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RESUMO

A emergéncia de arboviroses em locais vulneraveis (regioes com condicdes favoraveis a
manutencdo do vetor, com vulnerabilidade social e econdémica e com populagdes susceptiveis
aos arbovirus) representa um potencial desafio paraa Saude Publica no Brasil. Além das
arboviroses, outras doencas com similaridade de sintomas, circulando simultaneamente séo
subdiagnosticadas por falta, entre outros fatores, da implantacdo de testes diagndsticos
especificos na rotina laboratorial. Esse trabalho buscou analisar a ocorréncia de patégenos até
entdo, pouco estudados no estado, em amostras encaminhadas ao Laboratorio Central de Saude
Publica do Mato Grosso do Sul (LACEN-MS). Trata-se de um estudo epidemiolégico,
ambidirecional, baseado em anélise molecular de Mayaro, Oropouche, Eritrovirus B19 e Nilo
Ocidental em amostras biologicas com suspeita de dengue, zika e chikungunya, porém
negativas na PCR e sorologicamente, no periodo de 2017 a 2022. Um total de 773 amostras
foram submetidas a amplificacdo por PCR com protocolos jé validados pela Fiocruz Amazonia.
O DNA de Eritrovirus B19 (B19V) foi detectado em 10,6% das amostras examinadas, e entre
elas 10 eram de gestantes. As amostras positivas para B19V foram sequenciadas e a
reconstrucdo filogenética mostrou que todas as amostras pertencem aogenoétipo la (Gla). Os
resultados comprovam a importdncia da inclusdo de B19V no diagnostico laboratorial
diferencial, ndo apenas para fins epidemiol6gicos, mas também para aconduta do tratamento
adequada ao paciente. Apesar da auséncia de evidéncias moleculares deMAYV, OROV e WNV
nas amostras examinadas, reiteramos a importancia da vigilancia integrada para detectar a
circulagdo de arbovirus negligenciados e emergentes no Brasil e na construcdo de diferentes
acdes para os desafios na interface animal-humano-ecossistema(Saude Unica). S&0 muitos 0s
casos que, apesar dos sintomas clinicos levarem a suspeita clinicade arboviroses, os resultados
laboratoriais sdo negativos, o que dificulta o diagnostico no servigo de salde. Desta forma,
nossos resultados reforcam a necessidade de fortalecimento e integracdo das vigilancias
epidemioldgica, vetorial e laboratorial, a fim de ampliar as investigacfes de patdgenos
circulantes e direcionarmos métodos de controle e prevencdo contra essas doencas no estado de

Mato Grosso do Sul e em todo o pais, uma vez que a populagéo esta suscetivel a esses patdgenos.

Palavras-chave: Arboviroses, Eritovirus B19, Vigilancia, diagnostico diferencial.



ABSTRACT

The emergence of arboviruses in vulnerable locations (regions with favorable conditions
for the maintenance of the vector, with social and economic vulnerability and with populations
susceptible to arboviruses) represents a potential challenge for Public Health in Brazil. In
addition to arboviruses, other diseases with similar symptoms that circulate simultaneously are
underdiagnosed due to, among other factors, the lack of implementation of specific diagnostic
tests in routine laboratory procedures. This work sought to analyze the occurrence of pathogens,
until then, little studied in the state, in samples sent to the Central Public Health Laboratory of
Mato Grosso do Sul (LACEN-MS). This is a two-way epidemiological study based on
molecular analysis of Mayaro, Oropouche, Erythrovirus B19 and West Nile viruses in
biological samples suspected of dengue, zika, and chikungunya but that tested negative by PCR
and serology from 2017 to 2022. A total of 773 samples were subjected to PCR amplification
using protocols previously validated by Fiocruz Amazonia. Erythrovirus B19 (B19V) DNA was
detected in 10.6% of the samples examined, including 10from pregnant women. The B19V-
positive samples were sequenced, and phylogenetic reconstruction showed that all samples
belonged to genotype 1a (G1a). These results demonstrate the importance of including B19V in
differential laboratory diagnosis, not only forepidemiological purposes but also for appropriate
patient management. Despite the absence ofmolecular evidence of MAYV, OROV, and WNV
in the examined samples, we reiterate the importance of integrated surveillance to detect the
circulation of neglected and emerging arboviruses in Brazil and to develop different actions to
address the challenges at the animal- human-ecosystem interface (One Health). Many cases
have symptoms that lead to clinical suspicion of arboviruses, but laboratory results are negative,
making diagnosis in health servicesdifficult. Therefore, our results reinforce the need to
strengthen and integrate epidemiological, vector, and laboratory surveillance to expand
investigations of circulating pathogens and to direct methods of control and prevention against
these diseases in the state of Mato Grosso do Sul and throughout the country, as the population

is susceptible to these pathogens.

Keywords: Arboviruses, Erythrovirus B19, Surveillance, Differential diagnosis.
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13

1 INTRODUCAO

O surgimento ou a identificacdo de um novo problema de salde gerado por agente
infeccioso é definido como doenca emergente. Doencas reemergentes, sdo aquelas ja
conhecidas que estavam sob controle e que sofreram alteracdo na incidéncia da doenca, voltando
a ameacar a satde do homem. Um instrumento fundamental para o bom desempenhodo sistema
de saude no controle das doengas emergentes e reemergentes é a vigilancia com forte apoio
laboratorial (WALDMAN, 2015) com o reforco da capacidade de detec¢do (LUNA;PAULO,
2002).

A incidéncia de doencas causadas por arbovirus tem apresentado um aumento global
relevante nos ultimos anos (GOULD et al., 2017). A emergéncia de arboviroses em locais
vulneraveis representa um potencial desafio para a salde publica devido a possibilidade de
dispersdo mais rapida dos virus em razdo do crescimento intensivo e diversificacdo dos meios
de transporte, a adaptacdo dos vetores a urbanizacdo crescente, a incapacidade de conter a
populacdo de mosquitos e alteracbes no meio ambiente (GOULD et al., 2017).

O Brasil apresenta condi¢cdes ambientais favoraveis para a permanéncia e disseminagéo
de mosquitos vetores como Aedes aegypti e Aedes albopictus (GREGIANINI, 2017). O homem
é considerado um hospedeiro acidental no ciclo de transmissdo silvestre de muitas arboviroses
devido ao contato de trabalhadores rurais com areas de risco de infec¢do. Adicionalmente, as
mutacOes genéticas nos arbovirus favoreceram a adaptacdo a vetores antropofilicos que se
disseminaram principalmente em regides de clima tropical e subtropical, em ambientes urbanos
e proximos a regides de florestas, afetando a salde humana (MOURAO; DOURADO;
BASTOS; DOURADO et al., 2015).

A recente entrada dos virus Chikungunya, Nilo Ocidental e Zika, nos paises das
Américas, incluindo o Brasil, expde a populagdo ao risco de infeccdo, uma vez que ha
individuos suscetiveis, ndo existem vacinas disponiveis como método profilatico e ndo existem
antivirais efetivos para o tratamento (CHANCEY, 2015).

Em algumas regides do pais, co-circulam arbovirus como o virus Mayaro (MAYYV), o
virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV), o virus da Encefalite Equina do Leste
(EEEV), o virus Rocio (ROCV), virus Oropouche (OROV) e o virus Nilo Ocidental (WNV),
que desenvolvem no paciente sintomas similares aos observados nos casos das doencas
produzidas pelos virus Chikungunya, Dengue e Zika (LOPES; NOZAWA,; LINHARES, 2014).
Na regido Centro-Oeste foi evidenciado na deteccdo do MAYV em pacientes durante epidemias
de dengue no estado de Mato Grosso (VIEIRA et al., 2015). Assim como, épreocupante
o fato do virus Oropouche (OROV) ser detectado pela primeira vez fora da area de transmissao
conhecida na América do Sul (NUNES et al, 2005).
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Com o primeiro isolamento do OROV na regido de Arinos, em Minas Gerais (Brasil),
se faz necessario mais estudos sobre ecologia e epidemiologia molecular do virus, ndo apenas
para melhorar o conhecimento sobre os fatores genéticos e ambientais que determinam a
circulacdo dessa arbovirose, mas também para descobrir se sua area epidémica esta se
espalhando fora da regido Amazonica e em direcdo ao sudeste e outras regides povoadas do
Brasil (VASCONCELOS et al., 2009).

O diagnéstico laboratorial utilizando técnicas de biologia molecular trouxe grandes
avancos. Entretanto, nos servicos publicos de salde, a disponibilidade desses testes € apenas
para algumas dessas arboviroses circulantes entre a populagdo em area de risco (KOURI, 2004;
CABRAL-CASTRO, 2016).

Além das arboviroses, outras doencas com similaridade de sintomas também estdo
ocorrendo, como é o caso do sarampo, rubéola, eritema infeccioso (doenca causada pelo
eritrovirus B19), entre outros e da mesma forma séo subdiagnosticados por falta, entre outros
fatores, da implantacdo de testes diagndsticos especificos na rotina laboratorial. Como o
exantema causado pelo Eritrovirus B19 pode ser clinicamente diagnosticado como rubéola, é
importante realizar o diagnostico desta virose no Brasil, ja que um aumento no nimero de casos
de exantema por B19 tem sido relatado nos paises onde a rubéola é controlada por vacinagao
(CUBEL,; CRUZ; SIQUEIRA; SANTOS et al., 1997).

Desde setembro de 2003, o Laboratorio Central de Saude Publica do Mato Grosso do
Sul (LACEN-MS) realiza pesquisa de Dengue por meio da técnica de RT-gPCR. Antes dessa
data, era utilizada a técnica de cultura celular em células de mosquitos (C6:36). A confirmacéo
laboratorial rapida é fundamental para a conducdo clinico-terapéutica adequada e para o inicio
de respostas de acdes de controle.

Em novembro de 2014, o laboratério passou a receber amostras de pacientes com
suspeita de infeccédo pelo virus Chikungunya. O primeiro caso foi confirmado em julho de 2015
por meio da técnica RT-qPCR, em um paciente residente no municipio de Corumba. Em
novembro do mesmo ano, foi confirmado o primeiro caso no municipio de Campo Grande. Em
julho de 2015, encaminharam para o LACEN MS as primeiras amostras com suspeita de
infeccéo pelo virus Zika, para realizacdo dos testes moleculares. Poréem, apenas em dezembro
desse mesmo ano foi possivel detectar o primeiro caso, no municipio de Campo Grande. Esses
diagnosticos foram feitos no Laboratério de Referéncia Nacional em arboviroses para a area de
abrangéncia do estado de Mato Grosso do Sul, o Instituto Evandro Chagas (Belém — PA).

A partir de fevereiro de 2016 foi implantado e padronizado o diagnéstico laboratorial
dos virus Zika e Chikungunya por RT-gPCR no LACEN/MS. No ano de 2019, houve um grande

numero de amostras que, mesmo apos a pesquisa dos virus Dengue, Zika e Chikungunya
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ficaram sem o diagnostico laboratorial conclusivo. Entdo, surge naturalmente um
questionamento sobre o que mais poderia estar circulando na popula¢do com sinais e sintomas
semelhantes que confundem e dificultam o diagnoéstico clinico no servico de saude?

O presente trabalho propde a implantacdo de testes moleculares para o virus Mayaro
(MAYYV), virus Oropouche (OROV), o virus Nilo Ocidental (WNV) e eritrovirus B19 e de um
fluxograma no LACEN MS que permita realizar o diagnostico diferencial de outros virus, sendo
possivel dar resposta aos pacientes e ao servico de saude com relacdo aos agentes infecciosos
que estdo em circulagdo, e que geram sintomatologia similar, com quadro febril exantematico

e que podem estar sendo subdiagnosticados.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ARBOVIROSES

A maioria dos arbovirus pertence aos géneros Alphavirus (familia Togaviridae) e
Flavivirus (familia Flaviviridae); outros membros de importancia para a saude humana sdo das
familias Peribunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN,
2017). Os arbovirus (Arthropod-borne virus, em inglés) sdo virus designados assim nao
somente pela sua transmissdo aos seres humanos e outros animais pela picada de artropodes
hematdfagos, mas, principalmente, pelo fato de parte de seu ciclo replicativo ocorrer nos insetos
e outros artropodes de importancia médica (LOPES et al, 2014).

O mosquito do género Aedes, principal vetor dos virus da Dengue, Zika e Chikungunya,
é o principal responsavel pela propagacdo desses agentes etioldgicos nas mais longinquas
regides de clima tropical e subtropical, onde ha as condi¢cBes ambientais que favorecem a
proliferacdo desse inseto (GUBLER, 2011). O Brasil é constituido por uma grande extensao
terrestre, situado em uma area predominantemente tropical e subtropical, com extensas florestas
na regido Amazonica, o Pantanal no Centro-Oeste, o Cerrado na &rea do planalto central,
e uma regido seca (Caatinga) no interior nordestino. A maior parte do pais apresenta condigdes
climaticas que possibilitam a existéncia de diversidade de insetos e outros artrépodese, portanto,
a ocorréncia de arboviroses (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

Os arbovirus se encontram na natureza circulando entre animais silvestres e artropodes
hemato6fagos, o que é conhecido como ciclo silvestre, sendo que a transmisséo para 0s humanos
e animais domeésticos ocorre de forma acidental (Figura 1) (KREUDER JOHNSON;
HITCHENS; SMILEY EVANS; GOLDSTEIN et al., 2015). Este processo de urbanizacdo de
um arbovirus tem sido algo bastante discutido na comunidade cientifica, principalmente ap6s
as epidemias dos virus Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV) ocorridos no Brasil nos ultimos

anos.
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Figura 1- Propriedades pandémicas dos virus zoondticos que se propagam dos animais para 0s
seres humanos e por transmissao secundaria entre humanos.
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Fonte: Adaptacdo KREUDER, 2015.

A adaptacdo de um arbovirus ao ambiente urbano depende de varios fatores, entre eles
mudancas climaticas, desmatamento e o aumento na frequéncia do trafego de pessoas,
principalmente relacionado ao ecoturismo, que leva o homem a visitar as areas silvestres
(GOULD, 2009; KILPATRICK; RANDOLPH, 2012). Notavelmente, observa-se que o trafego
aéreo para a maioria dos paises entre Africa, regiées da América do Sul, e partes da Asia Central
é baixo. Com a globolizacdo, essas viagens tendem aumentarem nestas regides, contribuindo
para emergencia e sdo provaveis introducdes adicionais de agentes patogénicos transmitidos
por vetores.

Na figura 2 as linhas mostram ligagcdes diretas entre aeroportos, e a cor indica a
capacidade de passageiros em pessoas por dia (milhares [vermelho]; centenas [amarelo];
dezenas [azul]). As rotas que ligam regides em latitudes semelhantes (no hemisfério norte ou
sul) representam caminhos que 0s agentes patogénicos podem percorrer para alcancar novas
regides (Figura 2). Alguns arbovirus possuem a capacidade de manter-se em ciclos urbanos,
além do silvestre, envolvendo apenas humanos como hospedeiros amplificadores e artropodes
como vetores, tais como o0s sorotipos do virus da Dengue (DENV), o virus da Febre Amarela
(YFV), Chikungunya e Oropouche (OROV), ocasionando epidemias de grandes proporc¢des na
populacdo (CARDOSO; GROSSO; SERRA; GROSSO et al., 2015).
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Figura 2 — Mapa Global das rotas de transporte aéreo.

Fonte: KILPATRICH; RANDOLPH, 2012.

O diagndstico laboratorial das arboviroses pode ser realizado por técnicas para
identificacdo direta da presenca do virus, como o isolamento viral e/ou detec¢do do acido
nucleico ou antigenos virais, e de técnicas soroldgicas para detec¢do de anticorpos. No Brasil,
o diagnostico laboratorial das arboviroses € predominantemente por método indireto, para
pesquisa de anticorpos, utilizando a técnica de ensaios imunoenzimaticos como ELISA (do
inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), com estratégias de captura de imunoglobulina
M (IgM). E importante ressaltar que diante do cenario endémico de multiplas arboviroses, com
circulacdo concomitante em quase todo o pais, a possibilidade de ter rea¢des cruzadas com o
teste de ELISA, gera uma maior dificuldade na interpretacdo dos resultados, tornando-os, por
vezes, inconclusivos ou insuficientes para a confirmacéo e/ou descarte de um caso, na auséncia
de outras evidéncias epidemioldgicas. Cabe destacar que em 2020, segundo dados do Sistema
Gerenciador de Ambiente Laboratorial de Mato Grosso do Sul (Sistema GAL), mais do 92,2%
dos exames laboratoriais para diagnéstico de dengue, 84,7% dos etuados para chikungunya e
73,6% para zika foram realizados utilizando métodos soroldgicos que, por sua natureza, limitam
a especificidade para a confirmacdo do agente etioldgico por critério laboratorial (BRASIL —
Ministério da Satde - NOTA TECNICA N° 427/2021-CGLAB/DAEVS/SVS/MS).

Um estudo sorolégico realizado no estado de Mato Grosso do Sul mostrou niveis de
anticorpos para os virus MAYV e OROV em primatas ndo humanos sentinelas, nas cidades de
Bonito e Jardim, sugerindo a possivel circulagdo destes virus nesta regido. A diversidade das

espécies de insetos capturados na cidade de Jardim torna a populacéo desta area suscetivel a
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infeccéo por arbovirus. O estado de Mato Grosso do Sul apresenta condicGes propicias para a
emergéncia ou reemergéncia de arbovirus patogénicos para 0s seres humanos, por possuir uma
variedade de hospedeiros vertebrados e vetores transmissores (BATISTA; SUL; ANDREOTTI,
SUL et al., 2012).

O isolamento viral em cultura de celulas de vertebrados e invertebrados tem uma
aplicabilidade limitada, ficando a sua realizacdo restrita a laboratorios mais estruturadas como
os laboratdrios de referéncia. Os métodos diretos como RT-gPCR sdo empregados para o
diagnostico na fase aguda e para estudos filogenéticosdo virus. Outro fator importante a ser
destacado é que os exames moleculares também permitem realizar estudos gendémicos e
metagendmicos que apoiam os modelos de previsdo e dispersdo dos agentes patdgenos,
oferecendo importante subsidio para as acdes de intensificacdo da vigilancia, prevencdo e
controle vetorial. Assim, faz-se necessario que o0s servicos de saude, a saber, atencao primaria,
rede especializada e os de vigilancia epidemioldgica, estejam sensibilizados no que respeita a
importancia da coleta precoce de amostras para o diagnostico etioldgico, sobretudo, durante o
periodo inter-sazonal dessas enfermidades (NOTA TECNICA N° 427/2021-
CGLAB/DAEVS/SVS/MS). A deteccdo de atividade elevada ou emergente de virus serve como
um sistema de alerta para implementar agdes apropriadas para reduzir sutors (RAMIREZet al.,
2018).

Contudo, os estudos envolvendo a pesquisa de arbovirus no estado sdo escassos. Assim,
justifica-se a realizacdo deste estudo, visto que 0s virus pesquisados estdo entre os arbovirus
emergentes e reemergentes no Brasil como mostra 0 Quadro 1, a fim de conhecer melhor o
comportamento da circulacdo viral, que é fundamental para a promocao e execucao de medidas
que visem a prevencao e o controle e suporte das acdes prescritas pelos programas de controle

de vetores e epidemias.

Quadro 1 - Arbovirus emergentes e reemergentes no Brasil.

Familia Virus Sigla Doenga
Dengue DENV Doenca febril aguda
Encefalite Saint SLEV Meningite e encefalite
Flaviviridae Louis
Rocio ROCV Encefalite
Oeste do Nilo WNV Meningite e encefalite
Cacipacore CACV Doenca febril
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IIhéus ILHV Doenca febril, encefalite

Bussuquara BUSV Doenca febril

Iguape IGUV -

Mayaro MAYV Doenca febril e artralgias
Togaviridae

Encefalite Equinado | EEEV Doenca neurologica

Leste
Peribunyaviridae Oropouche OROV Doenca neuroldgica, Dengue

like

Fonte: (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014)

2.2 FAMILIAFLAVIVIRIDAE

Os arbovirus da familia Flaviviridae sdo de forma esférica, envelopados, com tamanho

de aproximadamente 50nm de diametro, com capsideo icosaédrico (Figura 3). A origem do

nome da familia vem do latim flavus, ou “amarelo” fazendo referéncia ao virus da febre amarela

que é o protdtipo do género (ZHANG et al., 2014).

Figura 3 — Representacdo esquemaética da estrutura de um Flavivirus. A particula viral consiste
da proteina do envelope (E), a proteina de Membrana (M), a proteina da Capside (C) e o genoma

tipo RNA.

s 0‘.5)
l| t‘“ =:i ||
I\ | () |
[ 2
\_.'é\.. \g\?ﬂ
Z \’/
' A

Fonte: Adaptagdo http://viralzone.expasy.or

/

RNA Gendmico

Organizagao de dimeros
de superficie “T=3 like"



http://viralzone.expasy.org/

21

A familia Flaviviridae é composta por quatro géneros: Flavivirus, Hepacivirus,
Pegivirus e Pestivirus. Os virus do género Flavivirus sdo transmitidos principalmente por
artropodes hematdfagos (arbovirus), contando com 53 espécies, dentre as quais estdo patdgenos
muito importantes para a sade humana como o virus da dengue, virus da febre amarela, virus
da encefalite japonesa, virus da febre do nilo ocidental e virus da febre zika. O género
Hepacivirus é composto por 14 espécies, dentre as quais 0 mais antigo e importante é o Virus
da hepatite C, que infecta humanos. As 11 espécies descritas no género Pegivirus estdo
relacionadas a diversos hospedeiros, sendo que eles ndo foram claramente associados a doenca.
Por fim, o género Pestivirus abriga 11 espécies, a maioria tem importante relevancia e impacto
na saude animal (LEFKOWITZ; DEPARTMENT OF MICROBIOLOGY; DEMPSEY;
DEPARTMENT OF MICROBIOLOGY et al., 2017).

Os flavivirus apresentam um genoma de RNA de fita simples, com polaridade positiva,
com aproximadamente 11 Kb, que ja serve como RNA mensageiro (MRNA). Possui uma Unica
ORF (do inglés, open reading frame, sequencia aberta de leitura) e por isso, codifica numa
poliproteina que pela acdo de proteases celulares e virais, é clivada e da origem a trés proteinas
estruturais: Capsideo, Membrana (expressa como prM, o precursor para M) e Envelope (E), e
sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). As proteinas
estruturais constituem, em conjunto com o genoma, a particula viral e as ndo estruturais estao
relacionadas a atividade reguladora da replicacdo viral, viruléncia e patogenicidade (Figura 4)
(CHAMBERS; HAHN; GALLER; RICE, 2003; RODENHUIS-ZYBERT, 2011).

As proteinas NS2A, NS2B, NS3 e NS5 estdo envolvidas na replicagdo do RNA
gendmico. A NS1 é uma proteina que apresenta func@es distintas entre os flavivirus e é bem
conhecida. Alguns estudos demonstram seu importante papel na patogénese de doengas como
a dengue (MURRAY, 2008; MULLER, 2013). As proteinas NS1 e NS5 do virus Zika estdo
sendo fonte de estudos para diagndstico laboratorial da doenca juntamente com proteinas
estruturais, ou seja, um teste multiplex capaz de diagnosticar o virus Zika evitando a
possibilidade de reacdes cruzada (WONG et al., 2017). A proteina NS1 do virus dengue j& é
usada para diagndstico precoce da doenca, facilitando a diferenciacdo com outros membros da
familia, bem como, outras arboviroses (ALCON; TALARMIN; DEBRUYNE; FALCONAR et
al., 2002).



22

Figura 4 — Representacdo esquematica do Genoma de um Flavivirus - A poliproteina esta
representada na cor cinza, as proteinas estruturais (C, prM/M e E) estdo representadas nas cores
verde, rosa vermelha e amarela respectivamente. As ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) nas cores azul, azul claro, azul escuro e cinza.
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2.2.1 O virus do Nilo Ocidental

O virus do Nilo Ocidental (WNV) foi identificado pela primeira vez no distrito de
Uganda, no Nilo Ocidental, em 1937. Atualmente, € comumente encontrado na Africa, Europa,
América do Norte, Oriente Médio e Asia (FALL, 2017). Desde a sua introducdo em 1999 nos
Estados Unidos (EUA) o virus se espalhou e agora também estd amplamente estabelecido do
Canadd a Venezuela na regido das Américas sendo, atualmente, o arbovirus com maior
distribuicdo geografica no mundo. Os maiores surtos ocorreram na Greécia, Israel, Roménia,
Russia e EUA; sendo que os locais de surto estdo nas principais rotas migratdrias de aves
(ECDC, 2022; BRASIL, 2021). Nos Estados Unidos, 0 WNV ¢ a principal causa de doengas
transmitidas por mosquitos sendo que as notificagdes normalmente aumentam durante 0os meses
de verdo e outono (CDC, 2022).

No Brasil, a primeira evidéncia de circulacdo de WNV foi relatada em 2011 quando
foram detectados anticorpos neutralizantes especificos em cavalos saudaveis da regido do
Pantanal, localizados na regido Centro-Oeste do Brasil, no estado de Mato Grosso do Sul, como

0s animais nunca sairam do Pantanal, a infecgdo autoctone foi confirmada (PAUVOLID-
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CORREA et al.,, 2011). O primeiro isolamento do WNV no Brasil foi realizado por
pesquisadores do Instituto Evandro Chagas (MARTINS; CHAGAS; SILVA; CHAGAS et al.,
2019) a partir de tecido do SNC de um cavalo do estado do Espirito Santo que apresentou
sintomas neuroldgicos. Mais recentemente, foram também relatadas analises genéticas de WNV
em amostras de cavalos do estado de Minas Gerais (COSTA; GIOVANETTI; CATENACCI,
FONSECA et al., 2021). Apesar de estudos relatarem evidéncias soroldgicas sugestivas da
circulacdo do WNV no Brasil (PAUVOLID-CORREA; CRUZ; VARELLA; JANEIRO, 2008)
e relatos de doenca humana em casos confirmados no estado do Piaui (VIEIRA et al., 2015),
pouco se sabe sobre a diversidade genémica do virus, a evolucdo e a dindmica de transmisséo
em todo o pais (Figura 5).

A identificacdo de novos casos positivos em humanos e equinos no Brasil indicam a
necessidade de ampliar o estudo epidemioldgico e diagnéstico do virus no pais (COSTA,;
GIOVANETTI; CATENACCI; FONSECA et al., 2021), pois mesmo que sejam poucos 0S
casos identificados, a ocorréncia demonstra a adaptacao do arbovirus no pais e sua capacidade

de transmissao.

Figura 5 - Distribui¢do do virus do Nilo Ocidental nas Américas.

Distribuicao do virus do Nilo Ocidental nas Américas

Evidéncia soroldgica do VNO Caso humano de encefalite
em equines no Municipio de -~ pelo VNO no municipio de
Rio Branco/AC - 2010 Aroeiras do taim/Pl - 2014

Evidéncia soroldgica de VNO

em equinos no municipio de SIGMICI BOMIOEAL e VIV

N om equinos nos Municipios de
Pocond/MT - 2010 A Corumbd o Maracaju/Ms - 2010
0 2000 4000 6000 ¢ M Casos Humanos (FNO)

B Epizootias em aves e equinos (FNO)

e —

Quildmetros

Fonte: CCZ-Niter6i/RJ, 2019.



24

2.2.1.1 Hospedeiros e reservatorios naturais

A transmissdo de WNV ¢é mantida em um ciclo mosquito-aves sendo o mosquito do
género Culex, em particular as espécies Cx. pipiens e Cx. quinquefasciatus, os principais vetores
(CAMPBELL, 2002). Contudo, mosquitos de outros géneros também podem atuar na
transmisséo viral, como Aedes sp., Anopheles sp., Mansonia sp. e Coquillettidia sp. (KOMAR
et al., 2003). Na natureza, o virus circula entre mosquitos (principalmente da espécie Culex) e
aves silvestres. Algumas espécies de aves silvestres sdo hospedeiros naturais, que atuam como
amplificadores do virus e servem como fonte de infec¢do para os mosquitos. Quando infectadas
podem desenvolver altos niveis do virus em sua corrente sanguinea e 0s mosquitos podem ser
infectados ao picar essas aves infectadas. Apds cerca de uma semana, 0s mosquitos infectados
podem transmitir o virus para mais aves através da picada (KOMAR, 2003).

Os mosquitos com o virus picam e infectam pessoas, cavalos e outros mamiferos. No
entanto, humanos, cavalos e outros mamiferos sdo hospedeiros acidentais e finais. Isso significa
que, a contaminacéo pelo virus se da por um curto periodo de tempo e ndo desenvolvem altos
niveis de virus em sua corrente sanguinea, assim ndao podem transmitir o virus para outros

mosquitos, encerrando o ciclo de transmisséo (Figura 6)(CDC,2021).

Figura 6 - Ciclo de Transmisséo do virus do Nilo Ocidental.
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2.2.1.2 Sintomas e patogenia

A doenca pode ser assintomatica ou apresentar sintomas distintos, de acordo com cada
pessoa e com o nivel de gravidade da doenca. Cerca de 80% das infeccbes por WNV em
humanos séo assintomaéticas. A forma leve da doenca caracteria-se pelos sequintes sinais: or
febre, dor de cabega, dor nos olhos, mialgia, artralgia, cansago, nausea e vomitos, enquanto a
doenca grave (neuro invasiva) é caracterizada por febre alta, coma, convulsdes, encefalite e
paralisia (HAYES et al., 2005).

O WNV é replicado nas células de Langerhans, migra para os linfonodos regionais e a
seguir tem acesso a corrente sanguinea (viremia primaria). Posteriormente, o virus ganha ampla
disseminacdo para o sistema reticuloendotelial, onde novamente € replicado, incrementando a
viremia (viremia secundaria). Acredita-se que o virus atinja o sistema nervoso central pela via
hematogénica, causando as manifestacfes clinicas neuroldgicas da doenca. Em humanos, o
periodo de incubacdo pode variar entre 2 a 14 dias ap6s a picada do mosquito (DEBROT, 2005).

A maioria das infeccdes se resolve em 2 a 6 dias, mas em casos graves, 0 cansago pode
durar por um més ou mais (DEBROT, 2005). As infec¢cdes em equinos podem ocasionalmente
causar doencas neurolégicas e morte (HAYES et al., 2005), de tal forma que esses animais
podem ser considerados espécies sentinelas para surtos de WNYV com potencial de transmitir
para as populacdes humanas. O exato mecanismo e locais da replicacdo de WNV ap0s a picada
do mosquito infectado ainda permanecem desconhecidos. Entretanto, acredita-se que a
replicacdo inicial ocorra na pele e em linfonodos regionais gerando uma viremia priméria no
sistema reticuloendotelial (DEUBEL, 2006).

2.2.1.3 Diagnéstico

O diagndstico diferencial da WNV inclui diversas arboviroses (neuroinvasivas e nao
neuroinvasivas) e outras doencas virais febris agudas (leptospirose, febre maculosa, e outras)
ou com acometimento do sistema nervoso central. Assim, a abordagem sindrémica € a mais
indicada para a vigilancia do WNV, a partir da identificagdo de pacientes com quadros
neurologicos de etiologia viral (encefalite, meningite, meningoencefalite, paralisia flacida
aguda) sem causa conhecida. As analises laboratoriais, sinais e sintomas, juntamente com a
situacdo epidemiologica da regido, devem ser tomados em conta na busca de um fechamento
do diagnéstico (BRASIL, 2022).

O diagndstico de encefalomielite por WNV em vertebrados normalmente € baseado em
sinais clinicos e sorologia, principalmente por Teste de Neutralizacdo por Reducéo de Placas

(Plague Reduction Neutralization Test ou PRNT, em inglés) ou Ensaio Imunoabsorvente de
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Ligacdo de Enzimas por Captura de IgM (IgM Antibody Capture Enzyme Linked Immuno
Sobent Assay ou MAC ELISA, em inglés) (CAMPBELL, 2002). Anticorpos heterofilos, em
raras circunstancias, podem causar um falso positivo em testes sorologicos (BARENFANGER,;
DRAKE; LAWHORN; O'BRIEN et al., 2005).

O diagndstico molecular de WNV é feito usando a técnica da cadeia da polimerase via
transcriptase reversa quantitativa (RT-gPCR, em inglés), mas ainda apresenta utilidade limitada
devido a baixa viremia e a curta duracdo em hospedeiros vertebrados ao iniciar os sintomas,
tornando dificil a deteccdo com o passar do tempo (BARZON; DEPARTMENT OF
MOLECULAR MEDICINE; REGIONAL REFERENCE LABORATORY FOR
INFECTIOUS DISEASES; PACENTI et al., 2013; PAUVOLID-CORREA; CRUZ;
VARELLA; JANEIRO, 2008).

Estudos demonstraram que 0 RNA do WNV pode ser detectado na urina por muito mais
tempo (pode durar por aproximadamente 20 dias) e em concentragfes mais altas do que no
sangue ou no liquido cefalorraquidiano (LCR) em individuos com WNV ou doenca
neuroinvasiva (MURRAY et al., 2010). A urina usada é coletada fresca e ndo ha necessidade
de ser concentrada ou pré-tratada antes do teste (MURRAY et al., 2010). O RNA viral se
degrada rapidamente na urina, com os resultados do RT-PCR se tornando negativos ap6s 2 ou
mais ciclos de congelamento/degelo (MURRAY et al., 2010).

O aparecimento de anticorpos contra 0 WNV ocorre entre quatro e sete dias ap6s a

infeccdo e anticorpos IgM sdo detectados logo apds o inicio dos sintomas (Figura 7).
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Figura 7 - Viremia e resposta humoral ao Virus do Nilo Ocidental: cronologia de marcadores
clinicos e de diagnostico durante a infeccdo por WNV.
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Fonte: Adaptacdo (R1ZZOLI et al., 2015)

A febre do nilo ocidental no Brasil, € uma doenca de notificacdo compulséria por ter
relevancia epidemioldgica, devendo ser informada as autoridades de salde (Portaria n°
204/GM/MS, de 17 de fevereiro de 2016) imediatamente, uma vez que um caso pode indicar o
inicio de um surto e as medidas de controle sdo necessarias. A vigilancia epidemioldgica de
casos suspeitos deve ser feita seguindo as orientagdes do Ministério da Sadde no que diz
respeito a notificacdo, investigacdo e coleta e envio de amostra (fluidos e/ou tecidos) ao
laboratdrio de referéncia da regido.

2.2.1.4 Tratamento e prevencao

Atualmente, ndo existe tratamento antiviral especifico ou vacina contra 0 WNV para a
populacdo humana. Em pacientes com sintomas mais leves o tratamento é sintomatico, e em
casos mais graves, & necessaria hospitalizacdo para cuidados adequados, como suporte
respiratorio, prevencdo de infecgbes secundarias e tratamento para os casos de encefalites e

outros casos neuroldgicos.
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Existem vacinas para equinos, disponiveis comercialmente, e ha pesquisas em
desenvolvimento para a elaboragcdo de vacina para o homem (MURAKI; FUIJITA,;
MATSUURA; FUKE et al., 2015). A vacina recombinante ChimeriVax-WNO2 foi considerada
segura e eficaz em dois ensaios clinicos de fase |1 em adultos saudaveis. E uma vacina quimérica
atenuada, produzida pela inser¢do dos genes que codificam as proteinas pré-membrana (prM)
e envelope (E) do WNV (cepa NY99) no clone da vacina 17D da febre amarela
(BIEDENBENDER; THE GLENNAN CENTER FOR GERIATRICS AND
GERONTOLOGY; BEVILACQUA; SANOFI PASTEUR et al., 2011).

2.3 FAMILIA TOGAVIRIDAE

A familia Togaviridae é composta por virus envelopados, com capsideo icosaédrico com
cerca de 70 nm de diametro que envolve o genoma tipo RNA de fita simples linear de polaridade
positiva (+). O genoma de aproximadamente 11kb codifica duas poliproteinas precursoras, que
quando clivadas dardo origem a quatro proteinas nao estruturais (nsP1, nsP2,nsP3 e nsP4)
envolvidas na replicacdo viral, e as proteinas estruturais: Capsideo (C) e Envelope(E1, E2, E3 €
6k) (Figuras 8 e 9) (MACKAY, 2016; MOTA; RIBEIRO; VEDOVELLO; NOGUEIRA, 2015).

Figura 8 - Representacdo esquematica da estrutura de um Togavirus.
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Figura 9 - Representagdo esquematica do Genoma de um Togavirus.
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2.3.1 O virus Mayaro

O virus Mayaro (MAYV) tem ampla dispersdo em regides florestais do tropico e
subtrdpico e produz nos pacientes doengas com sintomas clinicos similares a outras arboviroses.

Foi isolado pela primeira vez em trabalhadores doentes de Trinidad e Tobago em 1954,
sendo o principal vetor o mosquito da espécie Haemagogus janthinomys, que vive em areas de
florestas e de vegetacdo ribeirinha (MOURAO; DOURADO; BASTOS; DOURADO et al.,
2015; TESH; FROM THE DEPARTMENT OF PATHOLOGY; AND THE INSTITUTO
NACIONAL DE SALUD; WATTS et al., 1999).

Na mesma década, fez-se o primeiro isolamento do MAYV no Brasil (CAUSEY &
MAROJA, 1957). Desde entdo, tem sido reportadas epidemias consecutivas causadas por
MAYYV no pais, especialmente na regido Norte. O MAYYV ¢ apontado como agente emergente
e com grande potencial epidémico no Brasil (ESPOSITO & FONSECA,2017).

Apesar de ser uma arbovirose que circula fundamentalmente em ambiente silvestre,
existem relatos da doenga em é&reas periurbanas (ACOSTA-AMPUDIA; MONSALVE;
RODRIGUEZ; PACHECO et al., 2018) e relacionados com o vetor Aedes aegypti, que é
extremamente antropofilico, urbano, e com competéncia para transmitir o MAYV (LONG et
al., 2011). Pacientes infectados com 0 MAYV e o DENV foram descritos na cidade de Goiania
(estado de Goias) nos anos de 2017 e 2018. Foram analisadas 259 amostras que resultaram
positivos para DENV e 26 para MAYV. Nesse grupo, nenhum paciente tinha historico de
viagem para regides florestais (DE CURCIO et al., 2022).
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2.3.1.1 Hospedeiros e reservatorios naturais

O MAYYV circula na natureza entre animais silvestres como preguicas, primatas nao-
humanos (PNH), aves, marsupiais e roedores, no que é conhecido como ciclo de transmisséo
silvestre (ou silvatico/enzoético), causando doencas em humanos e animais domésticos de
forma acidental e esporadica (eventos de spillover). Neste Gltimo caso, 0s humanos constituem
a ponte entre o ciclo silvestre e o rural ao adentrar em areas florestais onde circula o virus,
infectando-se e retornando para areas periurbanas durante o periodo de viremia.

Adicionalmente, anticorpos também foram detectados em bovinos e bubalinos no Para
e em PNH no Mato Grosso do Sul (BATISTA etal., 2012; CASSEB et al., 2012). Investigagédo
soroldgica identificaram a exposicdo de equinos a0 MAYV no Para e no Pantanal do mato
Grosso do Sul (CASSEB et al., 2016; PAUVOLID-CORREA, et al., 2015). Apesar do
Haemagogus janthinomys ser considerado o principal vetor no ciclo silvestre, estudos
experimentais ja& demonstraram que os vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus, com um
comportamento basicamente urbano e rural, sdo vetores competentes para transmitir o MAYV
(LONG et al., 2011; PEREIRA et al., 2018).

2.3.1.2 Sintomas e patogenia

A febre de mayaro é uma doenca febril aguda acompanhada de manchas vermelhas na
pele (rash) e artralgia. Estes sintomas s&o muito comuns a outras arboviroses como dengue e
chikungunya o que dificulta o diagnostico baseado apenas na andlise clinica, fazendo-se
necessario o uso de testes laboratoriais sorologicos e moleculares.

Nas formas mais graves, se evidencia a presenca de artralgia, semelhante a chikungunya,
acompanhado de edema ou inchago nas articulagdes. Esses fatos dificultam o diagndstico
clinico sendo de grande importancia o diagnéstico laboratorial (TESH; FROM THE
DEPARTMENT OF PATHOLOGY; AND THE INSTITUTO NACIONAL DE SALUD;
WATTS et al., 1999).

No estado de Mato Grosso, ap0s notificacdo de um surto de dengue, evidenciaram que
dos 200 casos notificados, 20% foram confirmados para dengue e 3% para febre do Mayaro, e
foi ressaltado a semelhanca clinica entre os pacientes e a dificuldade de diagndstico diferencial
destas arboviroses baseando-se apenas na clinica (VIEIRA et al., 2015). A febre de mayaro néo
é uma doenca letal, porém apresenta uma alta taxa de morbidade uma vez que em casos mais
graves o paciente pode desenvolver, como no caso de febre chikungunya, uma poliartralgia
dolorosa que pode perdurar por varios meses (THEILACKER et al., 2013). Sdo doencas

debilitantes.
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2.3.1.3 Diagnéstico

Os exames especificos para diagndstico da febre de mayaro incluem o isolamento direto
do virus a partir de amostras de soro dos pacientes infectados, utilizando técnicas de cultivo
viral, bem como métodos moleculares (NAVECA et al., 2017). O diagnostico clinico é limitado
devido a similaridade do quadro clinico observado entre diferentes arbovirus. Por isso, o

diagnostico laboratorial das infeccdes pelos arbovirus tem muita importancia.

2.4 FAMILIA PERIBUNYAVIRIDAE

A familia Peribunyaviridae apresenta cerca de 100 representantes divididos em quatro
géneros: Orthobunyavirus, Herbevirus, Pacuvirus e Shangavirus. O género Orthobunyavirus,
onde se encontra o virus Oropouche, € o maior e mais diversos da familia e inclui 103 espécies.
Séo virus envelopados, esféricos ou pleomorficos, de 80-120 nm de didmetro, com genoma
RNA de polaridade negativa, dividido em trés segmentos (S, M e L). O segmento S (small)
codifica para a proteina da Nucleocépside, o segmento M (medium) codifica para duas proteinas
do envelope glicoproteinas estruturais (Gn e Gc) e, o segmento L (large), codifica para a
proteina que tem funcdes de RNA polimerase-RNA-dependente e de endonuclease (Figura 10)
(HUGHES et al., 2020).

Figura 10 - Representacdo esquematica da estrutura de um Peribunyavirus. Particula infecciosa
de um virus do género Orthobunyavirus - expressdo da particula viral em corte mostrando os
trés segmentos gendmicos.
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Fonte: Adaptacdo https://ictv.global/report/chapter/peribunyaviridae/peribunyaviridae
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2.4.1 Virus Oropouche

O virus Oropouche (OROV), do género Orthobunyavirus, € um dos principais arbovirus
causadores de doenca humana nas Américas do Sul e Central e ja foi o segundo mais frequente
no Brasil. (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

Foi isolado pela primeira vez do sangue de um paciente febril de Vega del Oropouche
de Trinidad e Tobago, em 1954, e de um pool de mosquitos Coquilletidia venezuelensis, em
1960 (DA ROSA et al., 2017).

No Brasil, foi identificado em 1960 no sangue de um bicho preguica (Bradypus
tridactylus) e em pool de mosquitos do Aedes (Ochlerotatus) serratus durante a construcéo da
rodovia Belém-Brasilia, em regido florestal de Belém (PA) (DA ROSA et al., 2017). As cepas
do OROQV circulantes na Ameérica Central e do Sul sdo classificadas em genotipos I, 11 e 111, de
acordo com analise filogenética do segmento S. Esses gendtipos foram segregados em oito
subgendtipos: la, 1b e Ic; lla, I1b e llc; Illa e I1Ib (VASCONCELOS et al., 2011). No Brasil,
apenas os genotipos | e 11 foram detectados: o gendtipo | foi mais frequentemente encontrado
na Amazonia Oriental, enquanto o gendtipo Il na regido da Amazonia Ocidental (SAEED et al.,
2001).

A circulacdo do OROV no Brasil é predominante na regido norte, principalmente nos
estados do Para, Amazonas, Amapa, Acre, Rondo6nia, Tocantins e Maranhdo (NUNES et al.,
2005), porém no municipio de Arinos, MG foi encontrado morto um primata do género
Callithrix spp e o virus isolado era do genétipo 11, anteriormente registrado apenas no Panama,
0 que demonstra o potencial de dispersdo do virus para outras regides da América do Sul e
principalmente para uma populosa regido no Brasil (NUNES et al., 2005). Mais recentemente,
foi documentado o primeiro caso de infec¢cdo humana por OROV, detectado por RT-PCR em
uma pessoa que estava passando as férias em Porto Seguro, no sul da Bahia, podendo ser
considerado o primeiro caso isolado fora da regido amazonica (LUNA, 2016).

2.4.1.1 Sintomas e patogenia

O periodo de incubacdo de OROV varia de 4 a 8 dias. As infec¢bes sintomaticas em
humanos causadas pelo OROV séo caracterizadas como uma doenga febril aguda, geralmente
acompanhada de dor de cabeca, mialgia, artralgia, anorexia, tontura, calafrios e fotofobia.
Alguns pacientes apresentam erupcao cutanea que se assemelha a rubéola e nauseas, vémitos,
diarréia, congestdo conjuntival, dor epigastrica e dor retro orbital, além de outras manifestacdes
sisttmicas (DA ROSA et al., 2017).

A ocorréncia de recidivas é elevada (56% dos casos), caracterizadas pelo ressurgimento
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dos mesmos sintomas com menor intensidade uma a duas semanas apos o episédio febril inicial,
porém o virus ndo € detectado nesses episodios (DA ROSA et al., 2017). O quadro clinico é
similar aos de outras arboviroses o que dificulta o seu diagnostico, especialmente quando se
trata da regido Amazoénica onde o OROV circula em areas rurais e onde circulam outras
arboviroses (TERZIAN, 2010).

2.4.1.2 Diagnéstico

O diagnostico da febre de oropouche é basicamente feito utilizando técnicas classicas e
moleculares, dentre elas: 1) isolamento do virus em camundongos recém-nascidos e cultura
celular (células Vero); 2) ensaios soroldgicos, como testes de Inibicdo da hemaglutinacéo (HI),
neutralizacdo (NT), Fixacdo do Complemento (CF) e ensaio imunossorvente ligado a enzima
interna para deteccdo total de imunoglobulina, IgM e 1gG, respectivamente, em soro
convalescente; 3) reacdo em cadeia de polimerase de transcrigéo reversa (RT-PCR) e RT-PCR
em tempo real para deteccéo de genoma em amostras agudas (soro, sangue e visceras de animais
infectados)(DA ROSA et al., 2017).

Em 2001, Saeed e colaboradores (SAEED et al., 2001) projetaram o primeiro antigeno
protéico recombinante nucleocapsideo usando um sistema bacteriano Plasmidial Escherichia
coli. Este antigeno foi testado no ensaio imunossorvente ligado a enzima IgM (ELISA) em
amostras clinicas de pacientes infectados pelo OROV no Brasil e no Peru. O antigeno proposto
gerou resultados com elevada sensibilidade e especificidade, constituindo, na época, uma boa
alternativa para detectar o virus na América do Sul (SAEED et al., 2001).

Até o momento, ndo ha diagnostico comercial disponivel ou testes rapidos baseados em
imunoensaios (por exemplo, ELISA, imunocromatografia). Técnicas moleculares, rapidas e
sensiveis, como a PCR em tempo real (qQPCR) aumentam a possibilidade de deteccao até mesmo
no primeiro dia da doenca, necessitando poucas horas para o diagnéstico (WEIDMANN;
RUDAZ; NUNES; VASCONCELOS et al., 2003). Técnicas de sequenciamento de nova
geracdo tendem a facilitar a deteccao, classificacao e estudo de novos orthobunyavirus (HANG
etal., 2012).

2.4.1.3 Hospedeiros e reservatorios naturais (ecologia)

As preguicas parecem participar do ciclo de manutencdo de OROV (ANDERSON et al.,
1961). Evidéncia sorologica foi detectada em primatas ndo humanos (Cebus apella) no estado
do Mato Grosso do Sul (BATISTA et al., 2012). No Para e no Mato Grosso do Sul, animais
domésticos de criacdo, como ovelhas e bufalos, também foram soropositivos (CASSEBet al.,
2012; PAUVOLID-CORREA et al., 2017). Esse virus adaptou-se a um ciclo urbano,
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envolvendo o homem e 0 mosquito da espécie Culicoides paraensis, comumente encontrado na
regido Amazbnica, conhecido pelo nome popular de maruim ou mosquito-pélvora
(VASCONCELOS et al., 2009; LOPES; NOZAWA,; LINHARES, 2014; MESSIAS, 2011).

2.5 FAMILIA PARVOVIRIDAE

A familia Parvoviridae est4d constituida por duas subfamilias: Parvovirinae e
Densovirinae, diferenciadas principalmente pelas suas habilidades para infectar vertebrados
(incluindo 0 homem) versus invertebrados. Os membros da subfamilia Parvovirinae infectam
vertebrados (mamiferos, aves e répteis), inclui oito géneros: Bocaparvovirus,
Dependoparvovirus, Erythroparvovirus, Protoparvovirus, Tetraparvovirus, Amdoparvovirus,
Aveparvovirus e Copiparvovirus, contendo mais de 55 espécies (COTMORE; AGBANDJE-
MCKENNA; CANUTI; CHIORINI et al., 2019).

O virion dos parvovirus é pequeno e medem entre 18 e 26 nm de didmetro e 6,2 x 106
kDa de peso molecular e é destituido de envelope e o capsideo possui simetria icosaédrica,
formado por 20 faces triangulares (60 capsdémeros) constituido de duas proteinas estruturais
(VP1e VP2) (YOTO et al., 2006).

O genoma é de DNA linear de fita simples (sSDNA) que codifica para duas proteinas
estruturais, VP1 e VP2, e trés proteinas ndo estrutural, NS1,7,5 e 11 kDa (Figura 10)
(COTMORE; AGBANDJE-MCKENNA; CANUTI; CHIORINI et al., 2019).

Uma caracteristica do B19V é a capacidade do DNA persistir no sangue e em tecidos
especificos de individuos imunocompetentes mesmo depois da infec¢do aguda (A; F, 2016).

Na figura 11 observa-se que a proteina NS1 é a primeira em ser transcrita seguida pela
transcricdo tardia das proteinas VP1 e VP2. A sintese das proteinas estruturais VP1 e VP2
ocorre no citoplasma da célula e a montagem de novas particulas virais se processa dentro do

nucleo com posterior liberagéo pela lise celular (YOUNG et al., 1984).
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Figura 11 - Representacdo esquematica da estrutura e genoma dos Erythroparvovirus -
Eritrovirus B19.
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Fonte: https://viralzone.expasy.org/200?outline=all by species

2.5.1 Eritrovirus B19

O Eritrovirus B19 (Parvovirus humano B19) esta dentro do género Erythroparvovirus
devido ao seu tropismo por células precursoras de eritrocitos na medula 6ssea (MENDONCA
et al., 2011). Em 2013, ele foi classificado no género Erythroparvovirus e espécie
Erythroparvovirus Primata 1 (COTMORE; AGBANDJE-MCKENNA; CANUTI; CHIORINI

et al., 2019), mas devido a pouca utilizacdo deste termo na literatura nacional e internacional,
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continua utilizando-se a nomenclatura antiga. O eritrovirus B19 (B19V), antes denominado
parvovirus, foi identificado pela primeira vez em 1974, na Inglaterra, por Cossart e
colaboradores durante a realizacdo de testes para diagndstico da infeccdo pelo virus da hepatite
B (HVB) em doadores de sangue assintomaticos (COSSART et al., 1975).

O eritrovirus B19 foi o Unico virus da familia Parvoviridae reconhecidamente capaz de
causar doencas em seres humanos, até a descoberta e detec¢do do Bocavirus humano (HBoV)
em criancas com infec¢des respiratorias (ALLANDER; TAMMI; ERIKSSON; BJERKNER et
al., 2005) e o Parvovirus 4 (PARV4) diagnosticado em um paciente usuario de droga e infectado
pelo virus da hepatite B (JONES; KAPOOR; LUKASHOV; SIMMONDS et al., 2005).

O B19V possui distribuigdo mundial, uma vez que as manifestacBes clinicas
relacionadas a infec¢do por esse virus sdo relatadas em diferentes paises de todos os continentes.
A infeccdo pelo B19V é exclusivamente humana e pode ocorrer em qualquer faixa etaria (QIU;
SODERLUND-VENERMO;YOUNG, 2017).

No Brasil, a frequéncia de anticorpos € bastante alta, 72% em adultos entre a faixa etaria
de 31- 40 anos e 87% em recém-nascidos com menos de um més de vida, com os niveis de
anticorpos de origem materna decrescendo até os 19 meses (HUATUCO; DURIGON;
LEBRUN; PASSOS et al., 2012).

A importancia do eritrovirus B19 em relacdo a patologia humana tem sido crescente e
relatada nos inumeros trabalhos publicados na literatura mundial (GARCIA; PAULO;
PEREIRA; PAULO et al., 2009; OLIVEIRA; AFONSO; CURTI; SILVA et al.,, 2017). O
primeiro registro do eritrovirus B19, no Brasil, foi relatado durante um surto desta doenca em
Belém do Para (MIRANDA; BELEM; LINHARES; PUBLICA et al., 1989).

A transmissdo da infeccdo pode ocorrer pelas seguintes vias: i) através da via
respiratéria, ii) através de produtos derivados do sangue administrados por via parenteral e iii)
verticalmente da mée para o feto (HEEGARD & BROWN, 2002). A transmissao nosocomial
tem sido descrita com pouca frequéncia, e também tem sido relatada transmissdo entre 0s
profissionais de laborat6rios que manipulam virus nativos (MIYAMOTO et al.,2000).

O virus atua na inibicdo da formacao de hemécias gerando efeitos citotoxicos levando a
um quadro clinico variavel com a idade. A faixa etaria mais afetada é em criangas/adolescentes
menores de 14 anos (UEDA, 2021). No entanto, muitas infec¢des sdo assintomaticas e ndo séo
diagnosticadas corretamente. Além disso, a semelhan¢a dos sintomas do eritema infeccioso
com outras doencas de erupgdes cutneas e a ampla circulagdo de arboviroses no Brasil,
dificulta o diagnostico diferencial (GARCIA; LEON, 2021) variando de acordo com o estado

hematoldgico e imunologico do paciente.
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2.5.1.1 Genotipos variantes do eritrovirus B19

O genoma viral do eritrovirus B19 é muito conservado, com 98-99 % de similaridade
entre os isolados (HICKS; CUBEL; COHEN; CLEWLEY, 1996). Um amplo trabalho foi
conduzido por Servant et al. (2002) na identificagéo e classificagdo taxonémica de variantes, e
as manifestagdes clinicas (SERVANT-DELMAS, 2016). Mais de 1000 amostras de soros e
plasmas foram analisadas e divididas em grupos de acordo com a epidemiologia e sintomas.
Apesar da heterogeneidade genética entre os eritrovirus detectados, ndo foi possivel observar
diferenca nas manifestacdes clinicas entre as infec¢fes causadas pelos diferentes gendtipos
(SERVANT-DELMAS, 2016). A identificacdo dessas variantes e analises filogenéticas desses
multiplos isolados do B19V levaram a classificacdo do parvovirus humano B19 em trés
gendtipos distintos: gendtipo 1, com subtipos 1a (o virus protétipo) e 1b; gendtipo 2 (cepas A6
e LaLli); e gendtipo 3, com subtipos 3a (cepa V9) e 3b (cepa D91.1)(GARCIA et al., 2017).
Esses 3 gendtipos sdo distintos com mais de 9% de divergéncia nucleotidica em todo o genoma
entre as sequéncias avaliadas (SERVANT; LAPERCHE; LALLEMAND; MARINHO et al.,
2002).

A distribuicdo de cada gen6tipo depende da origem geografica, da populagdo e do tipo
de amostra avaliada. Em relacdo a origem geogréfica, o genétipo 1 é o prevalente em todo o
mundo, o gendtipo 2 foi detectado em pacientes nascidos antes de 1973, depois de um periodo
sem circulacéo, foi detectado em um doador de sangue na Alemanha. O genoétipo 3 parecia mais
restrito & Africa, porém ja foi detectado em outros paises, inclusive no Brasil (NORJA et al.,
2006). No Brasil os trés gendtipos ja foram detectados e existe a predominancia do gendtipo 1.
O primeiro genoma completo do B19V gen6tipo 1 A foi de uma amostra de soro suspeita de
infeccdo por dengue, de um caso fatal de um menino de 12 anos no Rio de Janeiro, Brasil
(CONTEVILLE, 2015). O gendtipo 2 foi detectado apenas em Sdo Paulo em amostras de
medula éssea de um paciente com neoplasias hematoldgicas, no ano de 2004 (SANABANI;
NETO; PEREIRA; SABINO, 2006). O gendtipo 3 foi detectado em diversos estudos, em
municipios como Belém (FREITAS et al., 2008) e em Niteroi (AZEVEDO et al., 2012).

2.5.1.2 Sintomas e patogenia

O periodo de incubacéo, até o surgimento do exantema, é de 4 a 15 dias e a viremia
ocorre de 6 a 8 dias ap0s exposicdo. Eventualmente, alguns sintomas antecedem a erupgéo
cutanea como febre baixa, cefaléia, mialgias, nauseas, diarréia e dores articulares
(HEEGAARD & BROWN, 2002). A infecgdo pelo eritrovirus B19 pode gerar o eritema

infeccioso, a artropatia, a crise aplastica transitoria, a aplasia pura de células vermelhas, a
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erupcao papular, purpurica em méaos e pés e hidropisia fetal (Quadro 2). Algumas manifestacdes
estdo relacionadas a elevada morbimortalidade, como a encefalopatia, epilepsia, meningite,
miocardite, cardiomiopatia dilatada e hepatite autoimune. O eritrovirus tem sido sugerido por
varios autores como agente causal em varias sindromes clinicas, 0 que por vezes € de dificil
comprovagdo (GARCIA et al., 2017). A infeccdo pelo B19V durante a gestagdo é um grave
problema de satde publica, pois no primeiro trimestre de gestacdo pode ocorrer o aborto e no
segundo trimestre o feto pode desenvolver a hidropsia fetal ndo imune (YOUNG et al., 1984),
como o resultado de uma anemia que leva a faléncia cardiaca, edema generalizado e morte
(WRIGHT et al., 1996). O B19V também pode estar associado a casos de morte fetal
intrauterina ndo-hidropica (SKJOLDEBRAND-SPARRE, 2005).

Quadro 2 - Doengas causadas pelo B19V.

DOENCA EVOLUCAO GRUPO DE PACIENTES
CLINICA

Eritema infeccioso Aguda Criancas Saudaveis

Poliartropatia Aguda Adultos saudaveis

Crise aplastica transitéria Aguda Pacientes com distarbios

hemoliticos
Anemia persistente Crobnica Pacientes imunocomprometidos
Hidropsia fetal Aguda/Cronica Fetos (<20 semanas)

Fonte: Adaptado de (YOUNG; BROWN, 2004)

2.5.1.3 Diagnéstico

A introducdo dos métodos de amplificagdo do genoma viral fez com que a técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) se tornasse 0 método diagndstico mais sensivel para
deteccdo dos virus, incluindo o B19V em espécimes clinicos (DURIGON et al., 1993). Varios
métodos utilizando essa técnica vém sendo descritos visando o aprimoramento na identificagdo
dos gen6tipos virais e a quantificacdo da carga viral (KOPPELMAN, 2007). E necessério que
mais estudos sejam voltados para a genotipagem, pois é bastante discutido o significado das
variantes dos eritrovirus e sua relagdo com as doengas hematoldgicas. Alguns estudos
recomendam correlacionar testes sorologicos com testes moleculares para estabelecer um
diagndstico de infeccdo aguda (MAPLE; HEDMAN; DHANILALL; KANTOLA et al., 2014)
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devido a possibilidade de resultados falso-negativos, uma vez que anticorpos contra as proteinas
virais VP1 e VP2 podem gerar complexos com as particulas virais e consequentemente se tornar
indetectaveis em ensaios sorologicos (MENDELSON et al., 2006), além de demonstrar a
persisténcia do B19V. O diagnostico laboratorial para a infeccdo pelo B19V ¢é a deteccdo de
anticorpos especificos, IgM e IgG, em amostras de soro. Anticorpos IgM séo detectados apds
o terceiro dia e 0 pico é na segunda semana apos a infec¢do. Deste modo, o protocolo para
diagnostico laboratorial mais apropriado consta de PCR-ELISA para determinar a presenca do
DNA viral juntamente com IgM especifica para o B19V. Comeca a haver declinio de IgM apds
30-60 dias dos sintomas e geralmente ndo é mais encontrado em 60-90 dias. Anticorpos 1gG
aparecem ap6s IgM e permanecem pelo resto da vida do paciente, sendo, por essa razdo, Uteis
como marcadores de infeccdo passada e de imunidade (GALLINELLA, 2003).

Devido as dificuldades de se propagar o virus em cultura de células, a PCR assumiu
importante papel no diagnostico laboratorial. Esse tipo de método de diagndstico € importante
para alguns pacientes que apresentam viremia, assim, sendo possivel detectar o DNA do B19V
no sangue a ntes mesmo da resposta de anticorpos (HEEGAARD & BROWN, 2002).

2.5.1.4 Prevencdo e tratamento

A maioria dos casos de eritema infeccioso ndo requer tratamento especifico, apenas
tratados os sinais e sintomas, enquanto alguns pacientes com artropatia necessitam de
tratamento sintomatico (uso de drogas anti-inflamatdrias). A infeccdo em gestantes
soronegativas deve ser monitorada por ultrassom semanal, e no caso de anemia fetal alguns
autores recomendam realizar transfus&o fetal intra uterina (YOUNG; BROWN, 2004).

A prevencdo da infeccdo € importante para os pacientes que tém alto risco de
desenvolverem sérias complicacdes devido a infec¢do pelo B19V, como os portadores de
anemias constitucionais e gestantes soronegativas (CARLSEN, 2006). Na ultima década,
vacinas recombinantes foram testadas em humanos, que se mostraram desencadear respostas
rapidas e robustas de producdo de anticorpos neutralizantes (BERNSTEIN et al., 2011;
PENKERT et al., 2017). A disponibilidade de uma vacina segura e eficaz sera de grande
importancia, principalmente para individuos com anemia hemollitica e para mulheres nao
imunes em idade reprodutiva. A triagem do B19V é essencial em bancos de sangue, devido a
possibilidade de infeccdo durante as transfusdes de sangue e/ou seus produtos para pacientes
imunodeprimidos, transfundidos e doentes cronicos (CANDOTTI; ETIZ; PARSYAN;
ALLAIN, 2004). Apesar deste fato, a triagem ainda ndo é obrigatoria (SLAVOV, 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

De acordo com a rotina realizada no LACEN/MS, um grande nimero de pacientes ficam
sem um resultado conclusivo apds a pesquisa dos virus que estdo implantados na rotina
laboratorial atual.

Esse foi 0 ponto crucial e a motivacdo da principal pergunta deste estudo. Quais outros
patogenos estdo circulando em nosso estado? Quais outros patdgenos seria importante incluir
em nossas analises?

Com base em estudos recentes que demonstram a circulagdo de Mayaro em estados
vizinhos ao nosso, a preocupac¢do eminente com casos de 6bito de equinos e humanos por Nilo
Ocidental no pais, com o achado de anticorpos de Oropouche em equinos nativos da regido e
também pela subnotificacdo do Eritrovirus B19, salientamos que esse trabalho busca nédo
somente uma resposta académica mas principalmente uma resposta para o fortalecimento do
sistema de vigilancia em saude do estado de Mato Grosso do Sul através da implantacdo de um
fluxograma mais abrangente que servira como importante ferramenta para a vigilancia
epidemioldgica em reconhecer precocemente as novas areas com transmissao para minimizar o
impacto dessas doencas na populacéo.

O diagndstico para B19V deve ser realizado, particularmente entre mulheres gravidas,
pacientes imunocomprometidos e individuos com doencas hemoliticas, ja que nestes casos a
infeccdo é mais grave. A implementacdo na rotina laboratorial pode esclarecer se o eritrovirus
B19 pode ser um dos agentes etioldgicos das doencas exantematicas, assim como determinar a
frequéncia da sua infec¢ao nos pacientes.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a presenca dos virus Mayaro, Oropouche, Oeste do Nilo e Eritrovirus B19,
utilizando um novo fluxograma de diagndstico diferencial, em amostras encaminhadas ao
Laboratorio Central de Saude Publica do Mato Grosso do Sul (LACEN-MS) com a suspeita
clinica inicial de dengue, zika ou chikungunya, e que tiveram resultados negativos para esses

virus.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Propor a padronizacao de um novo fluxo de diagndéstico diferencial no LACEN/MS, para
agentes patdgenos que geram sintomas similares nos pacientes.

2- Fornecer resultados laboratoriais que contribuam para o esclarecimento diagndéstico junto ao
servico de saude de Mato Grosso do Sul.

3- Produzir ferramentas para ampliar a capacidade preventiva em relacdo a ocorréncia de
patdgenos emergentes e reemergentes no estado.

4- Caracterizar geneticamente os patdgenos detectados nas amostras avaliadas, bem como sua

descricdo epidemioldgica.
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5 MATERIAIS E METODOS
51 LOCAL DO ESTUDO

As amostras analisadas foram de individuoas oriundos de varios municipios de Mato
Grosso do Sul. O estudo foi desenvolvido no Laboratdrio Central de Saude Publica do estado
de MatoGrosso do Sul (LACEN-MS). O laboratdrio foi criado no ano de 1979, subordinado a
DiretoriaGeral de Saude Coletiva da Secretaria de Estado de Saude — SES/MS. Faz parte do
conjunto da Rede Nacional de Laboratdrios que constitui o Sistema Nacional de Laboratorios
de Saude Publica — SISLAB. Classificado como porte II e nivel “E” (nivel mais elevado) pela
Portaria n° 2606/GM de 2005, o LACEN realiza procedimentos laboratoriais de média e alta
complexidade desde 1992 e atende aos programas efetivamente consolidados em nivel federal
nos 79 municipios de Mato Grosso do Sul.

52 TIPODEESTUDO

Trata-se de um estudo epidemiolégico, observacionale e descritivo. Optou-se pela busca
de dados ambidirecional, de forma retrospectivo no periodo dejaneiro de 2017 a dezembro de
2021 e prospectivo (no periodo de janeiro a junho de 2022), com anélises de amostras bioldgicas
de casos suspeitos de arboviroses, que foram negativos para dengue, zika e chikungunya, no
estado de Mato Grosso do Sul.

Os dados e as amostras foram cedidos pelo LACEN/MS para a pesquisa, no contexto do
diagnostico diferencial e os dados epidemiologicos secundarios foram obtidos do Sistema de
Gerenciador de Ambiente Laboratorial — GAL e organizados em planilha Excel® para posterior
analise.

5.3 APROVACAO ETICA

O estudo conta com a aprovacio pelo Comité de Etica e Pesquisa com seres humanos
da Universidade Catdlica Dom Bosco-Mato Grosso do Sul, CAAE: 54019821.2.0000.5162
(anexo B) e com as autorizagGes do LACEN/MS e da Secretaria de Estado de Saude do MS
(anexo H) .

54 SELECAO DAS AMOSTRAS DO ESTUDO

Foram utilizadas amostras bioldgicas pertencentes a soroteca do LACEN-MS. O
objetivo principal desse banco € possibilitar os estudos retrospectivos de agentes virais
emergentes e reemergentes responsaveis por problemas relacionados a saide publica no Mato
Grosso do Sul e no Brasil. Inicialmente, as amostras bioldgicas foram definidas apos
levantamento e analise cuidadosa das fichas dos pacientes com até 5 dias do inicio dos sintomas,
em varios municipios do estado, encaminhadas com suspeita clinica de dengue, zika e
chikungunya e que tiveram resultados negativos para os trés virus, entre os anos de 2017 a 2022.

Foram consideradas amostras negativas para o virus zika aquelas que tiveram resultado
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“nao detectavel” na técnica de RT-qPCR e, “ndo reagente” na técnica de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay). As amostras com suspeita de dengue foram consideradas
negativas ao ter resultado ‘“ndo reagente” na técnica de deteccado de NS1 e ELISA e, “ndo
detectavel” na RT-qPCR. Para o diagnostico de chikungunya foram consideradas negativas as
amostras que tiveram resultado “ndo detectavel” na RT-qPCR e “ndo reagente” no ELISA.
Foram excluidas da pesquisa as amostras que apresentaram resultado reagente ou
detectavel para dengue, zika ou chikungunya. Somente amostras biologicas que atendessem a
todos os critérios de elegibilidade indicados abaixo fariam parte desse estudo:
- precisavam ser soro, plasma ou liquor e com resultado ndo reagente/ndo detectavel para
dengue, zika e chikungunya;
- coletadas até o 5° dia do inicio dos sintomas;
- volume minimo de 300uL de material.
Ao todo, foram selecionadas 773 amostras bioldgicas (soro) entre os anos 2017 e 2022
(Tabela 1), armazenados no setor de Virologia do LACEN/MS a temperatura de -30°C e -80°C.

Tabela 1 - Nimero de amostras usadas no estudo em cada ano.

ANO 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Total amostras 82 160 285 71 86 89

55 DADOS SECUNDARIOS DOS PACIENTES

Alguns dados dos pacientes foram utilizados nas analises: idade, sexo, local de residéncia, local
de trabalho, Gltimas viagens, data de inicio dos sintomas da doenca e data de coleta do material
bioldgico. As duas Ultimas informacg6es sdo essenciais para definir a técnica de diagnostico.
Todos esses dados foram fornecidos pelo LACEN-MS, por meio eletrdnico e/ou fisico e
digitados em um banca de dados construido especialmente para esta pesquisa com 0 programa

Microsoft office Excel®.

5.6 ANALISE LABORATORIAL DAS AMOSTRAS

Todo o processo de testagem das amostras foi realizado no LACEN-MS, seguindo o fluxograma

mencionado na figura 12.



Figura 12 - Fluxograma do desenho experimental do presente estudo.
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sequenciamento

5.6.1 Extracéo de acido nucléico viral

detectavel para dengue, zika e
chikungunya;

a. coletadas até o 5° dia do inicio dos
sintomas;

a. volume minimo de 300uL de
material.

—

Para a extracdo do material genético de cada uma das amostras de soro, foi utilizado o
kit comercial QIAamp viral RNA mini kit (QIAGEN®, Hiden, Alemanha), de acordo com as

instrugdes do fabricante.

Brevemente, foram adicionados 140uL de cada uma das amostras em tubos de 1,5 mL

contendo 5,6pL de carreador de RNA, acrescidos a 560uL de tampé&o de digestdo. A mistura
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foi homogeneizada em vortex por 15 segundos, e incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionaram-se 560pL de etanol 100% e foram transferidos 630uL da
solugdo, cuidadosamente, no centro da coluna silica gel previamente identificada. Ela foi
centrifugada a 6.000xg por 1 minuto, e transferida a um novo tubo coletor. Apds descarte do
sobrenadante, foi realizada repeticdo da Gltima etapa. O tubo coletor contendo o filtrado foi
descartado, e foram adicionados 500uL do tampéo de lavagem AWL1. A coluna foi novamente
centrifugada (6.000xg por 1 minuto) e o procedimento descrito acima repetido, adicionando-se
500uL do tampdo de lavagem AW2. A coluna foi entdo centrifugada a 10.000xg por 3 minutos,
o filtrado foi descartado, e novamente foi realizada uma centrifugagéo a 10.000xg por 1 minuto
para secagem da mesma. Em seguida, a coluna foi transferida a um tubo de 1,5 mL identificado
e foram adicionados 60uL de tampédo de eluicdo AVE incluso no kit incubando por 1 minuto
em temperatura ambiente. Foi realizada uma centrifugacdo a 6.000 x g por 1 minuto. A coluna
foi descartada e 0 RNA extraido foi armazenado a temperatura de -70°C até o uso. Para cada
agente patdgeno pesquisado foi extraido um controle negativo da reacdo. Com o advento da
pandemia o LACEN-MS recebeu incentivos do Ministério da Saude e do governo do estado
para a aquisicdo de equipamentos de ultima geracdo para compor seu parque tecnolégico e com
iSso garantir uma maior capacidade de producao e de prestacao de servicos com maior qualidade
e agilidade em suas analises. Ap6s o ano de 2020, as amostras foram também analisadas no
rob6, Qiasymphony SP, da marca Qiagen, com capacidade para extracdo de material genético
de 96 amostras em 4h, utilizando o QIAsymphony DSPVirus/Pathogen Mini Kit, seguindo as
instrucdes do fabricante.
5.6.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a realizacdo das reacdes RT-gPCR e qPCR, foram utilizados os equipamentos 7500

Fast Real-Time PCR System, o QuantStudio™ 5 e o QuantStudio™ 7 Pro disponiveis no

Laboratério Central de Satde Publica de Mato Grosso do Sul.

5.6.3 Transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real
(RT-gPCR).

Para a deteccdo de MAYV e OROV foram utilizados os oligonucleotideos (tabela 2) e
o0 protocolo multiplex desenvolvido pela equipe de Virologia do Instituto Lednidas e Maria
Deane (ILMD) (NAVECA et al., 2017). Na pesquisa do WNV foram usados 0s
oligonucleotideos (tabela 3) e protocolo de (LANCIOTTI et al., 2000).

Em todas as reacOes foi utilizado o gene humano de controle interno de amplificacéo
(RNase P) para descartar falsos-negativos na avaliagdo dos virus mencionados, certificando a

acuracia dos resultados.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351106
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351106
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A34322
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A43162
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Tabela 2: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na deteccdo de MAYV e OROV.

Oligo Sequéncia Referéncia

MAYV_FNF 5° CACGGACMTTTTGCCTTCA 3’
MAYV_FNR 5> AGACTGCCACCTCTGCTKGAG 3’

MAYV_FNP 5’(VIC) ACAGATCAGACATGCAGG 3’ Naveca et al., 2017
OROV_FNF 5’ TCCGGAGGCAGCATATGTG 3

OROV_FNR 5" ACAACACCAGCATTGAGCACTT 3’

OROV_FNP 5’(FAM)CATTTGAAGCTAGATACGG 3’

Tabela 3: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados na detec¢do de WNV

Oligo Sequéncia (5'-3") Referéncia

WNENV-forward TCAGCGATCTCTCCACCAAAG
WNENV-reverse GGGTCAGCACGTTTGTCATTG LANCIOTTI et al., 2000

WNENV-probe TGCCCGACCATGGGAGAAGCTC

Foi utilizado o Kapa Probe Fast gPCR Master Mix (2x) - Sigma-aldrich na preparacao

dos reagentes para a RT-gPCR, seguindo os calculos mostrados nos quadros 3 e 4.

Quadro 3 - Calculo do volume de reagente para PCR para pesquisa de OROV/MAYV.

Reacéo 1X (xN)
H20 free 0.5
2X PCR Master Mix 5.0
Kapa Probe Roche CAT.N° Condicdes para
07959818001 amplificagao:
Primer Mix MAYV 5uM 0.6 1 CiC|0,
Probe MAYV 104M YAK 0.1 s E_'?;;)
Primer Mix OROV 5uM 0.6 45 ciclos
Probe OROV 10pM FAM 0.1 95°C 3” (Denaturacéo)
Rox Dye 0.4 60°C 30" (Extens&o)
RT 02 40X
RNAv 2,5u
Volume final 10 ul
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Quadro 4 - Célculo do volume de reagente para PCR para pesquisa de WNV.

Reacao 1X ( xN)

HoO free : 1.2 CondicGes para

2X PCR Master Mix 5.0 amplificaggo:

Kapa Probe Roche CAT.N° 1 ciclo

07959818001 42°C 5' (RT)

Primer Mix WNV (5uM) 0.6 95°C 5’ (Taq)

Probe 10uM FAM 0.1 45 ciclos

Rox Dye 0.4 28:8 g’(’)SDE”f“Uf%GﬁO)
xtenséo

RT 0.2 40X ( )

RNAv 2,5 ul

Volume final 10 ul

Em cada placa optica foram colocados 7,5ul do master mix por amostra e 2,5ul do
material genético extraido (RNA/DNA). A placa foi centrifugada e colocada no termociclador
em tempo real seguindo as condic¢des de amplificagdo descritas acima.

Para cada reacdo de RT-qPCR foram utilizados controles de reagentes e ambiente (NTC-
no template control) e como controle positivo para MAYV, OROV e WNV foram usados
antigenos liofilizados fornecidos pelo Laboratério de Referéncia em Arboviroses Instituto
Evandro Chagas (IEC), Para.

5.6.4 Reagédo em cadeia pela polimerase em tempo real (QPCR).

Para deteccdo do B19V foram utilizados os oligonucleotideos (tabela 4) e o protocolo
desenvolvido por Naveca e col. do Instituto Lebnidas e Maria Deane (ILMD) - Fiocruz
Amazonia (dados ainda ndo publicados).

Para cada reacdo de RT-qPCR foram utilizados controles de reagentes e ambiente (NTC-
no template control) e como o controle positivo para Parvovirus (B19) foi cedido pela profa
Dra Luciane Amado do Instituto Oswaldo Cruz, RJ (IOC/ Fiocruz Rio de Janeiro).

Em todas as reacOes foi utilizado o gene humano de controle interno de amplificacéo
(RNase P) para descartar falsos-negativos na avaliagdo dos virus mencionados, certificando a

acuracia dos resultados.
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Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados na deteccdo de B19V

Oligo Sequéncia (5'-3") Referéncia
B19 FNF ACAAGCCTGGGCAAGTTAGC

B19 FNR CATTRCCAGGCCCAACAT Naveca et al.
B19 FN_P TACAACTACCCGGTACTAAC

Foi utilizado o Kapa Probe Fast g°PCR Master Mix (2x) - Sigma-aldrich na preparacao

dos reagentes para a qPCR, seguindo os calculos mostrados no quadro 5:

Quadro 5 - Calculo do volume de reagente para PCR para pesquisa de B19V

Reacao 1X (xN)
H20 free 1.2 Condicdes para
2X PCR Master Mix 5.0 amplificacéo:
Kapa Probe Roche CAT.N° 1 ciclo
07959818001 42°C 5’ (RT)
Primer Mix MAYV (5uM) 0.6 95°C 5’ (Taq)
Probe 10uM FAM 0.1 45 ciclos
95°C 3” (Denaturacéo)
Rox Dye 0.4
y 60°C 30” (Extenséo)
RT 0.2 40X
RNAv 2,5 u
Volume final 10 pul

Em cada placa Optica foram colocados 7,5ul do master mix por amostra e 2,5ul do
material genético extraido (DNA). A placa foi centrifugada e colocada no termociclador em
tempo real seguindo as condi¢6es de amplificacdo descritas acima.

5.6.5 Interpretacdo dos resultados da RT-gPCR e qPCR

Os resultados foram reportados como “positivos ou detectaveis” ao observar uma curva
sigmoide no software do equipamento utilizado (ABI 7500, QuantStudio™ 5 ou QuantStudio™
7 Pro, da Applied Biosystems®), com valor de CT menor ou igual a 37 para os arbovirus e
B19V (NAVECA et al., 2017; LANCIOTTI et al., 2000). O valor do CT ou “threshold cycle
em inglés”, corresponde ao ciclo em que a fluorescéncia ultrapassa a linha do limite e permite
correlacionar o aumento dela com a quantidade de DNA do patogeno avaliado.
5.6.6 Seguenciamento

Para a obtencdo do genoma do B19V, os &cidos nucleicos extraidos foram, inicialmente,
submetidos a reacdo de PCR convencional utilizando 3 pares de iniciadores (Quadro 6) que
cobrem quase o genoma viral completo. As PCRs foram realizadas com a enzima SuperFi Il

Green (ThermoFisher, cat. 12361010) e iniciadores a 0,5uM em reag0es de 10ul (volume final),
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as quais acrescentava-se 1ul dos acidos nucleicos extraidos. Foi utilizada uma programacao de
98°C por 30” / 35 ciclos: 98°C por 10” - 55°C por 10” - 72°C por 2’ / 72°C por 5’ / 4°C /0.

Quadro 6 — Sequencias de oligonucleotideos utilizados para deteccdo do B19V.

Forward Sequéncia 5’- 3’ Reverse Sequéncia 5’- 3’ Tamanho
B19V_350 | CGGCATCTGATTTGGTGTCTT | B19V_2387 | CACACATAATCAACCCCAACTA 2037
FNF C FNR ACA
B19V_1605 | AAGTACAGGAAAAACAAACT | B19V_3862 | GTAAGCATATTGAGGGGGAA 2258
FNF TGGCAA FNR AGTATAC
B19V_3298 | CCCAAGCATGACTTCAGTTAA | B19V_4976 | GGAGTGTTTACAATGGGTGCA 1679
FNF TTCT FNR C

Ao final das reacGes, cada amplicon foi submetido a eletroforese a 80V por 1h, sendo
visualizado em gel de agarose a 1% corado com GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA). Para
confirmar o tamanho esperado do produto foi utilizado o padrdo de tamanho molecular
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, cat. SM0314).

Posteriormente, os produtos de PCR foram submetidos a um protocolo de precipitacdo
por polietilenoglicol 8000, com adaptacdes realizadas pelo grupo de pesquisa do Dr. Felipe
Naveca. Inicialmente adicionou-se PEG8000 (Promega, Cat. V3011) a 20% em uma propor¢ado
1/1 no tubo contendo o produto de PCR e seguiu-se incubac¢do a 37°C por 15 minutos. Apos 0
periodo de incubacdo era realizada uma centrifugacdo a 13.000g por 15 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 125pul de etanol 80%, seguindo
uma nova etapa de centrifugacdo a 12.000g por 2 minutos com posterior descarte do
sobrenadante. O microtubo foi entéo levado ao concentrador de DNA a vacuo Mivac (Genevc
SP Scientific) onde permaneceu por 15 minutos a uma temperatura de 37° e entdo o DNA foi
ressuspendido em &gua livre de nucleases e quantificado em espectrofotbmetro de micro
volume (Biodrop Duo - Biochrom).

Os produtos purificados seguiram para sequenciamento de alto rendimento.
Inicialmente, por se tratar de mais de um amplicon para cada amostra, foi necessario fazer o
pool dos amplicons, ou seja, unir os trés amplicons de cada amostra. Sendo assim, todos 0s
amplicons foram quantificados no equipamento Qubit 2.0 com o kit Qubit dSDNA HS Assay
(ThermoFisher) para utilizacdo em quantidades equimolares.

O preparo das bibliotecas foi realizado com o kit Nextera XT DNA Library Preparation
(Mumina). As etapas de tagmentacdo enzimatica, adicdo de adaptadores e indexes,
amplificacdo, normalizagdo e preparo do pool das bibliotecas foi realizada conforme descrito
no manual do fabricante a partir de 1ng de DNA em 5ul. Antes de preparar o pool das

bibliotecas, todas foram quantificadas utilizando o kit Qubit dSDNA HS Assay.
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O sequenciamento foi realizado no equipamento MiSeq (Illumina) utilizando o kit de
sequenciamento MiSeq Reagent v2 de 500 ciclos (Figura 13). Os dados gerados ap6s 0
sequenciamento foram analisados no software Geneious Prime 2022.0.1 para a montagem dos
contigs de cada amostra, frente ao genoma de referéncia NC_000883, utilizando a ferramenta
BBMap v 38.84, sob condigGes “default”.

Figura 13 - Etapas para sequenciamento no sistema MiSeq (Illumina)

Adicione adaptadores de Transfira as bibliotecas para

-acap e B Processe/anote os dados, Interprete e relate o contexto
sequenciamento e prepare as a lamina de fluxo e realize relate variantes genémicas biol6ai
bibliotecas para sequenciamento 0 sequenciamento do instrumento. diologico

Fonte: https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/
datasheets/miseq-data-sheet-m-gl-00006-translations/miseq-system-specification-sheet-m-gl-
00006-ptb.pdf

57 ANALISE FILOGENETICA

Os genomas consensos do B19V obtidos nesse estudo e representantes dos genotipos
Gla: M13178 (isolado Au); G1b: DQ357064 (isolado Vn147); G2: AY064475 (isolado A6);
G2 AY044266 (isolado LaLi); G3a: AX003421 (isolado VV9) e G3b: AY083234 (isolado D91.1)
foram alinhados com a ferramenta MAFFT v7.490 com selecdo automatica do algoritmo.

Posteriormente, o arquivo de alinhamento foi submetido a reconstrucéo filogenética por
méaxima-verossimilhanca usando o programa FastTree 2.1.11 usando modelo evolutivo GTR.
A arvore filogenética teve a raiz colocada no ponto central e foi editada no programa FigTree
1.4.4.

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Modelo lineares generalizados mistos, com efeito aleatério para 0s municipios e
distribuicdo binomial, foram utilizados para entender como os resultados do teste de PCR
podem estar relacionados com: (1) o sexo e a faixa etaria dos pacientes, bem como com o ano
de amostragem; e (2) os sintomas registrados nas fichas do pacientes. Assim, 0s seguintes
modelos foram :
logit(Resultado PCR) = Bo + f1ldade + B2Sexo +f3ldadexSexo + $4AN0 + bmunicipios
logit(Resultado PCR) = o+ [1Febre + S.Cefaleia +S3Mialgia + S4Exantema + fSsDor nas


http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/

o1

costas + BsDor retro-orbital + S7Artralgia + SsConjuntivite + foNauseas + Sioleucopenia +

[iPetéquias + f12Mal estar + S13Prurido + SsDiarreia + SisFalta de apetite + bmunicipios

Os sintomas foram avaliados em um modelo separado, por apresentarem um ndmero
menor de registros. O sintoma “desconforto abdominal” ndo foi adicionado no modelo por estar
correlacionado com “diarreia”. Ja os sintomas “dor de garganta", "insuficiéncia renal” e
“plaquetopenia” ndo foram inseridos por apresentarem 1-2 registros, gerando problemas nas
estimativas, como separacdo completa de pontos.

As analises foram realizadas com o pacote ‘lme4’ (BATES; MACHLER; BOLKER;
WALKER, 2015) no software R (TEAM, 2022). As tabelas e os graficos das estimativas foram
gerados com o pacote do R ‘jtools’ (LONG, 2022). Os modelos foram verificados quanto a
normalidade com o teste de uniformidade (teste de Kolmogorov—Smirnov), dispersdao dos
residuos e autocorrelacdo espacial (teste | de Moran), utilizando o pacote ‘DHARMa’
(HARTING, 2022).

Nos anos com amostragem para todos 0s meses, a estatistica circular foi empregada para
testar padrbes sazonais no nimero de casos em Mato Grosso do Sul (ALMEIDA; CODECO;
LUZ, 2018; L; GD; EP, 2019; LANDLER; INSTITUTE OF ZOOLOGY; RESEARCH
INSTITUTE OF MOLECULAR PATHOLOGY (IMP); RUXTON et al., 2022). Para isso
foram utilizadas duas abordagens, um teste de hip6teses e uma abordagem baseada em modelos,
ambos implementados no pacote do R ‘CircMLE’ (FITAK, 2017). No teste de hipoteses, a
proposta é testar a hipotese nula de que os dados sdo distribuidos uniformemente ao longo do
ano, versus alguma forma de concentracdo, seja ela unimodal, bimodal ou multimodal
(LANDLER; INSTITUTE OF ZOOLOGY; RESEARCH INSTITUTE OF MOLECULAR
PATHOLOGY (IMP); RUXTON et al., 2022). O teste de Hermans-Rasson foi empregado para
verificar a uniformidade nas distribuicGes, visto que tem alto poder estatistico para distribuicoes
multimodais agrupadas (LANDLER, 2019).

Ja na abordagem baseada em modelos, o pacote calcula a méxima verossimilhanca
(maximum likelihood) de 10 modelos descritos por (SCHNUTE, 1992) e os compara utilizando
o0 Critério de Informacdo de Akaike (AIC) (S, 2020) o AIC com corre¢do para tamanhos de
amostra pequenos (AICc) ou o Critério de Informagdo Bayesiano (BIC). Assim, com essa
abordagem é possivel identificar padrdes de ocorréncia. Resumidamente, os modelos se
enquadram em trés categorias principais: (i) modelo uniforme (M1), cuja orientacéo € aleatoria;
(if) modelos unimodais alternativos (M2A, M2B, M2C) com uma Unica direcdo preferencial; e
(iii) modelos bimodais alternativos (M3, M4, M5) com duas direcdes preferenciais. Os modelos
bimodais podem ainda ser divididos em axiais (M3A, M3B, M4A, M4B) e néo axiais (M5A,
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M5B). Cada modelo ¢ descrito por até cinco pardmetros: uma direcdo média ({1, em radianos)

e um pardmetro de concentragdo (k1) para o primeiro modo, uma direcio média (P2, em
radianos) e um parametro de concentracédo (k2) para o segundo modo, e o tamanho proporcional
da primeira distribuicdo (A; a segunda distribuicdo é assim fixada no tamanho 1-)) (Schnute &
Groot, 1992; Fitak & Johnsen, 2017; Landler et al., 2020; (OJEDA,; INIBIOMA (UNCOMA-
CONICET); SCHAAF; INECOA (UNJUJUY-CONICET) et al., 2022).

No presente estudo, os modelos foram comparados utilizando o AICc (BURNHAM,;
ANDERSON; HUYVAERT, 2010). Além disso, foi utilizado o peso de Akaike (wi), que
descreve a probabilidade de que um determinado modelo seja 0 melhor modelo (aproximado)
dado os dados experimentais e a colecdo de modelos considerados. A razéo do peso do modelo
I vs. 0 peso do modelo j quantifica a forca da evidéncia a favor do modelo i sobre 0 modelo j,
sempre que mais de um modelo for retido com base no AAICc (BURNHAM; ANDERSON;
HUYVAERT, 2010); (PORTET, 2020); (OJEDA; INIBIOMA (UNCOMA- CONICET);
SCHAAF; INECOA (UNJUJUY-CONICET) et al., 2022). Todas as analises estatisticas foram
realizadas no software R v4.2.1.
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6 RESULTADOS

Entre janeiro de 2017 e outubro de 2022, o LACEN MS recebeu 14.247 amostras para
a pesquisa do virus dengue, 7.239 para chikungunya e 4.668 para zika. Algumas amostras
tinham na ficha médica a solicitacdo para pesquisa dos trés arbovirus e outras, apenas para um
deles. Porém, é rotina do LACEN incluir a pesquisa do DENV quando a ficha médica solicita
somente CHIKV e/ou ZIKV, considerando que o estado de Mato Grosso do Sul é endémico
para esse patdgeno. No entanto, 28 amostras com estas caracteristicas nao tiveram suas analises
concluidas por varios fatores, entre eles: cadastro incorreto, requisicdo sem amostra,
preenchimento inadequado da requisicdo/ficha de investigacdo, material insuficiente ou
amostra imprépria para a analise solicitada.

A partir das amostras recebidas no LACEN MS, das 14.247 amostras analisadas para
dengue, 7.340 (51,5%) resultaram negativas. Das 7.239 amostras para chikungunya, 7.162
(98,9%) foram negativas para esse alvo e, das 4.668 amostras com suspeita clinica de zika,

4.634 (99,3%) tiveram resultados negativos para o virus zika (Quadros 07, 08 e 09).

Quadro 7 - Total de amostras recebidas no LACEN/MS para a pesquisa de DENV por ano.

DENV/ANO | Néo Detectavel Indetermina | N&o testado | Total
Detectavel do
2017 89 32 1 0 122
2018 33 18 0 0 51
2019 489 1320 0 0 1809
2020 506 2149 2 26 2685
2021 256 763 0 0 1019
2022 5967 2594 0 0 8561
Total 7340 6876 3 26 14247
(51,5%) (48,3%) (0,02%) (0,18%) (100%6)

Fonte: GAL/LACEN-MS
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Quadro 8 - Total de amostras recebidas no LACEN/MS para a pesquisa de CHIKV, por ano.

CHIKV/AN | Néo Detectavel Indetermina | N&o testado | Total

O Detectavel do

2017 583 8 3 0 594
2018 393 35 6 0 434
2019 1115 0 0 0 1115
2020 340 0 0 1 341
2021 621 20 1 0 642
2022 4110 3 0 0 4113
Total 7162 66 10 1 7239

(98,9%) (0,91%) (0,14%) (0,014%) | (100%)

Fonte: GAL/LACEN — MS

Quadro 9 - Total de amostras recebidas no LACEN/MS para a pesquisa de ZIKV, por ano.

ZIKAV/AN [ Néo Detectavel Indetermina | N&o testado | Total
O Detectavel do

2017 456 19 3 0 478
2018 253 2 6 0 261
2019 1065 1 1 0 1068
2020 355 1 0 1 356
2021 380 0 0 0 380
2022 2125 0 0 0 2125
Total 4634 23 10 1 4668

(99,3%) (0,49%) (0,21%) (0,02%) (100%0)

Fonte: GAL/LACEN-MS
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Na presente pesquisa para responder a situacdo do elevado numero de amostras (19.136)
com suspeita clinica de dengue, chikungunya e zika e, com resultado negativo para esses alvos,
foram selecionadas todas as amostras que estavam armazenadas na soroteca do LACEN.
Durante a rotina do laboratério, um grande nimero de frascos foi desprezado por ter volume
insuficiente para as analises necessarias, algumas estavam com a identificacdo comprometida e
outras foram desprezadas por falta de espago para armazenamento, resultando em 773 amostras
que foram analisadas pela técnica de RT-PCR para os virus MAYV, OROV e WNV, e por
gPCR para a pesquisa de B19V.

A selecao das amostras foi feita com base na demanda esponténea da rotina do LACEN,
tomando em conta os sintomas registrados nas fichas médicas: pacientes com sindrome febril
aguda, febre (aferida ou ndo), acompanhada pelos sintomas cefaleia, mialgia, artralgia, dor retro
orbitaria, mialgia, e mal-estar geral. Os dados sociodemogréaficos também foram obtidos das
fichas de notificagdo que acompanham as amostras. No Quadro 10 estd demonstrada a
populacgéo total do estudo e as amostras que foram positivas na pesquisa de B19V.

Quadro 10 - Populagéo do estudo por ano e os casos positivos de B19V.
ANO 2017 2018 2019 2020 2021 2022

N° amostras n=82 n=160 n=285 n=71 n=86 n=89

Néao Nao Néao Néao Néao Nao Nao
LA AHHOIRION detectavel detectavel detectavel detectavel detectavel detectavel detectavel

— Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
detectave  detectavel detectavel detectavel detectavel detectavel detectavel
|

B10V 1 22 25 13 02 03 82

(20,7%) (13,75%) (8,8%0) (18,3%) (2,3%) (3,4%) (10,6%0)

,
17 22 25 13 02 03 82

Na Figura 14 mostra a representacdo grafica dos casos positivos de B19V em relagdo ao
nimero total de amostras analisadas de cada ano. E importante salientar que, em todos 0s anos
analisados, foi possivel a detec¢do do B19V.

A Figura 15 apresenta a comparagdo entre os casos positivos de ZIKV, DENV e CHIKV
pesquisados na rotina espontanea do LACEN/MS com os resultados de B19V realizados neste
estudo, representados por suas linhas especificas sobrepostas sobre as colunas que indicam toda
a populacdo de amostras que entraram na rotina do laboratorio para a pesquisa de arboviroses,
no periodo de 2017 a 2022. Ainda na Figura 15 observamos que B19V foi o segundo virus de

maior ocorréncia nesse periodo, abaixo somente do DENV.
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Figura 14 - Numero de amostras com resultado "detectavel” (Positivo) e "ndo detectavel”

(Negativo) para 0 B19V, no periodo de 2017 a 2022.
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Figura 15 - Amostras de arboviroses pesquisadas no LACEN/MS e seus resultados em
comparacdo com B19V, no periodo de 2017 a 2022.
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A analise do perfil da populacéo total pode ser evidenciada na figura 15 com a descri¢édo
das varidveis, faixa etaria e sexo, distribuidas no periodo analisado. Entre as amostras do estudo
foi evidenciado que até os 9 anos de idade, o sexo masculino teve uma taxa de infeccéo de 58%
vs. 42% no sexo feminino. Em idades acima dos 10 anos e até os 50 anos ou mais, ocorre uma
inversdo, o sexo feminino teve uma taxa de infecgdo igual ou superior a 60%. Vale ressaltar
que na faixa etéria de 30 a 39 anos, a taxa de infec¢do no sexo feminino foi de 70% (Figura 16).
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Figura 16 - Faixa etaria e sexo dos pacientes amostrados. N:numero de pacientes amostrados
por faixa etaria.

| 0-9 anos | | 10-19 anos i 20-29 anos |
n==64 n=102 n=224

30-39 anos \ [ 40-49 anos \ | 50 anos ou mais

n=141 n=103 n=139

No que se refere aos municipios, a analise dos dados possibilitou a identificagdo, no
periodo do estudo, de amostras procedentes dos 79 municipios de Mato Grosso do Sul, 24
tiveram casos positivos para B19V. S&o eles: Alcindpolis (1 caso), Aquidauana (1 caso), Bela
Vista (2), Bonito (3), Caarap6 (3), Camapud (1), Campo Grande (28), Cassilandia (1),
Chapadéo (4), Corumba (7), Douradina (1), Dourados (6), Eldorado (6), Ivinhema (2), Jaraguari
(4), Ladario (2), Maracaju (1), Navirai (2), Paranaiba (2), Ponta Pord (1), Rio Brilhante (2), Rio
Verde de Mato Grosso (1), Rochedo (1) e Sidroléndia (1 caso). Figura 17.
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Figura 17 - Casos positivos de B19V, segundo os municipios do estado de Mato Grosso do

Sul, durante o periodo de 2017 a 2022.
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Ap0s a avaliacdo da frequencia de manifestacBes clinicas encontradas nas fichas dos
pacientes com B19V, observou-se que a febre predominou seguida de mialgia, cefaléia,
artralgia, dor retro orbital, nduseas, exantema entre outros (Figura 18). Do total de 83 pessoas
infectadas 28 eram do sexo masculino e 55 do sexo feminino. Ao considerar a distribuicéo de
casos por faixa etéria, observou-se que os adultos entre 18 a 70 anos de idade foram os mais
acometidos (84,3%) e, nas idades de 1 a 17 anos o numero de casos foi de 13(15,7%).

Figura 18 - Frequéncia dos sintomas e faixa etaria dos casos de B19V, no estado de Mato
Grosso do Sul (2017 a 2022).
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O protocolo de detecgéo do B19V por PCR em tempo real, utilizado neste trabalho, foi
padronizado e validado pelo pesquisador Felipe Naveca e equipe (Fiocruz Amazonia), a fim de
estabelecer um diagnostico diferencial para esse virus em grupos de pacientes que apresentem
sintomas similares a outras doencas exantematicas. Foi possivel amplificar o material genético
do virus em amostras que tinham diferentes cargas virais, com valores de Cq variando entre 4
e 37 (figuras 19 e 20).
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Figura 19 - Amplificaco e deteccdo de B19V em amostras com Cq variando de 4 a 37.
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Figura 20 - Amplificacdo e deteccdo de B19V em amostras com Cq variando de 20 a 37.
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Com o intuito de conhecer as caracteristicas genéticas do eritrovirus B19 circulante na
regidao, foram sequenciadas as amostras positivas representativas do periodo do estudo e com
principal atengdo as gestantes. Infecgdes pelo B19V podem resultar em transmissdo vertical
para o feto, causando infeccdo dos precursores eritroides e hemdlise intensa, levando a severa
anemia, hidropsia fetal e morte (BONVICINI, 2017). O desfecho fetal adverso apos a infecgdo
parece ser maior entre 11 e 23 semanas de gestacao, relacionado com o periodo hepatico de
atividade hematopoiética (YAEGASHI et al., 1998). A infeccdo pelo B19V durante a gestacéo

é um grave problema de saude publica, pois no primeiro trimestre de gestacdo pode ocorrer 0
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aborto e no segundo trimestre o feto pode desenvolver a hidropsia fetal ndo imune (Brown et
al., 1994).

Neste estudo, entre os casos de B19V, tivemos 10 gestantes com resultado positivo que
ndo tiveram o diagostico em tempo oportuno para o devido acompanhamento durante a gestacéo
(Quadro 11).

Quadro 11 - Casos positivos de B19V em amostras de gestantes.

Ano Idade Municipio Periodo | Sequenciamento | Carga

gestagéo Viral
(Ca)
2017 21 Dourados gestante Né&o 22
2017 20 Corumbé gestante Na&o 30
2017 32 Corumbé gestante Né&o 31
2017 26 Dourados gestante Né&o 30
2017 19 Dourados gestante Genotipo la 13
2019 17 Corumbé 33 semanas Né&o 36
2019 25 Campo Grande | gestante Nao 37
2019 28 Campo Grande | 8 semanas Nao 36
2019 20 Campo Grande | 18 semanas Nao 35
2019 28 Campo Grande | 29 semanas Nao 31

Foi selecionado para o sequenciamento inicial a amostra de uma gestante de 19 anos
com Cq de 13, alta carga viral, com apenas febre referida e plaquetopenia (46.000 plaquetas)
descritos na ficha de notificacdo. Foi realizado contato com a vigilancia epidemiologica do
estado para tentar conhecer os fatos ocorridos durante a gestacao e pos-parto, porém nenhuma
informacé&o relevante havia sido reportada na época.

Também dentre as amostras positivas para B19V por gPCR, uma pertence ao paciente
que evoluiu para obito, porém, ndo foi possivel sequenciar por ndo possuir material clinico
(soro) suficiente e também apresentou um Cq de 37, com carga viral baixa sugerindo coleta
fora do tempo oportuno para pesquisa direto do virus, portanto ndo seria uma amostra de escolha
para essa finalidade. Na requisicdo do exame nenhuma informagdo relevante estava

relacionada. As amostras inicialmente sequenciadas pertenciam a pacientes que relataram



63

principalmente sintomas como febre, dor de cabeca, dor retro orbital, dor muscular e também
exantema no momento da coleta (Tabela 05), apresentando sintomas inespecificos de dificil

diferenciacdo com uma serie de doencas endemicas no Brasil.

Tabela 5 - Informacg6es como sexo, idade, carga viral, principais caracteristicas clinicas e
genotipo dos pacientes B19V positivos sequenciados.

Apb6s o sequenciamento procedeu-se o alinhamento dos segmentos consenso,

Sequén Sexo Idade Cq Febre Cefa Dor retro-  Artral Exan Gend
cias leia orbital gia tema tipo
MSB14 F 20 5 Sim Sim Sim Sim Sim Gla
102007397
MS B9 M 26 4  Sim  Sim Sim Sim Sim Gla
2011400
MSB12 F 19 13 Sim  Néo Né&o Nao Nao Gla
9310-100
MSB13 M 32 4 Sim N&o Sim Sim Né&o Gla
9310-148

possibilitando o estudo da variabilidade genética destas amostras. Das quatro amostras
sequenciadas inicialmente, todas foram similares entre si e entre as sequéncias padrdes de
eritrovirus no GenBank.

Os quatro genomas consensos do B19V obtidos nesse estudo (todos acima de 5500bp)
e representantes dos gendtipos Gla: M13178 (isolado Au); G1b: DQ357064 (isolado Vn147);
G2: AY064475 (isolado A6); G2 AY044266 (isolado LaLi); G3a: AX003421 (isolado V9) e
G3b: AY083234 (isolado D91.1) foram alinhados com a ferramenta MAFFT v7.490 com
selecdo automatica do algoritmo. Posteriormente, o arquivo de alinhamento foi submetido a
reconstrucdo filogenética por méxima-verossimilhanga usado o programa FastTree 2.1.11
usando modelo evolutivo GTR. A arvore filogenética teve a raiz colocada no ponto central e
foi editada no programa FigTree 1.4.4 (Figura 21).

O resultado da reconstrucdo filogenética mostra que todas as amostras pertencem ao
gendtipo la (Gla) do B19V.
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Figura 21 - Andlise filogenética dos Eritrovirus: Sequéncias do MS (iniciadas por MS seguida
por numero comparadas com sequéncias padrdes no GenBank.

M13178_Au_Gla

NC_DDDEE3

M3-B14-102007307

M3-E8-201-1400

M3-E12-8310-100

sl

M3-E13-8310-148

DO3s57T064_Vni47_G1b

AXO03421_VD_G3a

AY083234_DB1.1_G3b

AYD44268_Lali G2

AY084475_AB_G2

A probabilidade de resultados positivos para B19 ndo variou significativamente em
relacdo ao sexo e a faixa etaria dos pacientes. Entretanto, a ocorréncia foi diferente entre os
anos 2019, 2021 e 2022 sendo significativamente menores que 2017. Nos anos 2018 e 2020 nao
houve diferenca em relacdo a 2017 (Tabela 06; Figura 22).
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Figura 22 - Estimativas do modelo linear generalizado misto das caracteristicas dos pacientes e
periodo. Pontos preenchidos indicam as variaveis significativas (p < 0.05), enquanto as barras
r o intervalo de confianga 95%.
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Ja em relacéo aos sintomas, a deteccdo de B19 ficou significativamente associada com
PN

os sintomas “dor retro-orbital”, “leucopenia”, "petéquias" e “mal estar” quando comparados

com os sintomas das amostras que foram negativas para B19V.(Tabela 07; Figura 23).
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Figura 23 - Estimativas do modelo linear generalizado dos sintomas. Pontos preenchidos
indicam as variaveis significativas (p < 0.05), enquanto as barras representam o intervalo de

confianca 95%.
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Tabela 6. Estimativas do modelo linear generalizado misto das caracteristicas dos pacientes e
periodo, com o intervalo de confiangca 95% entre colchetes.

Variaveis Estimativa
10-19 anos 1.1[-1.08, 3.28]
20-29 anos 1.49 [-0.59, 3.57]
30-39 anos 1.23 [-0.87, 3.34]
40-49 anos 1.11 [-1.05, 3.27]

50 anos ou mais

Sexo (masculino)

2018

2019

2020

2021

2022

10-19 anos:sexo (masculino)
20-29 anos:sexo (masculino)
30-39 anos:sexo (masculino)
40-49 anos:sexo (masculino)

50 anos ou mais:sexo (masculino)

-0.16 [-2.49, 2.17]
0.77 [-1.58, 3.12]
-0.33 [-1.12, 0.47]
-0.85* [-1.60, -0.09]
0.07 [-0.81, 0.96]
-2.48* [-4.09, -0.87]
-2.06* [-3.43, -0.70]
-0.44 [-3.11, 2.23]
-1.2 [-3.73, 1.34]
-0.72 [-3.33, 1.89]
-1.56 [-4.43, 1.30]

0.37 [-2.39, 3.13]

*p < 0.05.
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Tabela 7. Estimativas do modelo linear generalizado misto dos sintomas, com o intervalo de
confianca 95% entre colchetes.

Variaveis Estimativa

Febre 0.28 [-0.41, 0.97]
Cefaleia -0.49 [-1.17, 0.18]
Mialgia -0.61 [-1.28, 0.06]
Exantema 0.36 [-0.28, 0.99]
Dor nas costas 0.04 [-0.60, 0.67]
Dor retro-orbital 0.82* [0.21, 1.44]
Artralgia 0.20 [-0.40, 0.80]
Conjuntivite -1.17 [-2.71, 0.37]
Nauseas -0.37 [-0.97, 0.24]
Leucopenia 1.12* [0.04, 2.20]
Petéquias 1.30* [0.49, 2.12]
Mal estar 2.47* [0.60, 4.33]
Prurido -0.58 [-2.30, 1.13]
Diarreia 2.23[-0.28, 4.74]
Falta de apetite 0.78 [-1.95, 3.51]

*p<0.05.
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Uma caracteristica importante da infeccao pelo B19V no Brasil é seu padréo ciclico de
ocorréncia cada 3 a 5 anos, observando-se anos com altas taxas de infec¢do seguidos por
periodos com baixa circulacdo, como ocorreu em 1988-1989, 1995-1996, 1999-2000, 2004-
2005, 2009-2010, 2013-2014 (GARCIA; LEON, 2021; OLIVEIRA; AFONSO; CURTI;
SILVA et al., 2017). Ap6s o0 ano de 2014, ndo houve estudos observacionais que verificassem
os periodos epidémicos de infeccdo pelo B19V. Apos a avaliacdo da sazonalidade do B19V nas
amostras estudadas no periodo de 2017 a 2022, observou-se que os casos de infeccdo pelo virus
se distribuem ao longo dos anos. No ano de 2017 a ocorréncia de B19V se mostrou mais elevada
quando comparada com 0s outros anos, porém proxima dos anos 2018 e 2020.

Os resultados do teste de Hermans-Rasson demonstraram que o0 numero de casos foi
sazonal para todos os anos avaliados, 2017 (7.29; p = 0.033), 2018 (13.02; p < 0.001) e 2019
(13.90; p < 0.001). Para o ano de 2017, apesar do melhor modelo (M3A; Tabela 08; Figura
24) ter apresentado um AICc wi com mais que o dobro do segundo, 0s modelos seguintes ainda
assim podem ser considerados escolhas plausiveis. Ao considerar os dois primeiros modelos
(M3A e M4A,; Tabela 08; Figura 24), eles apresentaram juntos um AlICc wi = 0.55, o0 que
significa que ha pelo menos 55% de chance de que seja realmente a melhor aproximacéo que
descreve os dados, dado o conjunto candidato de orientagdes consideradas. Ambos os modelos
sdo bimodais axiais, sugerindo uma distribuicdo em dois pontos de tamanhos iguais no ano de
2017, uma em cada semestre, com a data média de casos em setembro (data média =
01/09/2017).

No ano de 2018, ndo houve um modelo que se destacou, sendo que 0s dois primeiros
foram igualmente suportados, com AICc w; muito proximos. Os dois primeiros (M5A e M3A;
Tabela 09; Figura 25) apresentaram juntos um AICc w; = 0.71. Apesar dos dois serem
bimodais, um ndo é axial (M5A), enquanto o outro sim (M3A), sendo mais complicado
determinar um padréo para o ano de 2018. Mesmo assim, ambos os modelos apresentaram uma
divisdo de distribuicdo entre os dois semestres, com uma maior presenca de casos mais proximo
do final de cada semestre, com a data média de casos entre julho e agosto (data média =
23/07/2018).

Em contraste, o padrdo apresentado em 2019 foi inequivoco, com uma distribuicdo
unimodal (M2A, AlCc wi= 0.72; Tabela 10; Figura 26) e concentrada entre marco e abril (data
média = 17/03/2019).
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Figura 24 - Histogramas circulares de nimero de casos de B19 por més para o ano de 2017.
No histograma maior, os nimeros indicam o nimero de casos no respectivo més e o vetor
médio (seta vermelha) o comprimento e a dire¢do da data média de casos. Os histogramas
menores representam os melhores modelos encontrados, com o vetor médio (seta vermelha), a
densidade (linha tracejada) e a direcdo média (setas tracejadas).
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Figura 25 - Histogramas circulares de nimero de casos de B19 por més para o ano de 2018.
No histograma maior, 0s nimeros indicam o nimero de casos no respectivo més e o vetor
médio (seta vermelha) o comprimento e a dire¢do da data média de casos. Os histogramas
menores representam os melhores modelos encontrados, com o vetor médio (seta vermelha), a
densidade (linha tracejada) e a direcdo média (setas tracejadas).
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Figura 26 - Histogramas circulares de nimero de casos de B19 por més para o ano de 2019. No
histograma maior, 0s nimeros indicam o nimero de casos no respectivo més e o vetor médio
(seta vermelha) o comprimento e a dire¢do da data média de casos. Os histogramas menores
representam os melhores modelos encontrados, com o vetor médio (seta vermelha), a densidade
(linha tracejada) e a direcdo média (seta tracejada).
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Tabela 08. Resultado para os dados do ano de 2017, com a comparacao para todos os 10 modelos de orientacéo, classificados com base no AlCc.

ER = razéo entre AICc w; do melhor modelo com o(s) modelo(s) seguinte(s).

Modelo @1 k1 A ¢2 k2 AlCc AAICc AlCc w; ER
M3A 4.40 3.18 0.50 7.54 3.18 59.11 0.00 0.38 -
M4A 4.39 3.20 0.65 7.53 3.20 60.68 1.58 0.17 2.20
M2C 4.66 4999 0.25 - 0.00 61.27 2.17 0.13 2.96
M2B 4.50 5.80 0.50 - 0.00 61.60 2.50 0.11 3.49
M3B 4.45 4.05 0.50 7.59 1.64 61.81 2.70 0.10 3.86
M1 - 0.00 1.00 - 0.00 62.49 3.38 0.07 5.43
M4B 1.25 3.02 0.36 4.39 3.29 64.16 5.06 0.03 12.53
M2A 4.25 0.51 1.00 - 0.00 65.23 6.13 0.02 21.40
M5B 436 331 0.64 1.31 3.02 68.20 9.10 0.00 94.38
M5A 345 5.00 0.41 2.66 5.00 2000000011.33  1999999952.23  0.00 -
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Tabela 09. Resultado para os dados do ano de 2018, com a comparacao para todos os 10 modelos de orientagéo, classificados com base no AlCc.

ER = razéo entre AICc w; do melhor modelo com o(s) modelo(s) seguinte(s).

Modelo d1 k1 A 02 k2 AlCc AAICc  AlCcw; ER
M5A 5.08 4.62 047 249 4.62 71.17 0.00 0.38 -

M3A 5.37 3.63 050 8.51 3.63 71.44 0.27 0.33 1.15
M4A 2.23 3.64 054 5.37 3.64 74.04 2.87 0.09 4.20
M3B 2.26 4.48 0.50 5.40 2.84 74.05 2.88 0.09 4.22
M5B 2.49 4.49 054 5.09 4.82 74.56 3.39 0.07 5.45
M4B 2.25 4.10 053 5.39 3.15 77.03 5.86 0.02 18.73
M2C 2.12 30.86 0.25 - 0.00 79.63 8.46 0.01 68.53
M2B 2.26 16.46 050 - 0.00 80.36 9.19 0.00 98.94
M1 - 0.00 1.00 - 0.00 80.87 9.70 0.00 127.51
M2A 3.55 0.51 1.00 - 0.00 82.80 11.63 0.00 335.68
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Tabela 10. Resultado para os dados do ano de 2019, com a comparacao para todos os 10 modelos de orientagéo, classificados com base no AlCc.

ER = razéo entre AICc w; do melhor modelo com o(s) modelo(s) seguinte(s).

Modelo d1 k1 A 02 k2 AlCc AAICc AlCcw; ER
M2A 1.31 1.46 1.00 - 0.00 77.34 0.00 0.72 -

M5A 0.33 2.58 037 1.82 2.58 81.43 4.09 0.09 7.73
M2C 1.33 2.15 0.75 - 0.00 81.65 4.32 0.08 8.66
M2B 1.39 2.36 050 - 0.00 82.11 4.78 0.07 10.89
M3B 4.62 0.00 050 7.76 2.24 84.84 7.51 0.02 42.64
M4B 4.40 0.00 027 7.54 2.30 85.00 7.67 0.02 46.20
M5B 6.28 2.53 049 171 3.82 88.08 10.74 0.00 215.33
M1 - 0.00 1.00 - 0.00 91.89 14.56 0.00 1450.15
M3A 1.52 0.98 0.50 4.66 0.98 95.82 18.48 0.00 10315.06
M4A 5.56 0.81 0.25 8.70 0.81 96.28 18.95 0.00 13008.91
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Apesar de estudos soroldgicos realizados no estado de Mato Grosso do Sul mostrarem
niveis de anticorpos para os virus MAYV e OROV em primatas ndo humanos, e de ter sido
detectado anticorpos neutralizantes de WNV em cavalos saudaveis da regido do Pantanal,
sugerindo a possivel circulacdo destes virus nesta regido, nao foi possivel a identificacdo direta
dos virus nas amostras analisadas neste estudo. A viremia do WNV ¢ de curta duracdo em
hospedeiros acidentais, diminuindo consideravelmente apds o inicio dos sintomas (BARZON
et al 2013), portanto a detecgéo torna-se cada vez mais dificil com o passar do tempo. Logo, 0
RNA WNV geralmente néo é detectavel no sangue de pacientes com infeccdo sintomatica. O
padrdo ouro para o diagndstico do ORQV ¢ o isolamento viral (PINHEIRO et al., 1994). As
amostras de sangue devem ser obtidas preferencialmente até o segundo dia dos sintomas,
quando a viremia € mais elevada (SANTOS et al., 2008), o que dificulta, apds esse periodo,

obter resultados positivos mesmo usando técnicas moleculares de alta sensibilidade.

Abaixo esta representada a amplificacdo dos Controles Positivos (CP) para os alvos de
MAYYV (Sonda YAK), OROV (Sonda FAM) Figura27 e WNV (Sonda FAM) Figura 28.

Figura 27 - Amplificacdo dos CP de MAYYV e OROV (reacédo duplex).
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Figura 28 - Amplificagdo dos CP de WNV.
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7 DISCUSSAO

Uma grande variedade de virus possui a capacidade de causar exantemas e dores
articulares, em criancas, adolescentes e adultos, levando a identificacdo etioldgica
exclusivamente por meio do exame clinico, o que torna uma tarefa desafiadora. Os agentes mais
comuns de doenga exantematica (DE) incluem o virus do Sarampo, Rubéola, Dengue, Varicela,
Citomegalovirus, Epstein Barr, Herpes Virus Humano 6, Enterovirus, Eritrovirus (Parvovirus
Humano B19), Chikungunya e Zika (MENDELSON et al.,2006). Apesar dessas serem comuns
no Brasil, existem diversas dificuldades em determinar umdiagnostico etioldgico preciso.

Para compor o referencial bibliografico desta pesquisa observou-se que os estudos sdo
escassos sobre a circulacdo de arbovirus emergentes no estado de Mato Grosso do Sul, por meio
da pesquisa direta do virus pela metodologia de RT-gPCR e para a pesquisa de B19V néo foi
encontrado nenhum estudo realizado no estado. A falta de estudos especificos para outros virus
no estado de Mato Grosso do Sul de forma continua pode estar contribuindo para o elevado
numero de casosque nao sdo confirmados laboratorialmente, destacando a necessidade da
ampliacdo do diagnostico laboratorial para que seja realizado um monitoramento de outros
arbovirus, além do dengue, zika e chikungunya e de virus que tenham os mesmos sinais e
sintomas, assim comoo B19V.

O diagnostico diferencial das doengas exantematicas € de suma importancia, ndo sé para
fins epidemioldgicos, bem como para o controle e conduta de tratamento das infeccdes. Mesmo
gue a maioria delas tenha um curso benigno, para certos grupos etarios, gestantes e
imunocomprometidos, algumas infec¢des representam um risco importante, pois podem evoluir
para casos graves, que poderdo necessitar de internacao hospitalar de emergéncia, onerando o
servigo publico de satde (GARCIA; LEON, 2021).

Os resultados negativos de RT-gPCR encontrados no estudo sugerem que ndo houve
viremia causada por MAYV, OROV ou WNYV durante o periodo de coleta das amostras
biologicas nos pacientes em varios municipios do estado de Mato Grosso do Sul. Mesmo
utilizando protocolos de método muito sensivel (NAVECA et al., 2017; LANCIOTTI et al.,
2000), capaz de detectar um baixo nimero de copias de RNA, as amostras analisadas foram
negativas.

Apesar da auséncia de evidéncias moleculares de MAYYV, OROV e WNV nas amostras
analisadas neste esttudo, o Centro-Oeste tem se estabelecido como uma relevante area de
circulacdo do MAYV e OROV com deteccdes em humanos durante epidemias de DENV e em
vetores em periodos interepidemicos (ZUCHI et al., 2014; CARDOSO et al., 2015; SERRA et
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al., 2016) enfatizamos a importancia da vigilancia ativa na interface homem-animal para
detectar a atividade de arbovirus negligenciados e emergentes no Brasil. E importante destacar
a necessidade de diagnostico diferencial para MAYV, OROV e WNV em humanos com quadro
febril agudo suspeitos de infecgdes por arbovirus no Centro-Oeste do Brasil.

A infeccdo por Eritrovirus B19 afeta, exclusivamente humanos, de diversos grupos
populacionais, com diferentes apresentacdes clinicas, de acotrdo com o perfil imuinoldgico e
hematoldgico  desses  individuos  dessas  populacbes (QIU; SODERLUND-
VENERMO;YOUNG, 2017).

No presente estudo tivemos a identificagdo tardia de 82 amostras positivas para B19V
que correspondem a 10,6% das amostras selecionadas. Os resultados deste estudo revelam a
circulacdo do gendtipo 1a do B19V em Mato Grosso do Sul e com isso, também enfatizam a
importancia do diagnostico diferencial laboratorial usando técnicas moleculares em pacientes
com febre e sintomatologia caracteristica para que auxiliam o sistema de vigilancia em saude
na melhoria do atendimento ao paciente.

O diagndstico molecular da infeccdo pelo B19V ndo é comumente utilizado como
diagnostico diferencial. Neste estudo, a gPCR validou o protocolo para deteccdo do DNA de
B19V, desenvolvido pelo Dr Naveca e sua equipe, da Ficoruz Amazonas, a fim de implantar
um diagnostico diferencial para B19V em pacientes suspeitos de infec¢do por arbovirus no
estado de Mato Grosso do Sul. E importante salientar que o uso de método molecular sensivel
e especifico € de suma importancia para o esclarecimento do digndstico laboratorial em
diferentes infecgdes viriais.

Entretanto, muitos casos permanecem sem etiologia definida. A infeccéo por Eritrovirus
B19 (B19V) pode causar DE, e em alguns grupos de risco essas infeccbes podem se tornar
persistentes (ou latentes) e podem exigir tratamento hospitalar. Na NOTA TECNICA
CONJUNTA N° 04/2021 — DGVS /LACEN E VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA foram
disponibilizadas orientagdes sobre condutas e procedimentos frente a notificagdo compulsoria
(ficha de notificacdo em anexo) de casos suspeitos de infec¢do por ERITEMA INFECCIOSO
(PARVOVIRUS B19) conforme resolugio N° 88/CIB/SES do ano de 2020.

A possibilidade de deteccéo e caracterizacdo do B19V no estado de Mato Grosso do Sul
permitiu sua classificacdo em um (G1a) dos trés gendtipos propostos por Servant (SERVANT
et al., 2002) bem como a realizacdo de estudos filogenéticos e de evolugdo molecular com
outros eritrovirus detectados em diferentes areas geogréaficas, previamente cadastrados no
banco de dados GenBank. O genotipo 1 é o mais prevalente no mundo e no Brasil e representa
uma frequencia de 87,9% a partir de poucos estudos de caracterizagdo molecular (FREITAS et
al., 2008; GARCIA et al., 2017).
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Quanto as manifestagdes clinicas, foi observada frequéncia de febre em todos os casos,
artralgia e mialgia em 75% e exantema em 50% dos casos de gendtipo 1, sendo todas em adultos
jovens (20 a 32 anos). Um estudo publicado em 2003 mostrou que cerca de 19% dos casos de
doencas exantematicas permanecem sem o diagnostico confirmatorio e entre esses casos a
infeccdo pelo B19V é a maior causa (33%), demonstrando a necessidade da realizacdo do
diagndstico laboratorial especifico (ALONSO, 2003).

Os pacientes correspondentes a esta populacdo do estudo ndo tiveram um diagnéstico
confirmado laboratorialmente e desta forma ndo houve por parte da vigilancia a execucédo de
acOes de controle, destacando a necessidade de investimento na implantacdo de metodologias
que mantenham uma sensibilidade alta de deteccdo viral em areas que apresentam situacao de
risco para o surgimento de patégenos emergentes e reemergentes. Conhecendo-se 0 agente que
estd acometendo a populacdo, as condutas médicas e as acOes de vigilancia epidemioldgica
terdo melhores direcionamentos.

No cenario, onde o Brasil vive ano apds ano uma triplice epidemia com Dengue, Zika
e Chikungunya co-circulando, e pacientes apresentando manifestacfes clinicas semelhantes a
infeccdo pelo B19V, um resultado negativo para essas arboviroses, poderia ser um indicativo
para a inclusdo do diagnéstico diferencial de B19V, o que ndo é rotineiramente realizado nos
centros de salde brasileiros. Investigacdes clinico-epidemioldgicas conduzidas na regido Norte,
no ano de 1993, demonstraram ja naquela época, que o B19V se configura como um problema
emergente de saude publica (FREITAS; MIRANDA; SHIRLEY; TUDOR et al., 1993). Nossos
dados destacam a importancia da infeccéo pelo B19V ser considerada no diagnoéstico diferencial
em diferentes grupos populacionais.

No ano de 2020 foi pactuado em reunido conjunta entre Secretaria de Estado de Salde
de Mato Grosso do Sul (SES) e LACEN que os casos suspeitos de Eritema Infeccioso (B19V)
deveriam ser notificados, porém apenas a partir de 2021 que alguns casos foram inseridos no
SINAN (Sistema de informacdo de agravos de Notificacdo). Os ultimos dados coletados no
SINAN foi no dia 25 de novembro de 2022 onde apenas 8 municipios haviam notificado
(Angélica, Aquidauana, Campo Grande, Fatima do Sul, Miranda, Ribas do Rio Pardo,
Sidrolandia e Trés Lagoas), totalizando 17 notificagcdes, sendo 10 somente no municipio de

Campo Grande.
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A informacdo é instrumento essencial para a tomada de decisdes. Aquilo que ndo é
investigado, ndo é conhecido e se ndo é conhecido ndo é passivel de acdo. Dessa forma, a
informacao oportuna, representa imprescindivel ferramenta a vigilancia epidemiologica, por
desencadear o processo “informacéao-decisdo-ac¢iao”, triade que sintetiza a dindmica de suas
atividades que, como se sabe, devem ser iniciadas a partir da informagdo de um indicio ou
suspeita de caso de alguma doenga ou agravo. Mediante esta defini¢éo é que se questiona como
a vigilancia do estado pode planejar acdes de controle que se tornem eficazes se esta havendo
um numero significativo de diagndsticos laboratoriais que ndo estdo sendo detectados pelas
técnicas disponiveis na rede credenciada e se os profissionais de satde ndo estdo sensibilizados
com a ocorréncia desses virus em seus municipios. O que traz o enorme desafio para a vigilancia
epidemioldgica em reconhecer precocemente as novas areas com transmissao para minimizar

0 impacto dessas doencas na populacao.
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8 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, € possivel concluir:

A importancia da inclusdo de B19V no diagnostico laboratorial diferencial em pacientes com
doenca febril aguda, ndo apenas para fins epidemiolégicos, mas também para 0 manejo
adequado do paciente.

Embora somente 10 amostras de gestantes tenham sido PCR positivas, ndo é possivel descartar
a possibilidade de outros casos de B19V, considerando o grande nimero de amostras que nao
puderam ser analisadas em decorrencia da restrigdo de insumos e da inelegibilidade de muitas
amostras.

A analise dos sequenciamentos obtidos apresentou 100% de identidade com as sequencias
correspondentes dos genomas de eritrovirus B19 humano genotipo 1a, disponiveis no GenBank,
confirmando a importancia deste agente etiologico com a causa de gestacdo no estado do Mato
Grosso do Sul.

Conhecer a incidéncia desses virus emergentes e reemergentes na populacdo brasileira, para
adocdo de politicas publicas eficazes de prevencdo e controle, assim como alertar para a
necessidade de mais estudos cientificos e pesquisas em relacdo a ocorréncia desses virus e suas
consequéncias tanto a nivel individual quanto no ambito coletivo.

Observar e descrever a ocorréncia das doencas com o uso de dados que alimentam as analises
estatisticas possibilitando tornar visivel o problema e assim, buscar as solucdes. E 0 “conhecer”
que desencadeia a “acdo”.

E preciso produzir instrumentos para ampliar a capacidade preventiva. Dessa forma, faz-se
necessario o fortalecimento e a integracdo das vigilancias entomoldgica, epidemioldgica e
laboratorial, a fim de direcionarmos métodos de controle e prevencdo contra essas doengas no
Pais.

Baseado nos resultados deste estudo é importante que o diagnostico diferencial seja
implementado nos casos das doencas exantematicas, para que outros agravos possam ser melhor
investigados, norteando permanentemente o sistema de vigilancia e apoiando devidamente a

rede de atengéo a Saude.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Implementar o diagndstico diferencial por B19V nos casos de pacientes com sintomatologia
caracteristicas, gestantes, casos graves e 0bitos.

Publicar em revista cientifica indexada os resultados levantados nesta dissertagdo, sendo um
artigo com os dados gerais, na fase de redagéo e, outro com os resultados de B19V, na fase de
submissao.

Estudos adicionais: pretendemos continuar o monitoramento da ocorréncia de outros virus no
estado de Mato Grosso do Sul mediante pesquisa de outros painéis virais e metagendmica nas

amostras que continuaram negativas para todos os virus pesquisados neste estudo.
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ANEXOS

ANEXO A - NOTA TECNICA ERITEMA INFECCIOSO

EPIDEMIDLOGICA
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Campo Grande, 03 de agosto de 2021

MNOTA TECHICA CONJUNTA N2 04/2021 - DGVS fLACEN E VIGILAMCIA EPIDEMIOLOGICA

Assunto: Orientactes sobre conduias e procedimentos frente notificagdo compulsora de
casos suspeitos de infecgio por ERITEMA INFECCIOSO (PARVOVIRUS B19) conforme
resolugdo N° &8/CIB/SES do ano de 2020;
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[ 4 - Definigiao de caso para fins de vigilancia epidemiolégica — sinais e sintomas.

* Todo individuo que apresente uma combinagéo de sinais e sinfomas como exantema
(cefalo caudal), febre, cefaléia, artralgia e mialgia.

» A frequéncia de exantema € mais comum em individuos menores de quinze anos.

* O eritema infeccioso também conhecido por parvovirose e outros nomes, sendo s mais

comung, guinta moléstia ou sindrome da face eshofeteada.

2 — Agente Etiolagico

» O Eritema Infeccioso, geralmente responsavel por infecgdes na infincia, causado pelo
parvovirus humano B18, este virus apresenta uma distribuicde mundial € € o Gnico membro

da familia Parvavindas normalmente conhecido por ser patogénico no homem.

'3 — Periodo de incubagao
J

O periodo de incubacdo da doenga & de geraimente 4 a 14 dias, mas pode estender-se

por um pericdo de 28 dias.

%4 — Periodo de Transmissao




96

SES P COVERND VIGILANCIA . 3 =4 VIGILANC
e DO ESTADO | N BAIOE ) I}lﬁ
e u Mato Crasss 3o Sud | l‘h! '-‘.“A'l‘.ll".]!; ﬁ.ﬁ‘ ﬂfj E"mu 'I:n

Transmitido por secrecOes das vias respiratorias, atraves de goticulas de saliva, do beijo,
de maos contaminadas, de copos e talheres contaminados, da roupa de cama, etc.
Observacoes clinicas e laboratoriais indicam que o virus se propaga com relativa facilidade
entre criangas que integram comunidades fechadas como creches e escolas cu entre os
contatos no dmbito domiciliar por exemplo.

O periodo de transmissdo vai de T dias antes da erupgdo até o primeire dia do exantema
em individwos nomais. Mo entanto, pacientes com crise aplastica tomam-se
potencialmente contagicsos por uma semana ou mais apos o surgimento do exantema.

5 - Diagnostico Laborataorial

5.1 - Realizar sorologia para parvovirus B19.
5.2 — Diagnostico diferencial:

Considerando que varios agentes virais como rubeola, sarampo, parvovirus B19 e
arboviroses sdo responsaveis pela ocomréncia de doengas exantematicas e artropatias.
Sendo assim, & recomendavel o diagndstico diferencial das doengas exantematicas, o
que proporcionou a descrigio dos primeires casos de parvovirus B19. Para tal, tais
exames devem ser solicitados pelo médico, cadastrados no GAL e realizado envio de
amosfra suficiente.

& — Vigilancia Epidemiolégica: conduta frente ao caso

6.1 —Prevengido — recomendagdes para evitar contagio:

*  Lavar as maos frequentements;

* Usar lengos, toalhas e fronhas dos travesseiros individuais.

»  Nao compartilhar chiefos de uso pessoal, como copos e talheres;

* Isclamento social conforme orientagdo medica;

» Evitar contato com bringuedos ou objetos que possam ter sido contaminados,
realizar a higieniza¢do dos mesmos.

* Medidas basicas de higiene em superficies, reduz a transmissdo.

T - Notificagao/ Investigagao
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Notificagdo dos casos de Parvovirus B19, preenchimento e digitagdo da Ficha de

notificag@o individual (descrever os sinais e sintomas na area de observacdo). Em caso de
surto também preencher a ficha de Surto do Sinan/Met;
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ANEXO D: PROTOCOLOS DE REACAO : DETECCAO DE FEBRE DO NILO

GOVERMO DO ESTADOD DE MATO GROS50 DO SUL
SECRETARIA DE ESTADC DE SAUDE
SUPERINTENDEMCIA GERAL DE VIGILANCIA EM SAUDE
LABORATORIO CEMTRAL OE SAUDE PUBLICA - LACEN 4
By, M [ G, T HES- VL g DR U880 Dl Cgeste b P e (17| 203085 0900 LBCEDN s
NUMERD TITULD
PROTOCOLO DE REAGAO - DETECCAO DE
FEERE DO NILO (WHNV)
1
Método: RT-FCR Tempo Real one step - SIGMA | Drata: ! 7
T.5ul de MIX + 2 5ul de RNA
Reagao TX TN =
HC free TZ Condigdes para
TF PLH Waster Wi LA amplificagan:
T 1 cicla
P Wiz W [Spll) 0E . )
nmer {3HM) 43°C B [RT)
Frobe TOul FAM 0.1 85°C &' (Tag)
Rox Dye 04 45 ciclas
BT i G55 3" (Denaturations)
= 0 LT i?]; 30" (Extension)
Wolurme final TOpl
1 2 3 4 5 [ T [ 3 10 11 12
A
B
[ -
[
E
F
e
H
Obszervacies:
Carimbo 2 aszinatura
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ANEXO E: PROTOCOLOS DE REACAO: DETECCAO DE VIRUS OROPOUCHE/

MAYARO

GOVERMNO DO ESTADO DE MATO GROSE0 DO SUL

SECRETARIA DE ESTADOD DE SAUDE

SUFERINTENDENCIA GERAL DE VIGILANCIA EM SAUDE B
LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN

Bev. B, i buthir, 1 B 18

Iz rigea-CE 1" U0 M -4ED D

e Ceande- WS

o™ e (1] 5580

LACGEM s

0

NUMERD | TITULOD

PROTOCOLO DE REAGCAO - DETECGAO DE
VIRUS OROPOUCHEMAYARO

Método: RT-PCR Tempo Real one step - SIGMA

| Dats

7.5ul de MIX + 2.5ul de RNA

Reagao 1X [l
H:D free 0.5 Cu:1-:ip~‘:-as para amplificacso:
2% PCR Master Mix 5.0 = 1 ciclo
Primer Mix MAYW SuM 0.8
Probe MAYW 10pM YAK 0.1
Primer Mix OROW Spi 0.8
Frobe QROW 10pM FAM 0.1
Raox Dye 0.4
RT 0.2
RMAw 2.5 pl
‘Wolurne final 10 pl
1 3 4 il 3 0 11 12
A
B
E
F
H
IDbsewagﬁ es:
Carimbo e assinatura




ANEXO F: PROTOCOLOS DE REACAO: DETECCAO DE ERITROVIRUS B19.
GOWERMO DO ESTADO DE MATO GROS50 DO SUL
SECRETARIA DE ESTADD DE SAUDE
SUPERINTEMDEMCIA GERAL DE WVIGILANCIA EM SALDE B
LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN LB aes
- M'.'l or, T - WL poarge-LEF T R4-450-Uanee Sogedly "3 alE i (UH 7] 0S- 1000
NUMERD TITULO

PROTOCOLO DE REAGAO - DETECGAO DE

ERITROVIRUS (B19)

Metodo: RT-FCR Tempo Real one step - SIGMA

| Cata: !

7.5ul de MIX + 2. 5ul de RNA

Carimbo e assinatura

Reagao 1%
H. D free TZ Condigdes para
X FCR Master Mix ] amplificagao
= o7 T 1 cicla
Frimer Mix B149 (2pM) b
il - - . 42°C B (RT)
Frobe T0ul FAM o 95°C 5 (Taq)
Rox Dye 04 45 ciclos
RT 0.2 85°C 3" (Denaturations)
THAY T i.l.:'l:-.{., 30" (Extension)
WVolume final TOpl
1 3 4 il 3 10 11 12
oA
B
E
F
H
Observacies:
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ANEXO G: INFOGRAFICO COM AS INFORMACOES RESUMIDAS DO ESTUDO

¥ PATOGENOS EMERGENTES E REEMERGENTES

. N0 DIAGNGSTICO DIFERENCIAL com ARBOVIROSES
EM MATO GROSSO DO SUL

A ncia de

Além das arb , outros pato com
similaridade de sintomas também estao
circulando, como € o caso do eritrovirus B19 e da

um potencial desafio para a Salirde
Piblica no Brasil, em muitos aspectos. A

gdo da éncia de pato:
em amostras encaminhadas ao

populacdo brasileira encontra-se exposta

mesma forma sao subdiagnosticados por falta,
a infecgéo por arbovirus.

entre outros fatores, da implantagéo de testes
diagnésticos especificos na rotina laboratorial.

NAO DETECTAVEL
MAYV/0ROV E WNV (2017 A 2022)

MAYV OROV WNV

Virus Mayaro Virus Oropouche Virus do Nilo Ocidental

. ovi . do g 0 virus do Nilo Ocidental (WNV) foi
01rm Mayo AV sl s, 6 um dos pringpais_ identfcado pela primeira vez no
bpico e subtrbpico e arbovirus causadores de doenca distrito de Uganda, no Nilo Ocidental,
prothez nos pacientes doengs com humana nas Américas do Sul e

sintomas clinicos similares a outras  Central.

infecgbes em do Norte, Ori
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ANEXO H - ANUENCIA DE PESQUISA

LONI NN
DOARTADD

GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL !~
SECRETARIA DE ESTADD DE SAUDE B

Campo Grande, Mato Grosso do Sul
26 de Feverciro de 2021.

ANUENCIA DE PESQUISA

O Senhor Seceetirio Estadual d¢ Swide do Fstado de Mate Grosso do Sul, Dy, Geraldo Resende Pervira,
CPF: 128.565.181.91, autceiza o pesquisa “PESQUISA DE PATOGENOS EMERGENTES E
REEMERGENTES NO DIAGNOSTICO DIFERENCIAL COM ARBOVIROSES NO ESTADO DE MATO
GROSSO DO SUL" & ser realizada pela alung Gislene Garcia de Castro Lichsds, do Prograna de pés-
gradmgdo em doengas infecciosas ¢ parassuieias, do Universidade Federal de Mato Groaso da Sul {UFMS), sob
A anentagdo da Profa. D, Alexsancie Rodeigues Mendonga Faviche (LIFMS),

0 objetivo da pesquisa ¢ avaliar a occeréacia de patdgenos em amostras encaminkadas so Laboratéeio
Central de Saide Piblica do Mato Grosso do Sul (LACEN-MS) com a suspeita clinica iniclal de dengue, Zika
ou Chikungunya, e que tiversm resultados negatives paen esses vins, por meio de um sovo fluxograma de
diagndstico diferencial para outros agentes infeccbasas,

A disetoria do LACEN-MS autorizon © ncesso dos pesguisadones 206 &ados ¢ as dependincing &
unidade. A dirctonia do LACEN-MS solicita ser informada quando da isterrupsiio da pesquisa, € que seja
assegurndo coafidencialidade ¢ privacidade dos dados, que serdo disponihilizados apenas para & finalidade
deseriti no projeto. Alteragdes no peojeto deverBio ser commmicadas a diretoria do LACEN-MS, Os resultados ¢
coeclusdes flsals devemn upds a finslizagdo do estudo, serem relatados no fuxo de concluslo de pesquisas da
Gerdncin de Pesquisa, Extenslo ¢ lnovaglio em Sadde da Escola de Saide Péblica Dr. Jorge David Nasser.
Sobicita-s0 aindo que 0 LACEN-MS sejn mencionado como apoladar do estudo, em dvalgagdes e evemos

s
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