentes nas
Unidades de Vigilancia em Zoonoses (UVZs), além de relatérios online informados
mensalmente pelos municipios. Foi realizado um levantamento dos casos confirmados com
LVC (Teste Rapido DPP e ELISA reagentes) durante o periodo de janeiro de 2018 a
dezembro 2020. Com o auxilio do software Excel 2016 foram confeccionadas planilhas
referentes a cada ano de estudo, nas quais o nimero de cdes LVC confirmados foram
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contabilizados, e separados por quadras, uma vez que todo cdo € cadastrado com um
endereco, composto por area, setor e quadra.

Para a identificagdo dos padrbes de distribuicdo espacial, foram utilizados o
mapeamento tematico e a estatistica descritiva de dados coletados em inquérito sorolégico.
Foi utilizado o software ArcGIS, desenvolvido pela Environmental Systems Research
Institute (ESRI). Os mapas utilizados foram obtidos atraves de bases do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatisticas (IBGE) e com atualizagdes das quadras pelo extinto 6rgdo de
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN). A partir desse software foi possivel
realizar agrupamentos dos casos LVC e LVVH, construir uma base de dados e elaborar mapas
coroplético para a area urbana dos municipios prioritarios: Dracena, Junqueiropolis,
Panorama e Presidente Epitacio, com base numa classificagdo de cdes com LVC
diagnosticados com TR DPP e ELISA reagentes, por quadra da area urbana de estudo, além
dos casos de LVH, que foram plotados pelo endereco de residéncia no periodo entre janeiro
de 2018 a dezembro de 2020.

Os dados apresentados obedecem aos aspectos éticos e legais da pesquisa envolvendo
seres humanos preconizados pela resolucéo n°® 466/2012 do Conselho Nacional de Saude e
fazem parte de resultados parciais obtidos com o estudo aprovado pelo Comité Técnico
Cientifico (CTC) do IAL — CTC 49L/2019 de 21/02/2020 e pelo Comité de Etica em
Pesquisa do IAL — (CEPIAL), CAAE: 30367620.2.0000.0059, parecer N°. 3975.808 de
16/04/2020.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A LV se apresenta em ampla expansédo pelo oeste do ESP, regido representada pelo
territorio da RRAS 11 de Presidente Prudente, no qual faz parte a GVE XXI de Presidente
Prudente e GVE XXII de Presidente Venceslau. Essa regido é considerada endémica para
LV, onde foi identificada a circulacdo da espécie Leishmania infantum, caracterizada por
apresentar padrdes de dispersdo distintos (D'ANDREA, 2017).

A gestdo publica tem na distribuicdo espacial de uma determinada doenga no
territério uma importante ferramenta, que pode auxiliar na tomada de decisao. A distribuicéo
espacgo-temporal por quadra dos cées confirmados com ELISA reagente para LVC e casos
notificados de LVH segundo endereco de moradia da area urbana dos municipios de
Dracena, Junqueirdpolis, Panorama e Presidente Epitacio no periodo estudado de janeiro de
2018 a dezembro de 2020 estdo representados na Figura 1A, 1B, 1C, 1D, respectivamente.
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Figura 1 - Distribuicédo espaco-temporal dos cées confirmados com ELISA reagente
para LVC e casos de LVH da &rea urbana dos municipios de Dracena,
Junqueirdpolis, Panorama e Presidente Epitacio. Periodo de janeiro de 2018 a
dezembro de 2020
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1A - Dracena (dois casos de LVH localizavam-se no mesmo endereco), 1B - Junqueirépolis (um caso de LVH
na arearural), 1C - Panorama e 1D - Presidente Epitacio (dois casos de LVH localizam-se no mesmo endereco).
Fonte: Unidades de Vigilancia em Zoonoses e Secretarias Municipais de Salde de Dracena, Junqueirépolis,
Panorama e Presidente Epitacio e SIGH-IAL. Elabora¢do: FLORES E. F., 2021.

O municipio de Dracena notificou no periodo analisado um total de 11 casos de LVH
e dois (2) ébitos. Com uma populacédo canina estimada em 4.400 animais, a UVZ de Dracena
testou um total de 3.651 deles, com positividade média de cées confirmados por ELISA para
LVC de 30,46% (1.112) e destes, 68,35% (760) foram recolhidos e eutanasiados durante os
trés anos de estudo. Analisando o mapa de distribui¢do espago-temporal dos casos de LVC
e LVH no municipio de Dracena no periodo, observamos que todos os casos humanos
ocorreram em quadras com a presenca de animais identificados como infectados (Figura
1A). Diante desse cenario, acredita-se que estes cdes podem ter atuado como reservatorios
da doenga e fonte de infecgdo para flebotomineos. Observa-se uma ampla distribuicdo da
doenca por todo o territério, com destaque para a quadra onde se localiza a UVZ de Dracena,
por apresentar maior concentragdo de casos caninos. 1sso se deve, ao fato de que até 2020,
segundo 0s técnicos municipais, 0s cdes que ndo se conhecia o endereco eram todos
cadastrados na quadra onde se localiza a UVZ, assim como os cées de rua sem endereco. De
forma geral, os resultados do monitoramento com o plano de acéo voltado ao combate da
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LV foram efetivos, pois a classificagdo epidemioldgica do municipio passou de transmissao
intensa para moderada (ainda permanece prioritario segundo Rangel et al., 2020), isto &,
houve reducao no numero de casos notificados no triénio, em comparagdo com 0s anteriores.

O municipio de Junqueirdpolis apresentou ampla distribui¢do espacial da LV pelo
seu territdrio nos trés anos de monitoramento. Entretanto, notificou apenas dois (2) casos de
LVH e um obito no periodo estudado, localizado na regido centro-leste em quadra com
animais confirmados pelo ELISA para LVC, assim como seus arredores (Figura 1B). AUVZ
municipal registrou uma populacdo de 3.000 cdes, conseguiu testar um total de 4.174
animais, obtendo uma positividade média para LVC de 17,90% (747) e foram eutanasiados
48,73% (364) animais doentes no periodo de estudo. Como ja descrito por Hanamoto (2022)
até o ano de 2019, o servi¢o publico municipal coletava a amostra canina para triagem
soroldgica para LVC juntamente com a vacinacao antirrabica nos periodos de campanha e
acabava por testar grande nimero de animais com essa metodologia. A partir de 2020, a
vacinacdo antirrabica passou a ser realizada durante todo o ano e ndo apenas em curto
periodo de campanha. Desse modo, a coleta de material canino para triagem de LV C passou
a ser realizado apenas por demanda espontanea, o que impactou negativamente no nimero
de animais testados no municipio. Segundo relatado pelos técnicos responsaveis, houve falta
de recursos humanos e condicdes para ser realizado inquérito soroldgico censitario, mas com
a ajuda de agentes de saude que atuam no territdrio, os animais sintomaticos eram
identificados, os agentes comunicavam a UVZ, que por sua vez realizavam as acOes de
investigagdo, diagndstico e recolhimento dos cdes infectados do ambiente. Mesmo diante
das dificuldades enfrentadas, percebe-se pelo padréo de distribui¢do espacial da doenca no
territorio, que houve intensa atuacdo do servico publico municipal e o resultado desse
trabalho foi a reducdo dos casos de LVH no periodo, onde o municipio mudou sua
classificacdo epidemioldgica de transmissdo moderada para esporadica.

O municipio de Panorama notificou um total seis (6) casos de LVH e um (1) ébito
no periodo avaliado, todos localizados em quadras com presenca de animais confirmados no
ELISA para LVC, assim como seu entorno (Figura 1C). Foram testados no municipio um
total de 3.119 cdes, de uma populagdo de 2.500 animais, apresentando positividade média
para LVC de 27,41% (855) e, destes foram eutanasiados 67,25% (575) animais infectados.
Esses dados aqui apresentados demonstram que a UVZ de Panorama realiza inquérito
soroldgico censitario, pelo menos a cada dois anos, fechando o ciclo. Os dados apresentados
corroboram com estudos anteriores descrito por Hanamoto (2022) quanto a realizacdo do
inquérito soroldgico censitario no municipio e que ndo houve impacto da pandemia de covid-
19 sobre a realizacdo dessa atividade. Na totalidade de analise dos dados, observa-se que
houve alteracdo no cenério de transmissdo da doenca no municipio de Panorama, assim
como Dracena e Junqueirdpolis, devido a mudanca de classificacdo de transmissdo
moderada, passou-se a esporadica.

Ja o municipio de Presidente Epitacio notificou um total de 31 casos de LVH e um
(1) obito, durante os trés anos de estudo, observou-se um padréo de distribuicdo espaco-
temporal aleatdria pelo territorio, com maior concentracdo de casos na regido central (Figura
1D), identificado como &reas de maior risco de transmissao de LV a qual denominamos area
de trabalho local (ATL). Com uma populacédo estimada de mais de 4.000 c&es, foram testados
apenas 2.122 animais, registrando positividade média para LVC pelo ELISA de 46,28%
(982) e destes, foram recolhidos e eutanasiados 52,14% (512). Observa-se que 0s casos de
LVC estdo distribuidos pelo territorio com diversas quadras apresentando alta concentracéo
de animais infectados (Figura 1D). No entanto, observam-se no territério, alguns locais sem
nenhum registro de animais com LVC, justificado pelo fato do servico municipal ndo ter
realizado as ac¢Oes de vigilancia voltadas ao reservatorio canino, deixando de identificar
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animais infectados com a Leishmania infantum. Segundo Hanamoto (2022), em 2019, foram
realizadas reunides técnicas periodicas com 0s responsaveis pelas equipes de vigilancia em
satde do municipio de Presidente Epitécio, para esclarecimento da importancia da ampliacdo
das atividades de inquérito soroldgico, no sentido de intensificar as medidas de manejo dos
caes com LVC. Dessa forma, observa-se nos trés anos de estudo (Figura 1D), que a falta de
cobertura do inquérito canino em algumas areas, consequentemente a ndo realizacdo do
manejo dos cdes com a doencga, impactou sobremaneira o padréo de distribuicdo espaco-
temporal da LV no municipio, sendo que, entre 0s municipios monitorados da regido de
salde de Presidente Prudente, Presidente Epitacio foi o que demonstrou o pior cenario
epidemioldgico, permanecendo classificado de transmisséo intensa.

Por ndo ter alcancado a meta estabelecida de reducdo de 50% de LV, Em 2021,
segundo a NOTA TECNICA N°5/2021-CGZV/DEIDT/SVS/MS, o municipio de Presidente
Epitécio, passou a ser considerado prioritario para as a¢fes de vigilancia controle da LV
juntamente com Nova Guataporanga. Em razdo disso, 0 MS ofereceu a incorporacao de uma
nova ferramenta para o controle da doenga com o uso de coleiras impregnadas com inseticida
(deltametrina a 4%). A partir de entdo, esses dois municipios elaboraram um plano de acao
para o encoleiramento de cdes em seus territorios no periodo entre 2023 e 2026 e passarao a
ser monitorados (BRASIL, 2021).

CONCLUSAO

As acOes desenvolvidas no periodo de estudo de janeiro de 2018 a dezembro de 2020
com o “Plano de Agdo” voltado a vigilancia e ao controle da LV nos municipios prioritarios
da regido de saude de Presidente Prudente demonstraram maior impacto epidemioldgico em
Dracena, Junqueirdpolis e Panorama, porém Presidente Epitacio ndo obteve bons resultados.
A area com maior concentracao de casos de LVH em Presidente Epitacio foi considerada
como area prioritaria para vigilancia e controle pelo MS, sendo implementada a aplicacdo
de coleiras repelentes nos cées, sistematicamente por quatro anos (2023-2026). Esse trabalho
sera desenvolvido pelas equipes municipais e monitorado tanto pelo ESP como pelo MS com
0 objetivo de reduzir a letalidade da doenca. A partir dos resultados desse estudo, constatou-
se uma ampla disseminacdo da doenca pelo territério nos municipios de Dracena,
Jungueirdpolis e Panorama, porém em Presidente Epitacio o padrdo de distribuicdo da LV
se apresentou esparso com identificacdo de ATL. Observou-se um alto grau de proximidade
entre o local de moradia do individuo notificado com LVH e a presenca de cées infectados.
Este fato demonstra que o animal atua como reservatéorio da doenca, sendo que quando o
servico municipal ndo consegue realizar de forma sisteméatica a medida de inquérito
soroldgico canino e manejo dos animais infectados, a permanéncia dos mesmos nos
territorios endémicos apresenta alto risco de transmissdo da LVH, pois infectam
flebotomineos e mantém o ciclo da doenca no ambiente.

REFERENCIAS

BRASIL. Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral. Ministério da
Saude, 2014. Disponivel em:
<https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_vigilancia_controle_leishmaniose_vi
sceral_ledicao.pdf>. Acesso em: 01 ago. 2022.

BRASIL. Guia de Bolso Leishmaniose Visceral. Conselho Federal de Medicina
Veterinaria, 2020. 1 ed., — Brasilia - DF: CFMV, 2020. 194 p.: il.

307



BRASIL. Nota Técnica Conjunta N° 5/2021-CGZV/DEIDT/SVS/MS. Trata-se da
proposta de incorporacdo das coleiras impregnadas com inseticida (deltametrina a 4%) para
o controle da leishmaniose visceral em municipios prioritarios. 2021. Disponivel em:
<https://www.gov.br/saude/pt-br/media/pdf/2021/maio/27/sei_ms-nota-tecnica-n-

5 leishpdf.pdf>. Acesso em: 01 ago. 2022.

BRASIL. Guia de Vigilancia em Saude. Ministério da Saude, 2022. Disponivel em:
<https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/guia_vigilancia_saude _5ed_rev_atual.pdf>.
Acesso em: 02 dez. 2022.

D'ANDREA, L. A. Z. Leishmaniose visceral na regido de Presidente Prudente, S&o Paulo:
distribuicdo espacial e rotas de dispersdo. 2017. 176 f. Dissertacdo (Doutorado em
Geografia) — Universidade Estadual Paulista, Presidente Prudente, 2017.

FURTADO, A. S. et al. Analise espaco-temporal da leishmaniose visceral no estado do
Maranhdo, Brasil. Ciéncia & Saude Coletiva, 20(12):3935-3942, 2015.

GONCALVES, N. V. et al. Distribuicdo espaco-temporal da leptospirose e fatores de risco
em Belém, Pard, Brasil. Ciéncia & Saude Coletiva, 21(12):3947-3955, 2016.

HANAMOTO, G. S. A. Leishmaniose visceral em municipios prioritarios da regido de saude
de Presidente Prudente/SP e o impacto da pandemia de COVID-19/ Gabriela Sumico Afongo
Hanamoto — Presidente Prudente, 2022. 52 f. il.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS). Programa Regional de
Leishmanioses nas Américas 2010 - 2017. 2016. Disponivel em:
<https://www.paho.org/hg/dmdocuments/2017/2017-cha-prog-reg-leish-americas-pt.pdf>.
Acesso em: 10 nov. 2022.

RANGEL, O. et al. Classificacdo epidemiolégica dos municipios do Estado de Séo Paulo
segundo o Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, 2019. Boletim
Epidemioldgico Paulista (BEPA), v. 17, n. 204, p. 13-20, 2020.

SAPATERA, N. S. et al. Leishmaniose visceral em canideos silvestres — revisdo de
literatura. Research, Society and Development, v. 11, n. 4, 2022.

308



ISBM 978-659996582-1

9 ||

{86599 965821




