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RESUMO

Infecgbes virais do sistema nervoso sao consideradas emergéncias médicas devido
as manifestagdes clinicas relacionadas. Os diagnosticos associados, como
meningites, encefalite e meningoencefalites, representam importante parcela das
manifestacdes clinicas proveniente de neuroinfec¢des e sdo causadoras de lesdes
neurolégicas, sequelas e até morte. Uma série de virus apresentam
neuroviruléncia, dentre eles os enterovirus, os herpesvirus humanos e os arbovirus
sao notorios. A rotina fornece investigagao relevante, embora ndo detecte agentes
virais por técnicas classicas, resultando em uma lacuna investigativa. Com essa
lacuna, ha escassez de informacdes quanto a vigilancia virologica e dificuldade na
aquisicdo de diagndstico acurado. A virologia clinica associada as tecnologias
diagnoésticas podem contribuir na redugdo da morbimortalidade de pacientes com
neuroinfecgdes, direcionar a um melhor prognéstico e oferecer informacdes sobre
as espécies circulantes. O objetivo do estudo foi investigar a presenca de genomas
de virus Herpesviridae, Picornaviridae, Flaviviridae e Togaviridae em amostras de
liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes adultos (218 anos de idade) com
suspeita de infecgcdo de sistema nervoso e sem agente etiolégico definido,
internados ou nao, atendidos no HC/Unicamp, de janeiro de 2017 a julho de 2018;
comparar a hipétese diagndstica e parametros laboratoriais de proteinas, glicose,
heméacias e leucdcitos em LCR de pacientes com agentes virais identificados vs.
aqueles sem identificacao; e avaliar padrao sindrébmico nos pacientes com agente
viral identificados. As investigagbes foram realizadas por meio das técnicas de
amplificagéo de acido nucleico (PCR, RT-PCR e Real-time PCR) em uma amostra
de LCR por paciente. Foram analisadas um total de 420 amostras de LCR, das
quais a deteccdo de genomas virais ocorreu em 148/420 (35,2%) amostras de
LCR: 1/148 (0,7%) caso positivo de herpesvirus simplex 1; 2/148 (0,7%) de
herpesvirus simplex 2; 8/148 (5,4%) de varicela-zoster virus; 4/148 (2,7%) de
Epstein-Barr virus; 1/148 (0,7%) de citomegalovirus humano; 32/148 (21,6%) de
herpesvirus humano 6; 30/148 (20,3%) de enterovirus nao-pélio; 67/148 (45,3%) de
dengue virus, sendo detectado os 4 sorotipos em circulagéo; 3 (5,4%) de virus da
febre amarela; 21 (14,2%) amostras positivas para investigagdo do genoma do
virus Zika. Triagem infecciosa foi a hipdtese diagnostica mais frequentemente



observada nos pacientes, sendo cefaleia registrada em 62/148 (41,9%) e apenas
47/148 (31,7%) dos pacientes apresentaram febre. 56/148 (37,8%) dos pacientes
fizeram uso de antibidticos, embora sem evidéncia laboratorial da presenca de
agente bacteriano nas amostras. Comparativo entre as amostras com agente viral
identificado e aquelas que permaneceram sem agente determinado demonstrou
auséncia de diferenga estatistica significante entre os parametros laboratoriais
obtidos em anadlise de LCR para proteina total, glicose, heméacias e leucdcitos.
Neste estudo, pioneiro em nossa populacao, foi possivel identificar presenca de
genomas virais em LCR de pacientes adultos com sindrome neuroldgica atendidos
no HC/Unicamp sem agente etioldgico definido pelas técnicas microbioldgicas de
rotina do hospital. Com esse estudo, foi possivel oferecer, informagdes sentinelas a
respeito da vigilancia virolégica sobre viroses em circulagdo no periodo estudado e
auxiliar na complementacgéo do diagnostico que pode ser aplicavel em intervengdes
especificas para redugdo da morbimortalidade relacionadas a essas infec¢gées no

sistema nervoso e proporcionar o tratamento adequado aos pacientes.

Palavras-chave: Infecgdes Virais do Sistema Nervoso Central, Infeccdes por
arbovirus, Técnicas de Diagnéstico Molecular.



ABSTRACT

Viral infections of the nervous system are considered medical emergencies due to
several manifestations. The diagnoses related to neuroinfectious diseases, such as
meningitis, encephalitis and meningoencephalitis, represent an important part of
these clinical manifestations and are able to cause neurological injuries, sequelae
and even death. A series of viruses present neurovirulence, among them
enteroviruses, human herpesviruses and arboviruses are notorious. The routine
provides relevant diagnosis, although it does not detect viral agents by classical
techniques, resulting in an investigative gap. With this gap, there is a lack of
information regarding virological surveillance and difficulty in acquiring an accurate
diagnosis. The clinical virology associated with the diagnostic technologies can
contribute to reduce the morbimortality of patients with neuroinfections, leading to a
better prognosis and offer information about the circulating species. The aim of the
study was to investigate the presence of Herpesviridae, Picornaviridae, Flaviviridae
and Togaviridae virus genomes in cerebrospinal fluid (CSF) samples from adult
patients (=218 years of age) with suspected nervous system infection and without a
defined etiological agent, hospitalized or not, attended at HC/Unicamp, from January
2017 to July 2018; to compare the diagnostic hypothesis and laboratory parameters
of proteins, glucose, red blood cells and leukocytes in CSF of patients with identified
viral agents vs. those without identification; and assess syndromic pattern in patients
with identified viral agents. The investigations were carried out using nucleic acid
amplification techniques (PCR, RT-PCR and Real-time PCR) in a CSF sample per
patient. A total of 420 CSF samples were analyzed, of which the detection of viral
genomes occurred in 148/420 (35.2%) CSF samples: 1/148 (0.7%) positive case of
herpesvirus simplex 1; 2/148 (0.7%) of herpesvirus simplex 2; 8/148 (5.4%) of
varicella-zoster virus; 4/148 (2.7%) of Epstein-Barr virus; 1/148 (0.7%) of human
cytomegalovirus; 32/148 (21.6%) of human herpesvirus 6; 30/148 (20.3%) of non-
polio enterovirus; 67/148 (45.3%) of dengue virus, being detected the 4 serotypes in
circulation; 3 (5.4%) of yellow fever virus; 21 (14.2%) positive samples regard Zika
virus genome. Infectious screening was the most common diagnostic hypothesis
observed in patients, with headache recorded in 62/148 (41.9%) and only 47/148
(31.7%) of the patients had fever. 56/148 (37.8%) of the patients used antibiotics,



although without laboratory evidence of the presence of bacterial agent in the
samples. Comparison between the samples with identified viral agent and those that
remained without a determined agent demonstrated the absence of a statistically
significant difference between the laboratory parameters obtained in CSF analysis for
total protein, glucose, red blood cells and leukocytes. In this study, pioneer in our
population, it was possible to identify the presence of viral genomes in CSF of adult
patients with neurological syndrome seen at HC/Unicamp without etiologic agent
defined by the hospital's routine microbiological techniques. We were able to offer
sentinel information regarding virological surveillance of viruses in circulation during
the study period and assist in complementing the diagnosis that may be applicable in
specific interventions to reduce morbimortality related to these infections in the

nervous system.

Keywords: Central nervous system viral infection, arbovirus infections, molecular

diagnostic techniques
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1. INTRODUCAO

As infecgdes virais do sistema nervoso central (SNC) podem ser causadas por
grande variedade de virus. O diagnéstico da origem etiolégica dessas infeccoes
pode ter uma série de obstaculos, uma vez que a sintomatologia € diversa e, por
vezes, semelhantes. Varios agentes podem ter um papel nos desfechos
neurolégicos, mesmo quando infeccbes de origem bacteriana e fungica sao
descartadas. Em relagéo as infecgdes virais, os arbovirus, os enterovirus nao-pélio
(EVs) e os herpesvirus humano (HHVs) sdo virus notorios, associados a diversas
manifestagdes clinicas graves (1-3).

As manifestacbes de neuroinfeccao viral geralmente se apresentam com
quadro clinico de inicio subito, agudo e, por vezes, de alta intensidade, a depender
da relagao parasita-hospedeiro. Com isso, agentes etiol6gicos distintos podem estar
associados manifestagdes relacionadas ao tecido atingido. Meningites, encefalites,
meningoencefalites e mielites, com apresentacdes relacionadas ao dano neuroldgico
propiciado pela presenga viral nessas estruturas, com cefaleias, convulsdo e
alteracado em nivel de consciéncia, podendo evoluir para sequelas, coma ou até
morte do individuo (1, 2, 4-6).

As infecgcdes com o acometimento das meninges sdo mais comuns na
populacao pediatrica, embora acometam pacientes em todas as faixas etarias,
provocando cefaleia, febre e outros sintomas. A encefalite € um processo agudo,
geralmente difuso, que atinge o cérebro, causando alteragbes em nivel de
consciéncia, febre, convulsdes e sintomas neuroldgicos focais. E nesse contexto, os
efeitos negativos das infecgcdes por agentes etioldgicos virais sdo de grande
relevancia. A presenca desses agentes pode estar relacionada ao acometimento,
inclusive, do conjunto dessas estruturas morfoldgicas, em quadros de
meningoencefalite, com o0 agente etioldgico acometendo as camadas meningeas e 0
parénquima cerebral. Mielite, inflamacées na medula espinal, também podem ser
provocadas por agentes infecciosos virais, € pode se apresentar como paralisia
flacida aguda ou disfuncdo neurologica devido ao envolvimento de tratos de
substancia branca. As infec¢cdes medulares podem levar a sindrome da mielite
transversa, onde os individuos afetados apresentam paralisia, perda de
sensibilidade e comprometimento da bexiga (7-9).

Populacbes aos quais coabitam ambiente com circulacdo endémica desses
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agentes virais neurotropicos e seus vetores estdo em constante risco de contrair
infecgbes e desenvolver quadros graves. Além das mazelas causadas de forma
individual, ha também prejuizo socioecondmico atrelados a morbidade trazida por
essas infeccdes, sobretudo associados as sequelas pés-infeccao (1, 2, 4, 5, 10).

Os virus neurotrépicos emergentes, como virus Zika (ZIKV) e dengue (DENV),
trouxeram maior visibilidade para os riscos associados as infecgdes virais agudas do
SNC. Infeccbes virais responsaveis por diversas doencas, inclusive neuroldgicas,
como microcefalia, sindrome de Guilain-Barré (SGB), meningoencefalite, e outros
diversos casos, podendo progredir para, além de sepse, morte mostram a relevancia
do diagndstico para o paciente e o conhecimento dos agentes para as medidas de
saude publica. As sequelas podem ser reconhecidas por manifestacées distintas
incluindo alteracdes cognitivas e motoras, as quais estao relacionadas a patogénese
do comportamento viral e a topografa das lesdes encefalicas, trazendo relevancia
para o seu diagnostico. Estudos de vigilancia e de aspectos epidemiolégicos em
regides geograficas onde ha diferentes virus em circulagdo concomitante podem
nortear diretrizes para melhor atencao quanto aos agentes etiol6gicos que pdem em
risco a saude das populagdes. Para tal, conhecer quais sdo esses agentes em
circulacéo é fundamental (1, 2, 4, 5).

Assim, a aplicagdo de técnicas apropriadas para fornecer informacéo acerca
do diagndéstico das neuroinfeccoes pode direcionar a um melhor prognostico para o
paciente, bem como direcionar medidas epidemiolégicas acuradas para investigacao
de casos semelhantes de maneira mais exata, contribuindo com as medidas de
saude publica. Nesse contexto, deve-se destacar que o diagndstico laboratorial de
rotina dessas infecgbes ndao costuma ser realizado na maior parte do Brasil, inclusive
em hospitais de alta complexidade, apesar de sua importancia. Com isso, a
subdeteccao pode ser um empecilho quando aos esfor¢cos de saude publica, uma
vez que o conhecimento quanto as espécies em circulagdo acontecem por meio dos
esforcos de vigilancia virolégica, sobretudo em momentos especificos, como em
casos de aumento de notificacdo e surtos. Isso expde, por exemplo, a caréncia de
dados sobre os principais agentes associados a meningites virais baseados no
sistema de saude publica (1, 2, 4-6).

Com o crescente numero de casos de neuroinfeccdes, como meningite, de
provavel etiologia viral na regiao de Sao Paulo, fica evidente a necessidade de
estabelecer estratégias para compressao de quais sdo esses agentes em circulacao.
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Dessa forma, métodos que possibilitem diagndstico rapido e de alta especificidade
sdo fundamentais, como as técnicas de amplificagdo de acidos nucleicos (NAAT)
gue se baseiam em reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (1, 2, 4-6).

A aplicacdo de metodologias baseadas na literatura cientifica pode contribuir
na determinacdo desses achados, como os estudos que mostram a relevancia
dessas técnicas, como a aplicacao de variagées do PCR pelo Centro de Controle de
Doencas dos Estados Unidos da América (Center of Disease Control, em traducéao
livre) para identificacao de ZIKV, por exemplo (11, 12).

Assim, mostra-se fundamental a existéncia de estudos para determinacao de
possiveis agentes virais em circulagao, baseados em métodos ja estabelecidos, para
0s pacientes com manifestacbes compativeis com a suspeita de neuroinfecgdes.
Com isso, espera-se corroborar com a relevancia dessas investigagdes na rotina
diagnéstica laboratorial, possibilitando manejo adequado para cada agente etiolégico
e estabelecimento de medidas de saude publica por meio do reconhecimento das
espécies em circulagéo, além de propiciar melhor prognostico para os pacientes com
presenca de genoma viral em suas amostras, com possibilidade de relagdo entre a

moléstia apresentada e a detecgdo viral.

1.1 Virus neurotrépicos

1.1.1 Familia Herpesviridae

Os virus da familia Herpesviridae sdo amplamente distribuidos dentro da
espécie humana, presentes na maior parte das regides do mundo, apresentam
caracteristicas de especificidade por espécie (espécie-especifico). Sao capazes de
infectar individuos de quaisquer idades, causando infecgdes em pacientes
imunocomprometidos e imunocompetentes (3, 10, 13-16).

As infeccbes virais tendem a ser reconhecidas quando causam manifestacoes
clinicas, mesmo que muitos dos casos nao resultem em doenca. Mas ha uma
caracteristica comum aos virus da familia Herpesviridae (também chamados de
herpesvirus — HHV) que é a capacidade de estabelecer laténcia e reativacao em
condigdes imunodepressoras, sendo considerados agentes oportunistas. Nesse
estado de laténcia, o virus tende a nao se replicar, de forma que em condicdes
adequadas, a reativacao acontece. O genoma fica internalizado, na forma de
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epissomas ou integragdo cromossOmica, sem replicagdo. A reativacao depende de
varios fatores, por exemplo, a presenga de estressores, como aumento da
temperatura, sendo a febre um possivel fator associado a reativacao; estimulo em
receptores, como a inducédo do ciclo litico com provavel relacdo sinérgica com o
outros agentes, como por exemplo, a hipétese que relaciona Treponema pallidum
que, através de receptores tipo Toll-2, estimula reativacdo do Epstein-Barr virus
(EBV); e sinergismo com a resposta imunolégica do hospedeiro, de forma que
deficiéncia nessa resposta pode estimular reativacao e permitir o aparecimento de
manifestagdes clinicas da infec¢do. As principais vias de reativagdo e mecanismos
para tal ainda nao foram completamente elucidados, mas essa capacidade tem
importancia na manutencao da infecgdo por esses virus, uma vez que esse estado
permite evasdo imunolégica e garante perpetuacdo do virus no individuo, sendo
transmitido dentro da espécie com eficiéncia (3, 10, 13-18).

A familia Herpesviridae é dividida em trés subfamilias: Os Alphaherpesvirinae,
uma subfamilia que inclui os virus Herpesvirus simplex 1 e 2 (HSV-1, HSV-2) e o
virus Varicella-Zoster (VZV), que estabelecem laténcia no tecido neuronal. Embora
0s Betaherpesvirinae - que inclui citomegalovirus humano (HCMV), herpesvirus
humano 6 (HHV-6) e herpesvirus humano 7 (HHV-7) - e os Gamaherpesvirinae - que
inclui o EBV e herpesvirus humano 8 (HHV-8) - ndo necessariamente estabelecam
laténcia em tecidos nervosos, também apresentam tropismo por esse tipo celular,
podendo atingir o tecido nervoso e provocar lesées. O neurotropismo é comum a
todos os HHVs conhecidos até hoje, com a gravidade da infeccdo associada a
interacdo parasita-hospedeiro. Com isso, ha diversas manifesta¢ces associadas a
esses virus, seja de acometimento das meninges, provocando quadros de
meningite, do acometimento do parénquima encefélico, com manifestacdes de
encefalite, ou ainda associado a lesdo conjunta desses tecidos, com
meningoencefalites. Essas alteracbes de SNC provocam uma série de alteragcdes
clinicas, como cefaleia, febre e outros quadros especificos, como déficit neurolégico
e rebaixamento de nivel de consciéncia (3, 10, 13-16).

O Alfaherpesvirus HSV-1 possui genoma de 152 mil pares de bases (pb), com
capsideo icosaédrico, chegando a 110 nm. A infeccdo priméaria causada por esse
virus pode causar lesbes da mucosa, principalmente da boca, com a formacgao de
erupgdes. A excrecao de particulas infectantes de HSV-1 por saliva pode ser
observada em adultos e criancas, de forma assintoméatica, em até cerca de 9% dos
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casos, sendo uma via de transmissao importante, junto com as infecgdes verticais.
Manifestagbes graves também sdo observadas, como a encefalite herpética. Uma
vez que o virus estabelece laténcia nos nervos olfatérios e trigémeos, o tecido
cerebral pode ser atingido como rota de migragdo ascendente do virus (16, 19, 20).

Com DNA fita dupla de cerca de 155 mil pb e caracteristicas morfoldgicas
semelhantes ao HSV-1, o HSV-2, tem tropismo e estabelece laténcia em tecido
nervoso, mas este €& amplamente relacionado ao tropismo em ganglios
lombossacrais. Esta relacionado ao herpes genital como manifestacao classica, mas
pode provocar encefalites, meningites e mielites em neonatos, criangas, adultos, e
pacientes senescentes. O contato de neonatos com o virus pode acontecer no
momento do nascimento, causando infeccdo que pode levar a encefalites (21, 22).

O VZV (ou HHV-3) € amplamente associado com a manifestacdo dérmica da
catapora (varicela), uma infeccao altamente contagiosa, mas que tende a ter curso
benigno. Possui genoma de DNA fita dupla com aproximadamente 125 mil pb e é
membro dos Alfaherpesvirus, junto ao HSV-1 e HSV2. O aparecimento de vesiculas
pode demonstrar reativacao do virus, que pela afinidade em diferentes ganglios,
pode resultar em diferentes lesées de pele. Além da varicela, o VZV pode provocar a
doenca herpes zoster, que consiste no aparecimento de vesiculas dérmicas
dolorosas, em regidao geralmente limitada ao tronco. Entretanto, infec¢cées de SN
também sao associadas ao virus, inclusive em reativagdes virais sem as
caracteristicas de manifestagdo cutanea (zoster sine herpete) (23-25).

O EBV (ou HHV-4) foi descoberto em 1964 por Tony Epstein, Yvonne Barr e
Burt Achong apds cultivo de tecido de biopsia proveniente de Linfoma de Burkitt,
embora hoje seja associado a outras manifestagcbes linfoproliferativas e tumorais
também. Seu genoma, DNA dupla fita, € composto por 184 mil pb. Com homologia
génica em até 85%, ha dois diferentes gendtipos incluidos na classificacdo que inclui
o EBV, diferenciando-os como EBV-1 e EBV-2. Cerca de 90% da populacao mundial
adulta é soropositiva para EBV. Transplante, transfusdo sanguinea e contato com
secregdes contaminadas sdo vias de transmissao do virus, incluindo a saliva, o que
nomeia a manifestacdo mais frequentemente associada ao virus, denominada
mononucleose infecciosa, com o0 seu nome comum, a “doenga do beijo”. Essa
associacao é feita devido ao tropismo viral por células epiteliais escamosas da
orofaringe, onde ocorre a replicagéo viral e a liberacdo de virions na saliva. As
manifestacdes neuroldgicas provocadas pelo EBV tendem a ter uma reducao
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associada a carga leucocitaria, o que pode ter relagdo com seu tropismo por
linfécitos, utilizando essa caracteristica para invadir tecido neuronal e transpassar a
barreira hematoencefalica (BHE) e provocar manifestacdes como a encefalite (26-
31).

HCMV, também conhecido como HHV-5, é um membro da subfamilia
Betaherpesvirinae e o maior representante de sua familia viral, com cerca de 230 mil
pb e até 200 nm de diametro. Esta presente em grande parte da populacao mundial,
chegando a titulos de soroprevaléncia de 95%. A infeccdo é geralmente
assintomatica, porém considerando a capacidade intrinseca dos HHVs, a laténcia
viral, esse virus pode provocar manifestagcdes, como hepatites, miocardites e até
les6es de SN, como a SGB ao ser reativado. Além de sua viruléncia e potencial de
patogenicidade, possui caracteristicas imunomoduladoras, o que permite o
aparecimento de outras infeccdes oportunistas, como fungos e bactérias (32-34).

O HHV-6 também é um virus ubiquo, com soroprevaléncia de até 90% na
populagcdo mundial, junto ao HCMV, membro da subfamilia Betaherpesvirinae.
Possui tropismo e capacidade de infectar diversos tecidos, como glandulas
salivares, figado, linfécitos T, monécitos e tecido nervoso, como em micréglia. Ha
duas linhagens virais diferentes: herpesvirus humano 6A (HHV-6A) e 6B (HHV-6B)
(24, 35-37).

A infeccao primaria causada pelo HHV-6 ocorre frequentemente na infancia,
entre 6 meses e 2 anos de idade. Os sintomas deste tipo de infecgdo variam de
febre e convulsbes a hepatite, colite, até meningoencefalite e encefalite. Com isso, 0
HHV-6 estd amplamente associado a manifestagdes neuroldgicas, ja sendo descrita
sua deteccao em necropsia cerebral. Possui também uma importante capacidade, a
ligacdo covalente com o DNA celular e regides subteloméricas, integrando o genoma
do virus em cromossomo humano (ciHHV-6). A carga viral elevada de HHV-6 em
tecido de SN pode ter relagdo com ciHHV-6, porém, esse papel ainda nao foi ainda
completamente elucidado. Embora descrito com forte associacdo a encefalites,
pacientes com positividade para esse virus tendem a apresentar ampla gama de
padrées sindrémicos como febre, convulsdes, encefalite, meningoencefalite,
disfungdo neurocognitiva, entre outros. Além das manifesta¢cdes neuroldgicas,
hepatite, pneumonite e sintomas gastrointestinais sdo algumas das sindromes
clinicas relacionadas a presenca do genoma viral do HHV-6. Dada a diversidade de
manifestacdes, a atencédo tem sido dispendida para reconhecer padrdes diferentes
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de infeccao por esse virus tem sido maior, como a possivel relagdo entre HHV-6 e
esclerose multipla e convulsdes (24, 35-40).

A dindmica parasita-hospedeiro, apesar de distinta entre as espécies virais,
expde situagcdes convergentes, como o risco de reativagdo em pacientes
imunocomprometidos, como aqueles com doencgas imunologicas ou transplantados.
Em casos de pacientes imunodeprimidos, muitas vezes os efeitos sdo exacerbados,
uma vez que com a auséncia de células imunolégicas, os virus latentes podem
encontrar situacao favoravel a sua replicagdo e atingir varios 6rgaos, como 0 caso
do HCMV, que pode provocar variadas manifestacbes, como encefalites,
pneumonites e hepatites. Além dos casos graves, em pacientes com
comprometimento imunolégico, risco de rejeicdo do enxerto e doenca do enxerto
contra o hospedeiro sdo associados ao HCMV e doenca linfoproliferativa pos
transplante sao relacionados ao EBV. Em alguns casos, a opgao terapéutica da
doenca de base tende a reduzir resposta imunologica, propiciando reativagéo viral.
Dessa forma, € necessario buscar equilibrio entre a doenga de base e o risco de
reativacao viral (17, 41-45).

Opcdes terapéuticas para infeccoes por HHV sao existentes, como o
reconhecido emprego de aciclovir para tratamento de HSV, um analogo do
nucleosideo deoxiguanosina, que apds a metabolizacdo e atingir o sitio alvo, tem
acao competitiva com o nucleosideo pela DNA polimerase viral. Para o HCMV, o
ganciclovir € uma opcao terapéutica, porém pode apresentar efeitos téxicos podem
ser associados ao tratamento, como trombocitopenia. Alternativas terapéuticas séo
existentes, entretanto a dinamica farmacoldgica precisa ser elucidada para atingir o
objetivo esperado, uma vez que efeitos negativos das opcdes terapéuticas séo
existentes: fludarabine, um analogo de purina, que pode ser empregado para
tratamento de infec¢des especificas pode levar a maior reativacdo de HSVs e VZV,
bem como doenca por HCMV; rituximab, um anticorpo monoclonal contra CD20,
embora possa apresentar resultados terapéuticos, ja foi associado a disseminacao
fatal por VZV e pneumonia por HCMV (41, 46, 47).

1.1.2 Arbovirus
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As infecgbes causadas por arbovirus, ou seja, infecgbes transmitidas por
vetores artrépodes estdo presentes em varias regides mundo, representando parte
importante dos agentes etiol6gicos infecciosos emergentes nos ultimos anos. O
aumento da incidéncia dessas doencas esta relacionado ao aumento da
urbanizacdo e invasao de areas silvestres e desmatamento, além de outras
atividades antropicas, como as associadas as mudancas climaticas. O intercambio
inter-regional também favorece a disseminacao desses agentes, seja pelo transporte
dos virions em individuos alojando os virus em seu sistema ou por migragao vetorial
(3-5, 48-50).

Isso resulta no aparecimento e reaparecimento de virus emergentes, que
encontram ambiente favoravel e propicio para sua instalacdo, tornando-se
endémicos em mais regides, de modo que a vigilancia epidemiolégica e virolégica
deve sempre ser incentivada a fim de investigar e reduzir os riscos associados a
eventos de surtos virais (3-5, 48-50).

A maioria dos individuos infectados pelos virus da familia Flaviviridae sao
assintomaticos. Membros importantes do grupo dos Flavivirus sao descritos por
causar infec¢des no sistema nervoso. Dentre eles, ZIKV e DENV sdo amplamente
relacionados a esses casos, como também os virus da Encefalite de Saint Louis
(ou Sao Luis) (SLEV), Rocio (ROCV), e virus do Nilo ocidental (WNV). O espectro
sintomatolégico é variavel, com quadros de encefalite ou ainda infeccao
assintomatica, passando por quadros similares a gripe (51, 52).

O SLEV é amplamente distribuido nas Américas, do Canada a Argentina,
passando inclusive pelo Brasil, onde ja foi identificado no estado de Sao Paulo em
simultanea circulagdo com o virus da dengue (DENV), sorotipo 3 (DENV-3). E um
virus neurotrépico, membro do complexo antigénico do virus da encefalite
japonesa, juntamente com o WNV. O SLEV é responsavel por sintomas leves,
como febre e dor de cabeca, até meningite e encefalite, e pode ser letal, sobretudo
em pacientes idosos (52, 53).

O virus Oeste do Nilo (WNV) foi isolado na provincia de West Nile, Uganda,
em 1937. Em 1999, na cidade de Nova York (Estado Unidos da América), causou a
morte de um grande numero de aves, e em humanos foi relacionado a um grande
namero de casos de encefalite. No Brasil, uma publicacdo de 2019, de Martins e

colaboradores, aponta deteccdo deste virus em equinos (54). Sua circulagdo é
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atrelada a atividade de aves migratérias. Sintomas neurolégicos sdo mais
frequentemente relatados em pacientes idosos, de forma que aproximadamente
80% das pessoas infectadas sdo assintomaticas. O restante dos casos tende a
apresentar doenca febril caracteristica, com um periodo de incubacao de dois a 14
dias, ocasionando febre, dor de cabecga, fadiga, exantema, linfonodomegalias e dor
ocular. As manifestagbes mais graves sao meningite e encefalite (54, 55).

Na década de 70, na regido do Vale da Ribeira, sudeste do estado de Sao
Paulo, houve uma epidemia de encefalite provocada pelo virus ROCV. Seu
isolamento foi realizado a partir de tecido de SNC. Neste periodo foram notificados
1021 casos de encefalite, com sintomas clinicos de febre e dores de cabeca
evoluindo para convulsdo, rebaixamento de nivel de consciéncia (RNC) e até
letalidade, que chegou a 10% dos casos. Além disso, cerca de 20% dos
sobreviventes desenvolveram sequelas, tais como alteracbes motoras (49,65%),
especialmente da marcha e equilibrio. Em 2014, uma investigacdo soroldgica
apontou circulagdo de ROCV em 6% dos animais investigados nas regides de Sao
Paulo e outros estados brasileiros, e com isso, evidenciou-se a importancia da
vigilancia e da atencado quando a possibilidade da reemergéncia desse virus (56-
58).

Identificado em um estudo para investigacdo de agentes virais circulantes
em vetores artropodes buscando o virus da Febre Amarela (YFV), o virus llhéus
(ILHV) foi isolado por acaso e identificado pela primeira vez em 1944, a partir de
um pool de mosquitos Aedes spp. e Psorophora spp., na Cidade de llhéus, estado
da Bahia, Brasil. As aves sdo o0s principais hospedeiros vertebrados e outros
vetores ja foram sugeridos, como os mosquitos dos géneros Sabethes spp. e
Haemagogus spp. A infeccdo em humanos pelo ILHV provoca cefaleia, calafrios,
mialgia, fraqueza com ou sem sindrome encefélica suave (59).

Acredita-se que o YFV tenha sido trazido da Africa para os continentes
americanos como consequéncia do periodo escravagista em um fluxo de
intercambio inter-regional. O YFV foi o virus precursor da terminologia Flavivirus,
uma vez que o termo flavus remeta ao latim para amarelo. E um virus de RNA fita
simples polaridade positiva, com capsideo icosaédrico envolto por bicamada
fosfolipidica do hospedeiro compondo seu envelope. Humanos sdo considerados
hospedeiros acidentais, uma vez que o virus também acomete primatas nao-

humanos. Os sintomas variam de doenca nao especifica e assintomatica até



27

hemorragia fatal (59, 60).

O Brasil passou por um surto importante de YFV de origem silvestre de
2016-2019, um dos mais significante nas ultimas décadas, com cerca de 772
mortes e 2251 casos humanos. A vacinag¢ao € a forma de prevencao mais efetiva,
com raros eventos adversos: um indice variavel entre 3 a 8 casos por 1.000.000 de
pacientes de, respectivamente, 60 anos ou mais, desenvolvem doencga visceral ou
complicagdes neuroldgicas atribuidas a vacinagdo, como aponta Chen e Wilson
(60-62).

O DENV, com 4 sorotipos diferentes, é considerado uma das arboviroses
mais importantes, tanto pela sua ampla disseminacdo mundial quanto pela
morbidade associada a sua infecgdo. Cerca de 2,5 bilhdes de pessoas que vivem
em areas tropicais e subtropicais estdo em risco de infeccao por esse virus.
Transmitido pelo mosquito Aedes aegypti, atualmente os 4 sorotipos tem circulacao
no Brasil. As infecgdes podem ser assintomaticas ou oligossintomaticas, porém héa
casos de desenvolvimento de quadros graves da DENV e mortes. Além das
manifestacdes de febre e hemorragias, o DENV tem sido associado a infeccbes
importantes do SNC, devido ao seu neurotropismo. Quadros como encefalite,
mielite, SGB e outros quadros ja foram relacionados a infeccao desse virus,
inclusive casos de perda de visao total ou parcial reversivel ou néo (3-5, 48, 49, 63,
64).

O ZIKV é outro arbovirus importante da familia Flaviviridae, que também tem
o0 A. aegypti como principal vetor, embora a transmissdo por via sexual também
seja possivel, como apresenta Brogueira e colaboradores (2017) e presenca
desse virus em sémen, como Paz-Beiley e colaboradores em seu estudo (50, 65).
Apés surtos identificados nas ilhas Yap, em 2007, e na Polinésia Francesa, em
2013, o virus ganhou mais atencao, sobretudo ao relaciona-lo aos casos da SGB
que comecgaram a ser descritos. Em 2014, porém, no Brasil, alteracdes clinicas
graves associando malformagdes fetais e outras complicagbes comegaram a
chamar a atencao global: houve entdo associagdo desses casos com o ZIKV, que
ja poderia estar em circulacdo. Embora a infeccdo por ZIKV seja tipicamente
associada com doencgas leves, um aumento dos casos de microcefalia em recém-
nascidos nos estados do nordeste do Brasil evidenciou uma associagdo entre a
infeccdo com o ZIKV durante a gravidez com malformagdes fetais. A presenca

deste arbovirus tem tornado um importante problema de saude publica, inclusive
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por estar em cocirculagdo com a DENV, um dos arbovirus ja endémicos no Brasil.
Além disso, como previamente relatado, durante o surto na Polinésia francesa foi
atribuido ao ZIKV uma associacdo em complicacdes neuroldgicas, tais como
meningoencefalites e SGB em adultos. Em julho de 2015, 76 pacientes com
sintomas de alteragbes no SNC sugestivos de infecgdo pelo ZIKV foram
identificados no estado da Bahia e em 55% dos casos foi relacionado ZIKV e SGB.
Um ano depois, havia mais de 165 mil casos de suspeita de infeccao por ZIKV, de
forma que 66.180 casos foram confirmados. Além do aumento concomitante dessa
sindrome e da infec¢do por esse virus, a ligagdo com outras doengas neuroldgicas
também foi observada, como meningoencefalites (3-5, 48-50, 65-67).

Apés o surto, o ZIKV tornou-se endémico, uma vez que encontrou ambiente
conveniente para sua permanéncia e circulagdo, com vetores e hospedeiros
disponiveis para o ciclo da infec¢do, cocirculando com outros arbovirus, aumentando
os riscos de infeccdo por vetores hematdfagos. Isso trouxe maior urgéncia em
termos de medidas de prevencdo e controle para a saude publica e vigilancia
virolégica, onde esforcos significativos foram adotados nessa area, com
intensificagcdo dos estudos acerca do comportamento do ZIKV, bem como outros
arbovirus (3-5, 48-50, 65, 66).

Os Togaviridae sao virus de RNA de cadeia simples, com caracteristicas
morfolégicas que permitem o reconhecimento como capsideo de aparéncia
esférica, além de possuirem envelope. Essa familia é formada por dois géneros, 0s
Rubivirus, com o virus da rubéola como representante e os Alphavirus, que podem
ser transmitidos por vetores artrépodes (68).

Virus causadores de encefalites equinas sdo membros dos Alphavirus, como
os virus da encefalite equina do Leste (EEEV), do Oeste (WEEV) e venezuelana
(VEEV), com nome fazendo alusdo a regido geografica de sua primeira
identificagdo. Apresentam padrdo sintomatico variavel, com casos assintomaticos
até casos de encefalite. Sao encontrados em humanos e outros animais, como
cavalos. Os sintomas sao semelhantes entre as espécies virais, com febre,
conjuntivite, alteragdes motoras, incluindo paralisia e morte. Em humanos, os
sintomas sado de cefaleia, febre, conjuntivite, letargia, delirios e até coma.
Convulsdes, rigidez na nuca e alteragbes em resposta reflexa também sao
observados. O curso da doenga pode ocorrer em dois momentos, um primeiro mais

brando, com febre e cefaleia, aparente recuperacédo e, posteriormente, quadro
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semelhante a encefalite (57, 69, 70).

Mayaro (MAYV) é um virus de RNA fita simples polaridade negativa com
envelope, assim como os outros Togaviridae. O MAYV é um importante virus
zoondtico, infectando primatas ndo humanos, passaros, roedores e outros pelas
picadas pela fémea do vetor. Aedes aegypti tem potencial para transmitir MAYV em
ambientes urbanos. Semelhante ao virus Chikungunya (CHIKV), os sintomas da
infeccdo por MAYV sao frequentemente febres, erupcao cutanea, dor de cabeca,
tontura, fotofobia, dor retro-orbital, mialgia, artralgia e outros. Raramente € relatada
morte devido a infec¢cdo por MAYV. Devido a essa semelhanga, em um surto com
quase 340 casos suspeitos de dezembro de 2014 a janeiro de 2016, no Brasil,
varios casos foram repostados como CHIKV. A reatividade cruzada em testes
sorolégicos para CHIKV e MAYV também ocorreu nestes casos de diagnoésticos
imprecisos. Com a circulacdo de diferentes vetores no Brasil, o aparecimento de
um novo surto de uma arbovirus emergente poderia acontecer. Estudos propdem
que o MAYYV possa ser um candidato potencial por um novo surto de arbovirus no
pais, como ja proposto em mais de um trabalho, por Figueiredo e Esposito, e seus
respectivos colaboradores (57, 71-75).

O Aura é um Alphavirus isolado no Brasil e também identificado em regides
da Argentina a partir do Aedes serratus. Pouco ainda é conhecido sobre o
comportamento infeccioso desse virus, como, por exemplo, o hospedeiro
vertebrado. O impacto clinico de sua infeccao ainda ndo € conhecido, embora sua
circulagdo no pais seja reconhecida. Possui semelhanga com o virus Sindbis, ndo
identificado no Brasil e causador de sintomas semelhantes a outros Alfavirus, como
febre, artralgia e artrites (70, 76-78).

O CHIKV foi descrito pela primeira vez em 1950 na regiao que hoje
corresponde a Tanzania. Na ocasido, o surto havia sido atribuido ao DENV, mas
caracteristicas diferentes foram reconhecidas, incluindo os sintomas que nomeiam
a doenca: chikungunya significa “aquele que se curva’ na lingua Makonde, (falada
em varias regides da Africa Oriental) em alusdo & posicdo que os pacientes
adquiriam durante o periodo da doencga, devido a dor causada pela infecao. CHIKV
€ caracterizada por febre, combinada com dores fortes e debilitantes nas
articulacdes, dores de cabeca e dores musculares. Os sintomas sao semelhantes
aos do virus DENV, mas com poliartrite e dor nas articulacbes dos punhos,
tornozelos e cotovelos, que geralmente regride apds 10 dias, mas pode persistir
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por meses apds a febre e até causar sequelas com maiores duragées. Embora
condi¢des graves ndo sejam comuns e ndo haja choque ou hemorragia grave como
na dengue, pode estar relacionado a diagnésticos neurolégicos graves (encefalite,
meningite e SGB) (5, 57, 72, 79).

1.1.3 Familia Picornaviridae

A familia Picornaviridae, com etimologia fazendo referéncia a “pico” =
pequeno, “RNA” = &cido ribonucleico, €é composta por vinte e nove géneros,
incluindo patégenos humanos tais como poliovirus e as ndo polio-enteroviroses
(EV). Essa familia inclui os géneros Enterovirus, Parechovirus, e o virus da
Hepatite A. Eles séo virus de RNA sem envelope, constituindo um grupo que inclui
cerca de 116 virus conhecidos diferentes. As manifestacdes clinicas causadas
pelos picornavirus em humanos variam muito, desde uma gripe comum até
encefalite e miocardite (10).

Os enterovirus (EVs) sao considerados importantes agentes causadores de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Ainda que estimativas baseadas em
estudos da populagdo americana apontem que esse virus seja responsavel por até
15 milhées de infecgbes sintomaticas nesse territério, esse numero pode ser
subestimado, considerado as infegdes assintomaticas por EV. Este grupo de virus
€ considerado a causa mais comum de meningite infecciosa nao-bacteriana, uma
das infeccbes mais frequentes no SNC. Ainda que haja casos assintomaticos, em
criangas e imunocomprometidos, as infecgdes por esse virus pode ter uma grave
apresentacao, como meningites e encefalites (2, 80, 81).

Cerca de 90% de todos os casos de meningite infecciosa ndao-bacteriana em
todo o mundo estdo relacionadas a este virus. O EV também esta relacionado a
casos de encefalite, encefalomielite, entre outras doengas do SNC. O antigeno viral
€ expresso nos neurdnios, particularmente no cérebro e no prolongamento do
axonio (82, 83).

As meningites virais, causadas por EVs, sdo descritas com frequéncia em
diversos paises do mundo, atingindo principalmente jovens e criancas de classe
socioeconémica mais baixas. Podem ser transmitidos pela via fecal-oral, o que
expde condi¢des sanitarias precarias, situagdo nao atipica em nosso pais. Também

pode ser transmitido pelo trato respiratério e pelo contato com secregdes,
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ampliando o potencial de disseminacao dessas infec¢des. Dados epidemioldgicos
mostram que os EVs sdo responsaveis por cerca de 85% de todos os casos de
meningite nos quais um agente etiolégico € identificado (2, 80, 81).

1.1.4 Neurotropismo viral

O tecido nervoso, sobretudo o SNC, conta com uma série de estratégias que
propiciam protecdo contra a invasao de particulas indesejadas e patégenos, como
as particulas virais. Nesse contexto, os papéis da BHE e da barreira hematoliquérica
(BHL) sao relevantes, reduzindo a possibilidade de invasdo desses agentes ao
tecido cerebral. Da mesma forma, varias sé&o as células com capacidade de resposta
imunolégica buscando mitigar efeitos negativos dessas infecgdes. Ainda assim,
alguns virus podem atingir as células nervosas. O neurotropismo e a neuroinvasao
nem sempre sao descritas como vantajosas do ponto de vista evolutivo para alguns
virus: devido a gravidade de alguns casos, ndo é infrequente que pacientes venham
a Obito sem disseminacado sistémica da infeccdo, o que, evolutivamente, pode
aparentar pouco vantajoso. Apesar dos varios mecanismos de defesa do organismo
para impedir a entrada de patégenos, alguns agentes, como os arbovirus, apos a
viremia, encontram formas de invadir o SNC (51, 84, 85).

Além de atividades para reduzir o risco de infeccbes, as BHE e BHL sao
fundamentais para a manutencdo homeostatica do SN, propiciando protecao contra
alteragbes repentinas nas ofertas bioquimicas de substratos e ions, nutrientes e
remocao de metabolitos. Assim, o SNC é protegido por meio do cranio, das camadas
meningeas — dura mater, aracnoide e pia mater —, bem como o liquido produzido
pelo plexo coroide (nos ventriculos cerebrais), o LCR, que preenche também o
espaco subaracndideo entre a camada pia mater e aracnoide. O LCR atua na
estabilidade eletrolitica e homeostatica, além de garantir suporte mecanico (83, 84).

A BHE composta por células endoteliais estreitamente unidas, astrécitos,
diversas proteinas além de unidades neurovasculares. Assim fica presente uma
barreira fisica, composta do juncdes interendoteliais aderentes e estreitas, que de
forma seletiva, reduz a permeabilidade de moléculas ao tecido nervoso. Ainda
assim, ha entrada de certos solutos e macromoléculas para funcbes especificas, €
possivel por processos, como difusdo passiva, transcitose mediada por adsor¢cao ou
receptores, por exemplo. E com isso, ha diferentes hip6teses sobre as vias de
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neuroinvasado, estabelecendo que utilizando as células endoteliais, ou por difuséo
passiva ou ainda vias paracelulares, o virus pode atingir esse tecido. Ainda que a
génese dessa perturbagdo ainda careca de elucidacdo, é evidente que essa
alteracdao dessa membrana ocorre e pode estar associada a agentes virais
diferentes, seja por acao patogénica viral, como a destruicdo do citoesqueleto de
actina das células do epitélio que compde BHE, seja por resposta pro-inflamatoria,
que possui também efeito negativo ao hospedeiro (51, 84, 86).

A BHL consiste em juncdes oclusivas de células de revestimento, que evita que
as substancias do sangue entrem no fluido através de espaco intersticial, de forma
que a principal maneira de passagem seja por meio do uso de proteinas
transmembrana. Nesse contexto, o plexo coroide, formado por meio das dobras da
pia-mater, porcéo vascular e células ependimarias e que atua na producao de LCR,
é protegido por essa barreira. Porém, considerando o acesso ao LCR pelas células
do epitélio do plexo coroide ao sistema vascular cerebral e as jung¢des oclusivas
entre as células epiteliais possuirem menor resisténcia elétrica quando comparada
com a BHE, a BHL apresenta maior vulnerabilidade a agente microbianos via
mecanismos paracelulares. A membrana aracnoide tem uma pequena superficie
composta por essa barreira, que embora ndo tenha uma relacdo com a troca de
solutos bem estabelecida, € um importante compartimento para entrada de
microrganismos (51, 83, 84).

Quanto a vigilancia das células com atividade imunolégica, macréfagos
altamente especializados, a microglia, estdo presentes de forma residente no tecido
do SNC, fazendo o reconhecimento continuo desse tecido para o encontro de
substancia prejudiciais. As células dendriticas também atuam no sentido de
reconhecimento de particulas deletérias, compondo cerca de 1% das células
envolvidas na resposta imunolégica das meninges e do plexo coroide. O SNC
também conta com células transitérias, como as células T (cerca de 90%), células B
(5%) e mondcitos (5%). Essas células migram do sangue para o epitélio do plexo
coroide, ganhando acesso ao LCR e aos tecidos por ele permeado. O
reconhecimento de particulas imunogénicas reconhecidas como antigénicas
propiciam a formacao de sinapses imunoldgicas e desencadeiam sinalizacao celular
a fim de recrutar mais células para o SNC por meio de via paracelular, ou seja, por
rotas extracelulares, ou por diapedese transcelular (51, 83-85).
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Os HHVs podem ser encontrados em diversos tipos celulares, como o HCMV,
gue pode ser detectado em astrocitos, neurbnios e células da glia. O EBV pode
estabelecer, inclusive, laténcia em linfocitos B, podendo reativar préximo da BHE,
desencadeando processos inflamatérios importantes. Baseado no transporte viral
intracelular, uma via alternativa proposta € denominada de modelo de “Cavalo de
Troia”, que poderia ser adotado por uma série de virus, como os EV n&o polio. Em
alusdo ao classico conto grego descrito por Homero na Odisséia, algumas
variedades virais poderiam utilizar leucécitos como uma forma de evadir das
estratégias de vigilancia viral e atravessar as barreiras mencionadas de modo furtivo
(51, 83-85).

A cavidade nasal esta em constante contato com agentes externos, possuindo
estruturas para a defesa em atividade, como mecanismos de resposta imunolégica
inata, reduzindo os riscos de infeccao. Entretanto, o sistema olfatério, composto por
estruturas como os nervos olfatorios e bulbo olfatério, junto a cavidade nasal,
também ficam expostos a esses agentes e nem toda resposta fisioldégica de defesa é
eficiente para impedir infecgées. Os neurdnios sensoriais olfatorios ficam expostos
ao ambiente, de forma que agentes virais jA apresentaram potencial de migrar
dessas estruturas para regides do SNC, como o talamo, hipotalamo, cerebelo e
cérebro em modelos animais. Nesse contexto, o nervo trigémeo, o maior nervo do
cranio, possui fibras que direcionam ao cérebro, oferecendo mais uma via neuronal
de acesso ao SNC, sem necessidade de transporte sanguineo, de particulas virais.
E quanto ao nervo trigémeo, ndo apenas os aspectos olfatérios podem permitir a
ascensdo de virus ao cérebro, uma vez que virus, como o HSV-1, podem acessar
esse nervo por contato via cornea e infeccoes epiteliais na face e cavidade oral (51,
83-85).

Estudos in vivo demonstram a migracdo para o SNC por meio de nervos
periféricos como possivel via para HHVs, como HSV-1, -2 e VZV, embora os nervos
respiratérios aparentem nao propiciar a chegada ao SNC. Isso se deve a presenca
de receptores de sulfato de heparan e nectina-1 estarem presentes na por¢ao apical
dos nervos olfatérios, permitindo tropismo viral, ao passo que nervos respiratdrios
apresentem esses receptores na porcao basal, ficando inacessivel aos virions. O
HHV-6 ja foi descrito como detectado em alta frequéncia em nervos olfatérios.
Estudos comparando a mucosa de pacientes saudaveis, com esclerose multipla e
com perda olfativa mostraram ocorréncia de HHV-6 em cerca de 41% dos casos,
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sem distingao entre os grupos, mostrando possivel reservatorio do virus. Arbovirus,
como SLEV, EEEV e VEEV (e provavelmente CHIKV, segundo alguns estudos com
modelos animais) encontram nas fenestras proximas da mucosa nasal formas de
atingir o bulbo olfatério, e por axénios anterégrados encontram vias de acesso ao
SNC. Estudos com primatas ndo humanos mostram que nos casos do EEEV e
VEEV, a neuroinvasao nao depende de viremia (51, 83-85).

Em conjunto ao tropismo e invasdo do SN, a capacidade de estabelecer efeitos
prejudiciais, ou seja, a neuroviruléncia, € outro fator importante que deve ser
considerado ao falar de infecgbes virais em SN. Degeneracdo de neurdnios,
necroses, apoptose sédo alguns exemplos de efeito viral ja atribuidos a arbovirus por
meio de modelos animais. Estudos propde que algumas cepas virais de WNV, por
exemplo, possam induzir apoptose por ativar vias como do regulador apoptético
BAX, propiciando provavel formagdo de canais na mitocondria, desencadeando
evento apoptoético. O aumento da expressao de genes relacionados a apoptose,
como fator de necrose tumoral (TNF)-alpha e TRAIL, podem ser observados em
alguns casos de encefalite provocadas por arbovirus, como o VEEV. Ainda assim, a
elucidagdo dos principais mecanismos e rotas de sinalizagao ainda estdo em
descobrimento e passiveis de compreensdo. A resposta inflamatéria que busca
controle e clareamento viral, pode desempenhar efeitos prejudiciais. A
neuroinflamacao e a perturbacdo provocada por infeccoes pode ser responsaveis
por morte neuronal e perturbacdo das barreiras encefalicas. TNF-alpha e
interleucinas (IL)-1 Beta e IL-6, liberadas em resposta a inflamagéo, podem propiciar
parada do ciclo celular, levando a morte celular de precursores neuronais e
perturbando a BHE. TNF-alpha também pode levar ao aumento de resposta dos
astrécitos ao neurotransmissor glutamato, causando morte neuronal por
excitotoxicidade, uma hiperestimulagdo do sistema glutaminérgico. Considerando a
toxicidade por substancias inflamatérias, as células da glia, apesar de pouco
permissivas as infec¢des virais quando comparados a neurdnios, Sao responsaveis
por perturbagbes importantes em barreiras hematolégicas. O aumento na produgao
de Oxido nitrico por micrdglia ativada pode ser observado em resposta a infecgdes
por flavivirus, que pode ter efeito antiviral para algumas espécies, mas também é
nocivo para neurdnios. Da mesma forma, as espécies reativas de oxigénio podem
acabar sendo prejudiciais ao tecido do SN (51, 87).
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Ao atingirem as camadas meningeas, patégenos distintos podem provocar
meningite. Nesse contexto, cefaleias, febre e rigidez de nuca séo as mais frequentes
alteracoes observadas. Meningite pode ser piogénica, com observacao de pus em
LCR, altamente relacionada com agentes nao virais, como bactérias, ou ainda
meningite asseéptica, quando o LCR é limpido, podendo estar associado, entre
outros agentes, com patdgenos virais (84, 88).

As encefalites se referem a inflamacao do parénquima cerebral associado a
alterac6es funcionais neurolédgicas. Geralmente a caracterizacdo dessa infecgdo se
da por cefaleia, confusdo aguda em conjunto ou nao a tonturas. O agente etiolégico
nao é determinado na maior parte dos casos, entretanto, quando o inquérito
investigativo de agentes associados é realizado, os agentes virais apresentam
posicdo de destaque, com estudo apontando ocorréncia de agentes virais
associados a esse quadro em 68,5% dos casos, como apontam Dando e
colaboradores. O acometimento concomitante do parénquima cerebral e das
meninges, a meningoencefalite, também pode ser associada a infe¢des virais (83,
84).

Por fim, o acometimento de SN periférico (SNP) fica evidente com o
mecanismo de invasao de nervo trigémeo ou do bulbo olfatério, provocado por HSV-
1, HHV-6 e outros virus, como supracitado. Da mesma forma, em alguns casos a
manifestacdo com impacto clinico nao esta apenas associada aos efeitos citopaticos
que o virus desencadeia, como também a alteracdes inflamatérias que estimulam a
lesdo tecidual. Em outro contexto, infec¢des virais podem propiciar o aparecimento
de manifestacbes complexas em SNP, como a SGB. Ha mais de um fendmeno que
pode ser associado como essa sindrome, mas a lesdo inicial que propicia uma
neuropatia importante geralmente atua de forma que sistema imunol6gico, incluindo
as proteinas do sistema complemento e mobilizacdo de imunoglobulinas G de
classes 1 e 3, compreenda que biomarcadores imunogénicos como GM1 e GD1a,
presente em células nervosas, sejam reconhecidos como antigenos. Com esse
reconhecimento, manifestacbes que envolvem polineuropatia desmielinizante
inflamatéria aguda ou neuropatia axonal aguda possuem etiologias diversificadas,
mas que pode ser associada a mimetismo molecular. Quanto aos patégenos
associados, a bactéria Campylobacter jejuni é muito importante, entretanto, os
agentes virais, como o ZIKV, passaram a ser mais frequentemente associados a
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esse quadro. E ndo somente o ZIKV, o EBV, HCMV, CHIKV também associacéo a
sindrome, podendo agir como gatilho (51, 84, 89).

1.2 Diagnostico laboratorial de alteracao neuroldgica

O LCR é um ultrafiltrado sanguineo que preenche os ventriculos cerebrais,
espaco subaracndideo craniano e raquidiano e o canal central da medula. O LCR ou
liquor, € um liquido biolégico nobre que tem papel de protecéao fisica, amortecimento
cerebral, transporte intracerebral e manutencao metabdlica e homeostatica. Assim, o
estudo de analitos presentes nesse fluido fornece informagdo sobre o estado
fisiopatolégico, sobretudo neuronal, do individuo. As principais indicacdes sao:
processos infecciosos de acometimento de sistema nervoso e envoltérios, processos
granulomatosos com imagem inespecifica, processos desmielinizantes, tumores
(estadiamento e tratamento), imunodeficiéncias, processos infecciosos com foco nao
identificado e hemorragia subaracndéide (90-92).

Para aquisicao do material, ndo ha necessidade de preparo especifico, como
o jejum. E indicado que n&o esteja fazendo uso de anticoagulantes e drogas com
esse efeito, de forma que o corpo clinico precise avaliar a real necessidade desse
procedimento, atentos aos riscos inerentes do procedimento acrescidos do risco de
sangramento. O LCR pode ser originario de trés diferentes reservatérios que se
reflete nos locais de puncao: Ventricular, suboccipital e lombar, sendo a ultima a
mais frequente. Para a puncédo lombar, o indicado € que o0 paciente esteja em
decubito lateral, posicdo padronizada para avaliacdo de pressao intracraniana, e a
aquisicao do material seja feita entre a terceira e quarta, quarta e quinta vértebras
lombares ou ainda entre a quinta lombar e a primeira vertebra sacral. A puncgao
suboccipital é realizada na regido cisterna magna e a ventricular € feita diretamente
em um dos ventriculos laterais (90-92).

A analise do LCR torna-se fundamental para exclusao de quadros bacterianos
e consequente reducdo desnecessaria na utilizacdo de antibioticoterapia. Os
quadros de meningites virais sdo autolimitados na grande maioria dos casos,
necessitando apenas de medidas de suporte clinico, sem tratamento especifico. O
diagnéstico de meningite viral reduz a utilizacdo de antibioticoterapia empirica bem
como o tempo de internacdo. A investigacao tradicional realizada por meio de cultura

usualmente busca a presenga de microrganismos nao virais, o que tem grande
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relevancia clinica e diagnéstica, porém resulta e expée uma lacuna investigativa que
nao deve ser negligenciada. Outros testes laboratoriais também podem auxiliar no
diagnéstico sem a deteccao direta de agentes etiolégicos, como exames bioquimicos
e imunoensaios. A coloracao de Gram, por exemplo, utilizada na identificacédo de
bactérias, pode fornecer um resultado significativo quando positivo. No entanto, até
70% dos testes baseados em metodologias classicas como coloracdo de Gram nao
sao conclusivos para identificacdo de agente etioldgico de neuroinfecgdes. Devido a
padrées sintomatolégicos e achados laboratoriais que podem ser inconclusivos, o
diagndstico pode ser limitado a “infeccdo viral” ou “infeccdo bacteriana”, sem
investigacbes mais especificas quanto ao agente etioldgico (2, 88, 93).

A reacdao em cadeia da polimerase (PCR) é amplamente utilizada para a
identificagdo viral, sendo dentre as NAAT, uma das mais notérias ferramentas
diagndsticas utilizadas mundialmente (94, 95).

Desde sua concepcgao original, em 1983, por Kary Mullis, a PCR tornou-se
uma das técnicas mais empregadas para analise de acido nucleico no mundo,
amplificando por reagdo enzimatica fragmentos de acidos nucleicos sem o uso de
organismos vivos. A principio, a técnica era realizada com ciclagens manuais,
oscilando em banhos térmicos em temperaturas especificas de cada uma das
etapas, desnaturacdo, anelamento e extensdo, a fim de amplificar em namero de
copias o amplicon de determinado fragmento génico (94, 95).

Com avancos tecnolégicos, o emprego de equipamentos que permitiram a
termociclagem automatica surgiram e assim a técnica foi difundida, facilitando o
surgimento de adaptagdes importantes, como a Nested-PCR (NPCR). Nessa
variagao, é empregado iniciadores internos a regido amplificada em uma primeira
reacdo de PCR, de forma que ha uma segunda rodada de amplificacdo e nesta o
amplicon obtido tende a ser mais especifico, aumentando também o potencial
sensivel do teste. Outra tecnologia relavante é a Transcriptase Reversa (RT)-PCR,
que permite a andlise de sequéncias de RNA ao converté-las em DNA
complementar (cDNA), que pode ser empregada em estudos de expressao génica,
mas também na analise de sequéncias genémicas de particulas virais com acido
nucleico apresentado na forma de RNA (94-98).

A exemplo de relevantes e revolucionarias apresentacoes da PCR, existe a
PCR em tempo real (Real-time PCR) e a PCR quantitativa (QPCR), concebidas nos
anos 90 por Higuchi e colaboradores, embora com variagcbes e adaptacdes, sédo
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métodos que propiciam a interpretagao de fluorescéncia emitida por agentes que
interagem com as moléculas amplificadas. Os resultados dessa técnica, por
envolverem o sinal detectado de fluorescéncia, podem ser quantificados por
equipamento habil a interpretar os sinais em canais de fluorescéncia ou ainda pode
usada para deteccao qualitativa de presenca de acidos nucleicos em amostras
bioldgicas distintas. Com o desenvolvimento técnico-cientifico, as tecnologias
propostas por pesquisadores como Mullis e Higuchi, hoje s&o amplamente
empregadas com diversas aplicacbes, como diagnostico de infecgdes, incluindo de
virus patogénicos, em amostras bioldgicas, tal qual o LCR, sem necessidade de
cultivo viral (94-96, 99, 100).

Assim, a escolha da PCR, NPCR, RT-PCR e Real-time PCR justifica-se pois
proporciona investigacdo rdpida e confiavel utilizada também para identificar
genomas de virus neurotropicos em amostras LCR sem a necessidade de cultura,
um avango importante na area de diagndsticos viroldgicos, com aplicacdo de
técnicas de biologia molecular de alta sensibilidade e especificidade (3, 81, 88, 93).

Entretanto, mesmo apds o advento da PCR (e suas variagcdes) e o aumento
da investigacdo de agentes etioldgicos virais, ainda ha um numero reduzido de
laboratérios que realizem diagnédsticos virais de infeccées de SNC em centros de
atendimentos de rotina de grandes hospitais e universidades de algumas das
grandes cidades (90-92, 101, 102)..

Dados sobre o subdiagnéstico das meningites expde a baixa cobertura dos
laboratérios de pesquisa e centros de vigildncia epidemiolégica que realizam
diagnéstico laboratorial de meningites, com identificacdo do agente etioldégico, em
regides do Brasil. A subdeteccdo dos agentes acontece até mesmo em amostras
oriundas de pacientes atendidos em hospitais universitarios, como diz Escosteguy e
colaboradores, mesmo que ainda sejam considerados centros de referéncia (90-92,
101, 102).

Deste modo, as doengas s&o, consequentemente, subnotificadas e,
considerando apenas o diagnéstico sindrémico, infecgdes importantes podem ser
negligenciadas. Assim, existe uma inegavel lacuna investigativa quanto a ocorréncia
de manifestacdes neurolégicas mediante a possivel etiologia viral dentre os
pacientes sem diagnéstico infeccioso estabelecido (90-92, 101, 102).

Com o exposto, ha evidéncias a respeito da importancia clinica da presenca
de agentes infecciosos virais em sitios estéreis como o SNC, sobretudo
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considerando efeitos deletérios decorrentes da presenca desses virus ao infectarem
o individuo. Assim, estudos sentinelas para verificacdo dos padrées sindrdmicos
relacionados as espécies circulantes sdao uma importante ferramenta informativa a
respeito da vigilancia virolégica.

Com isso, este estudo buscou investigar possivel presenca de genomas virais
de agentes causadores de sindromes neuroldgicas em pacientes atendidos no
Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp
(HC/Unicamp). Foram utilizadas NAAT para a investigacdo da presenca de genoma
compativel com agentes virais em amostras de LCR oriundas de pacientes cuja
amostra de LCR ndo teve agente etiologico estabelecido na rotina e que foram
obtidas no periodo de 2017-2018. Os genomas pesquisados pertenciam aos virus
HHVs, EVs e arbovirus.

Apbs um devastador surto de ZIKV em 2015, este estudo busca agregar
conhecimento sobre os sintomas e sinais que antes nunca foram associados a estes
virus, bem como identificar padrbes acerca de outros virus em circulagdo
concomitante. A associagcdo do ZIKV com ocorréncia de sindrome congénita em
recém-nascidos e as manifestacoes de SGB ainda é muito recente na literatura e
que surpreendeu a humanidade com a associagdo dos casos. Da mesma forma,
novas associagdes podem ser registradas, ndo apenas para o ZIKV como também
para outros virus endémicos na regiao estudada.

Assim, pretende-se contribuir com o avanco cientifico acerca das informacdes
sobre esta relacdo infeccdo e doenca. Esses dados sdo essenciais para o
conhecimento dos virus que circulam nesta metropole, como também os possiveis
padrbées sindrémicos atrelados aos pacientes com amostra de LCR positivos para

investigagao viral.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a presenca de genomas de virus com caracteristicas neurotrdpicas
em amostras liquéricas de pacientes adultos com suspeita de infecgdo neuroldgica
sem agente etioldgico determinado, internados ou nao, atendidos no HC/Unicamp
entre janeiro de 2017 e julho de 2018.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar a possivel presenca de genoma dos seguintes arbovirus em
amostras de LCR de pacientes adultos com suspeita de infec¢ao neuroldgica e
sem confirmacao diagnéstica de agente etiolégico: Flaviviridae (ZIKV, DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4, ILHV, YFV, ROCV, SLEV e WNV); Togaviridae
(AURA, CHIKV, WEEV, VEEV, EEEV e MAYV);

e Investigar a possivel presenca de genoma de Picornaviridae, principalmente os
enterovirus nao polio, em amostras de LCR de pacientes adultos com suspeita
de infeccao neurolégica e sem confirmacao diagnostica de agente etioldgico;

e Investigar a possivel presenca de genoma dos virus da familia Herpesviridae
(HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, HCMV e HHV- 6), em amostras de LCR de
pacientes adultos com suspeita de infecgdo neuroldgica;

e Comparar os resultados bioquimicos, citolégicos e de cultura no LCR de
amostras de pacientes com investigagcao positiva para os virus pesquisados;

e Analisar as possiveis correlacdbes dos resultados com as hip6teses
diagnésticas, os quadros sindrémicos e as variaveis demograficas, por meio de
observagcdo em prontuario clinico dos pacientes com genomas positivos
identificados nas amostras de LCR;

e Ratificar a relevancia da testagem virolégica molecular como ferramenta para
deteccdo de agentes etioldgicos virais relacionados a infecgcdo de sistema

nervoso.
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3. PACIENTES E METODOS
3.1 Pacientes

Este foi um estudo do tipo descritivo, transversal, utilizando amostras de LCR
de pacientes adultos com suspeita clinica de infeccdo SN sem agente etiologico
estabelecido, que estavam em internacdo ou nao, e que foram atendidos no
HC/Unicamp, entre janeiro de 2017 e julho de 2018. A coleta do LCR foi realizada
pela equipe médica para diagnostico laboratorial e encaminhado ao Laboratério de
Liquidos Bioldgicos/Divisdao de Patologia Clinica do HC/Unicamp para andlises de
rotina. Apds 7 dias de acondicionamento adequado, o LCR, que seria descartado, foi
encaminhado para o Laborat6rio de Pesquisa em Virologia Faculdade de Ciéncias
Médicas/Unicamp.

O envio do material acondicionado no Laboratério de Liquidos Biologicos para
o Laboratério de Pesquisa em Virologia foi realizado apds obtengcdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido de todos os pacientes (ou, quando necessario,
dos responsaveis legais). Sem a aprovagdo do paciente e/ou responsavel, as
amostras nao foram testadas para a triagem viral. O protocolo de pesquisa foi
elaborado de acordo com as exigéncias para pesquisas envolvendo seres humanos
no Brasil e na instituicdo. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
e a obtencdo de materiais ocorreu ap6s aprovacdo (CAAE n®
59361816.3.0000.5404) (Anexos | e Il).

Foram obtidas 1825 amostras e captadas por demanda, previamente a analise
por meio dos critérios de inclusdo e exclusdo. Foram entdo estudadas amostras de
LCR de 420 pacientes com idade igual ou superior a 18 anos atendidos no
HC/Unicamp.

Foram adotados como critérios de inclusao: amostras de LCR de pacientes
apresentando alteragdao neurolégica e maiores de 18 anos; LCR com exame direto
negativo para Gram e tinta da China, compativel com infeccdo viral; Os pacientes
apresentando um ou mais dos seguintes sinais e sintomas (neurolégicos): Sintomas
de alteracdo neuroldogicas semelhante a meningite/encefalite (ex. febre >38°C, dor
de cabeca, convulsdes, status mental alterado, mudanga de comportamento, rigidez
na nuca, déficits neuromusculares ou épticos; Pacientes com sintomas de SGB (ex.

fraqueza simétrica progressiva, diminuicao dos reflexos nos tenddes).
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Foram adotados como critério de exclusao: amostras de LCR recebidas pelo
laboratério em quantidades insuficientes para uma extracdo do material genético
(volume <350 pl) ndo foram utilizadas no estudo. Como critério de exclusdo a
posteriori, foi adotado culturas do LCR positiva para bactérias piogénicas,
Micobacterium tuberculosis ou fungos. Amostras obtidas em repeti¢do, pacientes em
replicata (mais de uma amostra do mesmo paciente) ou de casos sem suspeita
clinica de infeccdo (como os pacientes atendidos devido trauma ou lesdo mecanica)
também foram excluidas do estudo.

As HD foram observadas nos pedidos de exames para todos 0s pacientes
elegiveis para a pesquisa, de forma que apenas uma hipotese foi considerada por
paciente incluido, sendo esta a HD registrada em prontuarios médicos na data da
aquisicdo das amostras de LCR. Sinais e sintomas, hospitalizagéo, uso de farmacos
ATB e antivirais e 6bito foram analisados e obtidas por meio da leitura de prontuarios
clinicos referente aos pacientes positivos para investigagao viral (virus detectado).

As variaveis demograficas incluidas no estudo foram: sexo, data de nascimento
e data de coleta. As variaveis clinicas anotadas foram: sinais e sintomas [dor de
cabeca ou cefaleia, febre, conjuntivite, dor retro-orbital e outros sintomas Opticos
(amaurose, reflexo de Marcus-Gunn, fotofobia), prostracdo, mialgia, nausea, diarreia,
artralgia, coceira, edema, tontura, dispneia, sintomas cardiocirculatérios (alteracéo
em pressao arterial), sintomas respiratérios (tosse e coriza), irritabilidade, disfagia,
fraqueza muscular simétrica, tremores, diplopia, rigidez do pescoco (nuca),
parestesia, disartria, visdo turva, disfonia, sonoléncia, fraqgueza nos membros
superiores e inferiores, paralisia flacida, hiperreflexia, arreflexia, rebaixamento de
nivel de consciéncia, convulsdo, coma, bem como 6ébito].

Hospitalizacdo durante a evolugdo dos sintomas e informagdes sobre status
imunoldgico (foram considerados imunodeprimidos aqueles com informagdo em
prontuario confirmando essa informacdo devido a tratamento com farmacos
imunodepressores, portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
portadores de doencga oncolégica, autoimune e transplantados), além de tratamento

com antibiéticos (ATB) e antivirais também foram avaliados como variaveis clinicas.
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3.2 Métodos

Apoés a coleta de LCR, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Liquidos Bioldgicos e testadas para as analises de rotina, incluindo proteina total,
glicose, contagem de hemacias e leucécitos. Os exames microbioldgicos de cultura
para fungos e bactérias foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
HC/Unicamp. Os resultados quanto aos exames de rotina observados no presente
estudo foram obtidos apds inclusdo em sistema informatizado interno de
gerenciamento de dados (CICS). O monitoramento dos agentes etioldgicos virais
incluidos nesta pesquisa nao foi realizado como um protocolo de rotina, ausentes no
periodo de estudo. O excedente do LCR utilizado em rotina foi encaminhado ao
Laboratorio de Pesquisa em Virologia, para a testagem viroldgica por NAAT.

Foram consideradas amostras positivas aquelas com a identificagcdo por
método de biologia molecular de, ao menos, uma variedade de acido nucleico viral
relacionado ao estudo. Para tal, também foi definido como Monodeteccdo a
deteccao de acido nucleico correspondente ao genoma de um Unico agente viral. A
deteccdo de genomas correspondente a mais de uma espécie viral foi classificada
como Codetecgéo.

As atividades de investigacdo viral por meio de técnicas moleculares
aconteceram no Laboratério de Pesquisa em Virologia da FCM/UNICAMP. O
processamento das amostras seguiu o fluxo estabelecido dentro do laboratério. Foi
checado o volume compativel com o preconizado nos critérios de inclusdo e
exclusdo. Todas as amostras ficaram armazenadas a -80°C, em caixas especificas
(criobox), etiquetadas e numeradas, seguindo a ordem de numeracéao gerada no ato
de entrada da amostra.

A extracao e purificacdo do acido nucléico foram realizadas utilizando 200 uL
de LCR para DNA e 140 pL para RNA, de acordo com o protocolo incluido no kit
DNA Biopur (Biometrix, Curitiba, Brasil) e QlAamp Viral RNA Mini Kit (QUIAGEN,
Inc., EUA), respectivamente.

O produto extraido e purificado oriundo do LCR foi armazenado a -80 °C, bem
como amostras obtidas como volume excedente a 350 pL.

Apbs a obtencdo do RNA purificado das amostras de LCR, o cDNA foi
sintetizado e transcrito reversamente do RNA utilizando o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (incluindo utilizacdo do Random primer do kit) (Applied
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Biosystems, Foster City, CA), com temperaturas adotadas nos termocicladores de
25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos. O produto eluido
foi 60 uL de cDNA, armazenado em freezer a -80 °C até aplicacao das ténicas. As
amostras foram submetidas a um PCR do gene Beta2-microglobulina para garantir a
qualidade do acido nucleico extraido e confirmar a auséncia de inibidores de PCR
(controle de extragéo). A extragao do acido nucleico foi repetida quando as amostras
da PCR para o gene da Beta2-microglobulina nao for positiva, evidenciando
extracdo de forma inadequada (com presenca de inibidores ou com auséncia de
acidos nucleicos). Em caso de repetidos insucessos, a amostra poderia ser
considera inelegivel, entretanto essa situagéo n&o ocorreu.

As sequencias adotadas para o PCR da Beta2-microglobulina foram 5’-
CAACTTCAATGTCAATGTCGATGGATG-3 e 5-GGTGTCTTGAGGCTCAGGGAG-3’
(103).

As PCR e NPCR foram realizadas em um volume total de 10pL, contendo
0,5uL de DNA extraido para PCR (e 0,5 pL do produto de PCR para NPCR), 5,0 mL
de GoTag® Green (Promega, Winchester, EUA), 0,5 pL de cada iniciador e 3,5 uL
de agua ultrapura. A corrida eletroforética foi realizada com 5,0 yL do material
amplificado do NPCR em gel de agarose 2%, corado com Unisafe Dye (Uniscience,
Osasco, Brasil) e submetido a eletroforese sob luz ultravioleta para visualizagdo das
bandas de DNA dos amplicons especificos de cada virus.

Os Real-time PCR foram realizados usando o TagMan™ Fast Advanced
(Applied Biosystem), iniciadores/primers e sondas de hidrélise (desenho de
sequéncias ja descrito na literatura, conforme a seguir) sintetizados como PrimeTime
gPCR Primers (Integrated DNA Technologies inc., EUA) e os ensaios foram
realizados no Sistema (Applied Biosystem) da seguinte forma: 95°C por 20
StepOnePlus™ Real-Time PCR segundos, 40 ciclos de 95 °C a 1 segundo e 60 °C
durante 20 segundos.

As NAAT para cada virus foram realizadas de acordo com o que ja foi descrito
na literatura cientifica anteriormente com iniciadores descritos nas Tabelas 1 e 2.

Com relagcéao aos herpesvirus, os conjuntos de iniciadores foram usados para
cada regiao conservada de HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, HCMV e HHV-6. O HHV-DNA
foi detectado nas amostras de LCR usando a técnica NPCR e para HHV-6 ambas as
técnicas NPCR e Real-time PCR (qualitativa com SYBR Green, Thermo Fischer
Scientific Baltics, Lituania). Os iniciadores utilizados foram escolhidos de acordo com
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0s respectivos autores e compilado, bem como os iniciados a seguir mencionados
em metodologias NPCR, na Tabela 1 (104-110).

O género EV foi detectado de acordo com métodos ja descritos, utilizando os
iniciadores HK-2, HK-3, HK-10, realizando um semi-NPCR. Os iniciadores HK-2 e
HK-3 também foram utilizados para realizar o sequenciamento, para confirmagéao
dos amplicons (3, 108, 111, 112).

A metodologia descrita por Bronzoni e colaboradores foi usado para a
deteccao de Flavivirus (DENV, YFV, ROCV, WNV, ILHV, SLEV) e Alphavirus
(WEEV, EEEV, VEEV, AURA e MAYV) (3, 70, 113).

Para deteccdo de DENV, também foi utilizada o método descrito por Huhtamo
e colaboradores para Real-time PCR genérico, obtendo resultados qualitativos ao
considerar deteccdo. Tabela 2 compila os iniciadores empregados para a deteccao
de arbovirus por Real-time PCR (114).

Para o virus Chikungunya (CHIKV), o método seguiu as informagdes descritas
por Lanciotti e colaboradores (11).

O virus Zika (ZIKV) foi detectado por meétodo descrito por Lanciotti e

colaboradores (12).

Tabela 1: Sequéncia de iniciados que flanqueiam regibes génicas virais utilizadas
conforme métodos de PCR e NPCR neste estudo

INICIADORES SEQUENCIA (5-3’) FONTE
HERPESVIRUS
HSV-1 PCR ATCACGGTAGCCCGGCCGTGTGACA
HSV-1 PCR CATACCGGAACGCACCACACAA Danise e
colaboradores
HSV-1 NPCR TACCGACCACACCGACGA (104).
HSV-1 NPCR GGTAGTTGGTCGTTCGCGCTGCTGAA
HSV-2 PCR TCAGCCCATCCTCCTTCGGCAGTA
HSV-2 PCR GATCTGGTACTCGAATGTCTCCG Danise e
colaboradores
HSV-2 NPCR AGACGTGCGGGTCGTACACG (104).
HSV-2 NPCR GGCGCGGTCCCAGATCGGCA
VZV PCR TCCACGTATGACTCTCTCAC
Danise e
VZV PCR GATCAGACACATGACGAATC colaboradores

(104).
VZV NPCR ATGTCCGTACAACATCAACT
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VZV NPCR CGATTTTCCAAGAGAGACGC
EBV PCR AAGGAGGGTGGTTTGGAAAG
EBV PCR Cinque e
AGACAATGGACTCCCTTA colaboradores
EBV NPCR ATCGTGGTCAAGGAGGTTCC (105).
EBV NPCR ACTCAATGGTGTAAGACGAC
HCMV PCR ATGGAGTCCTCTGCCAAGAG
HCMV PCR Ehrnst e
CAATACACTTCATCTCCT colaboradores
HCMV NPCR GTGACCAAGGCCACGACGTT (106).
HCMV NPCR TCTGCCAGCACATCTTTCTC
HHV-6 PCR CAAGCCCTAACTGTGTATGT
HHV-6 PCR TCTGCAATGTAATCAGTTTC Wang e
colaboradores
HHV-6 NPCR CTGGGCGGCCCTAATAACTT (107).
HHV-6 NPCR ATCGCTTTCACTCTCATAAG
FLAVIVIRUS

FG1 PCR e NPCR*
FG2 PCR
DENV 1 NPCR

DENV 2 NPCR
DENV 3 NPCR
DENV 4 NPCR
SLEV NPCR
ILHV NPCR
ROCV NPCR
YFV NPCR

WNV NPCR

TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT
GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATAC
CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC

GAACCAGTTTGGTTDRTTTCATCGCTGCC
CCCATTGGTTCTCCTCTGTG
GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC
ATTCTTCTCTCAATCTCCGT
TCCACCGCTGATCTGAGCCCGTGA
TCACTCTTCAGCCTTTCG
TCAGAAGACCAAGAGGTCATGT

TGGTGTCTGAGTTGAGCAGGG

Morais Bonzoni
e colaboradores
(113).

ALFAVIRUS

M2W PCR e NPCR*

CM3W PCR
VEEV NPCR
EEEV NPCR

WEEV NPCR
MAYV NPCR

AURA NPCR

YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW

ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC
ACGGAGGTAGACCCATCCGA
CCACGGTACCGTTGCC

GGCGGCAGACCTGCTGGAA
GGAAGTTGGCCAAGGC

TCAATGCACCTTCGACCA

Bonzoni e
colaboradores
(70).
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ENTEROVIRUS NAO-POLIO

HK2 PCR e NPCR* CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG
Gomes e
HK3 NPCR ATTGTCACCATAAGCAGCCA colaboradores
(112).
HK10 NPCR ACGGACACCCAAAGTAGTCG

Legenda: PCR: Reagao de cadeira da polimerase; NPCR: Reacdo de cadeia da polimerase tipo
Nested; HSV-1: virus do Herpes simplex-1; HSV-2: virus do Herpes simplex-2; VZV: virus da Varicela-
Zoster; EBV: virus Epstein-Barr ; HCMV: citomegalovirus humano ; HHV-6: herpesvirus humano 6;
EV: Enterovirus nao-polio; DENV: virus da dengue; YFV: virus da febre amarela. *Iniciadores
utilizados em Semi-NPCR.

Tabela 2: Sequéncia de iniciados e sondas que flanqueiam regides génicas virais
utilizados conforme metodologias de PCR em tempo real para deteccdo dos

arbovirus incluidos neste estudo

INICIADORES SEQUENCIA (5-3°) FONTE
DENV 1 GGACTAGAGGTTAGAGGAGACCCC Huhtamo e
DENV 2 GAGACAGCAGGATCTCTGGTC colaboradores
DENV Sonda FAM- AGCATATTGACGCTGGGA (114).
CHIKV 1 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA Lanciotti e
CHIKV 2 TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC colaboradores
CHIKV Sonda FAM-AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG (11).
ZIKV 1 CCGCTGCCCAACACAAG Lanciotti e
ZIKV 2 CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT colaboradores
ZIKV Sonda FAM-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA (12).

Legenda: Real-time PCR: Reacdo de cadeira da polimerase em tempo real; DENV: Dengue virus;
ZIKV: Zika virus; CHIKV: Chikungunya virus; FAM: Agente fluorescente.

Para evitar a contaminacao, estratégias foram aplicadas: a utilizacdo de, ao
menos, dois controles negativos para excluir a contaminacdo em cada PCR; uso de
ponteiras de filtro descartaveis de pipeta para cada amostra; cada fase experimental
dos procedimentos (por exemplo, a extracdo de acidos nucleicos virais e os testes
de PCR) foi realizada em salas diferentes; também, para garantir a precisdo das
amplificagdes, controles positivos oriundos de cultura viral de cepas de referéncia
foram incluidos em cada reagéo: caso ndao houvesse amplificagdo do controle, todo
lote de produto amplificado seria testado novamente. Todo processo de extragcao e
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amplificagdo dos controles seguiu as mesmas metodologias adotadas em para
amplificagdo do material proveniente da extragdo das amostras de LCR (107, 115).
Para o sequenciamento, os procedimentos foram realizados pelo Laboratério
Central de Tecnologias de Alto Desempenho (LaCTAD). Os produtos analisados em
sequenciamento para confirmagcdo do amplicon de PCR de EV seguiram as
normativas do LaCTAD. A concentracéo de iniciadores foi de 3,2 micromolar, em um
volume final de 18 pL. A plataforma 3730XL da Applied Biosystems para realizagao
do sequenciamento por eletroforese capilar, (sequenciamento Sanger) foi utilizado.
As Sequéncias resultantes foram analisadas por meio do software online
Basic Local Alignment Search Tool — BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
para encontrar regides de similaridade entre os nucleotideos do resultado obtido e
confrontada com uma base de dados de livre acesso mundial para assim verificar a
sequéncia cadastrada de maior similaridade, com indicagdo de significancia

estatistica de similaridade proveniente no software.

3.3 Analise estatistica

As informacdes clinicas dos pacientes com amostra de LCR positivas e
negativas para investigacao viral foram descritas segundo informagdes em pedido de
exames e banco de dados informatizado, conforme citado anteriormente, mediante
as variaveis de interesse demograficas (sexo, data de nascimento e data de coleta,
compondo a idade na coleta), hipétese diagnostica (HD) e resultados de LCR dos
testes de rotina para observacdo de proteina, glicose, hemacias e leucdcitos na
mesma amostra. Essas informacdes foram descritas por meio de valores absolutos
(n), prevaléncias e percentuais como também resultados estatisticos descritivos, por
exemplo, mediana, média, desvio padrao e referéncia interquartil. O teste exato de
Fisher e o teste U de Mann Whitney foram usados, conforme apropriado. O nivel de
significancia adotado para este estudo foi de 5%.

Dados sobre sintomas, hospitalizagéo, 6bito e uso de ATB e antivirais foram
obtidos por meio da leitura de prontuarios clinicos referente aos pacientes positivos
para investigagdo viral (virus detectado). Foram calculadas prevaléncias desses
achados em pacientes com positividade viral identificada e descrita suas
porcentagens.
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4. RESULTADOS

Amostras de LCR de 420 pacientes foram incluidas no estudo e, consideradas
elegiveis para a analise. Todos os pacientes incluidos tinham suspeita de infeccao
neurolégica com resultados negativos para bactérias e fungos por cultura no LCR.
Durante o periodo de coleta do estudo, 1825 amostras foram obtidas e captadas por
demanda. Muitos casos ndo foram incluidos no estudo, baseado nos critérios de

inclusao e exclusdao, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Motivos para exclusdo das amostras de LCR obtidas no periodo de 2017-
2018 oriundas de pacientes atendidos no HC/Unicamp

Motivo da exclusao n % (Excluidos) % (Total)
Hipdtese diagnostica ndo compativel 578 41,1 31,7
Infeccao provavel etiologia ndo-viral 167 11,9 9,2
Volume insuficiente 276 19,6 15,1
Amostra de paciente ja incluido (repetidas) 249 17,7 13,6
Pacientes com idade inferior a 18 anos 135 9,6 7,4
Total excluido 1405 100 77,0
Incluido 420 - 23,0
Total geral 1825 - 100

Das 420 amostras que atendiam os critérios de inclusdo e,
consequentemente, foram incluidas no estudo, 35,2% (148) foram positivas para a
identificacdo molecular do genoma de pelo menos um dos virus investigados.

Do total dos pacientes incluidos, 224/420 (53,3%) amostras coletadas
pertenciam a pacientes do sexo feminino, bem como este género foi o mais
frequente nas amostras positivas, 84/148 (56,8%). A mediana de idade também foi
semelhante, sendo 46 anos a mediana observada ao considerar todos os 420
pacientes e 47 anos a mediana de idade de todos o0s pacientes positivos para
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investigacdo viral baseado nas amostras analisadas por meio das técnicas de
amplificagéo de acido nucleico (NAAT).

As caracteristicas e as HD dos pacientes estdo descritas na Tabela 4,
apresentando o total de pacientes (n=420), pacientes positivos mediante a
identificagdo dos genomas virais (n=148) (e sua porcentagem), prevaléncia da
positividade viral relacionada a cada HD (expresso em porcentagem, comparando
prevaléncia de identificacdo viral obtida por HD) e o p-valor mostrando a relacéo
estatistica entre amostras com identificagdo viral positivas e negativas.

Dos 420 pacientes, 338 (80,5%) foram registrados como residentes da regiao
metropolitana de Campinas (que inclui os municipios de Americana, Artur Nogueira,
Campinas, Cosmopolis, Engenheiro Coelho, Holambra, Hortolandia, Indaiatuba,
ltatiba, Jaguariuna, Monte Mor, Morungaba, Nova Odessa, Paulinia, Pedreira, Santa
Barbara d'Oeste, Santo Antonio de Posse, Sumaré, Valinhos e Vinhedo). Campinas
foi a cidade com maior numero de pacientes, 196/420 (46,7%), sendo destes 75/196
positivos para detecgao viral (38,3%). 118/148 (79,7%) dos pacientes positivos para
deteccao viral sdo desta regido. Cinco pacientes sao residentes de outros estados
brasileiros: Minas Gerais (n=3), Parana (n=1) e Rio Grande do Sul (n=1). Um
paciente do estado de Minas Gerais foi positivo para EV. Os outros pacientes sédo
residentes do estado de Sao Paulo.

Os pacientes foram classificados em uma HD baseado nas informacoes
presentes em portudrios clinicos. O descritivo dos pacientes encontra-se em

Apéndice |.
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Tabela 4: Caracteristicas demograficas, hipoteses diagnésticas e prevaléncia de
positividade referentes as amostras de LCR dos pacientes incluidos no estudo

Caracteristicas n (total) % posi?ivos pos‘i,f;vos valor p

Idade em anos - positividade

Mediana (Minima- 46 (18-92) - | 47(18-83) - em % por )

Maxima) hipotese 03079

Sexo (F / M) 224/196  53,3/46,7 | 84/64  56,8/43,2 | diagndstica

Hipo6tese diagnostica n (420) % n (148) %
Triagem infecciosa 88 21,0 25 16,9 28,4 0,1671
Encefalopatia 63 15,0 21 14,2 33,3 0,7764
Meningite 63 15,0 26 17,6 41,3 0,3169
Encefalite 30 7.1 11 7,4 36,7 0,8454
Neurite 27 6,4 13 8,8 48,1 0,1511
Epilepsia 26 6,2 7 4,7 26,9 0,4046
Esclerose Multipla 19 45 8 5,4 42,1 0,6240
Hidrocefalia 15 3,6 6 4,1 40,0 0,7846
SD motora 15 3,6 5 3,4 33,3 NS
SGB 14 3.3 5 3.4 35,7 NS
DN 13 3.1 3 2.0 23,1 0,5565
Deméncia 12 2,9 3 2,0 25,0 0,5524
Mielite 8 1,9 3 2,0 37,5 NS
Neuropatia 8 1,9 4 2,7 50,0 0,4604
TC 7 1,7 3 2,0 42,9 0,7010
Meningoencefalite 7 1,7 3 2,0 42,9 0,7010
SD cerebelar 5 1,2 2 1,4 40,0 NS

Total 420 100 148 100 - -

Legenda: Valor-p: teste exato de Fisher; F / M: Feminino / Masculino; TI: triagem infecciosa/sepse;
SD: Sindrome; SGB: Sindrome de Guillain-Barré; DN: Doengas neurodegenerativa; TC: Transtorno
de comportamento.
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Em relagdo aos exames bioquimicos dos testes de rotina realizados no LCR,
a média em mg/dL dos resultados de proteinas totais nas amostras com
identificacdo viral positivas por NAAT foi 56,8 (DP: 70,9) e negativas 58,7 (DP: 63,9).
A glicose em LCR foi observada em concentracdo média de 69,4 mg/dL nas
amostras NAAT positivas e 69,8 mg/dL nas amostras NAAT negativas. Glicose
sérica nao foi solicitado em todos os pacientes, ndo sendo esse critério avaliado. A
contagem de células (glébulos vermelhos e globulos brancos) no LCR nao
apresentou diferenca estatistica, assim como os indices de proteina e glicose,
quando comparadas entre as amostras com identificacdo de genomas virais

positivas por NAAT e negativas (Tabela 5).

Tabela 5: Comparativo entre os resultados dos parametros laboratoriais padrao
referentes a amostra LCR com resultados positivos e negativos mediante

identificag&o viral dos pacientes atendidos no HC/Unicamp entre 2017-2018

Amostras negativas Amostras positivas

IQR IQR valor p
Particulas do Média ] Média )
LCR (+ DP) Mediana 25% -75% (+ DP) Mediana 25% -75%
Fr;%t/%if)a total ?ffo,g) 40 31-57,3 ?fgs,g) 43 31-63 0,4602
(Gn']'g;’ o ?19510, " 63 57-75 ?3’287,2) 61,5 55783 0,1874
Hemacias ?321393,7) 75 1-47 2 X 2’673,1) 9,5 1-90,3 0,1908
e (2; ’2559,7) 2 1-3 ?J_j ’4?28,6) 2 15 0,3780

Legenda: Valor-p - teste de Mann Whitney. LCR: liquido cefalorraquidiano; IQR: referéncia interquartil;
DP: desvio padrao.

Apenas um tipo de genoma viral identificado nas amostras foi observado em
128/148 (86,5%) amostras, sendo o virus DENV o genoma mais frequentemente
identificado, seguido por EV, HHV-6 e ZIKV, com 56/148 (37,8%), 23/148 (15,5%),
23/148 (15,5%) e 18/148 (12,2%), respectivamente. O VZV foi identificado em 5/148
(3,4%) amostras e o EBV foi identificado em 2 amostras em monodetecgcédo e o
HCMV e YFV em um caso cada um.

O genoma do virus HSV-2 foi identificado apenas juntamente a outro virus, ou
seja, codeteccdo, de forma que em uma amostra foi detectado com genoma de
HSV-1 e outra com HHV-6.
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A codeteccéo foi identificada em 20/148 (13,5%) pacientes. 19/20 (95%) deles
tinham dois virus identificados na mesma amostra, sendo trés virus em uma mesma
amostra identificado em 1/20 (5%) (com o padrao de identificacdo sendo HHV-6 +
EV + VZV). O genoma do virus DENV foi identificado em 11/20 (55%) dessas
amostras: 5/20 (25%) com HHV-6, 4/20 (20%) com EV, 1/20 com VZV (5%) e 1/20
com ZIKV (5%).

O genoma do HHV-6 foi o segundo virus mais identificado na codeteccgéo,
sendo observado em 10/20 (50%) desses casos: além do ja descrito, foi observado
com EBV (1/20, 5%), YFV (1/20, 5%) e EV em 2/20 (10%) amostras.

Em relacdo a codeteccdo, houve uma amostra de cada um dos seguintes
perfis: EBV + YFV, ZIKV + VZV e ZIKV + EV, representando 5% dos casos de

codeteccao cada (Figura 1).

Figura 1: Casos de identificacdo de dois ou mais genomas virais (codetec¢do) na
mesma amostra por meio das técnicas de amplificacdo de acido nucleico (NAAT)
nas amostras estudadas

n=5 n=4 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1

|II-II III
N
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QAT 4V AT W® o el PE A Al
R 2 S R R I T D SR> 2
< Q SO S R SR 3 v
N9 ASMERAN R X S
Q X SONEES

m HSV-1 HSV-2 mVZV mEBY mHHV-6 mEV mYFV mDENV mZIKV

Legenda: HSV-1: virus do Herpes simplex-1; HSV-2: virus do Herpes simplex-2; VZV: virus da
Varicela-Zoster; EBV: virus Epstein-Barr; HCMV: citomegalovirus humano; HHV-6: herpesvirus
humano 6; EV: Enterovirus ndo-polio; DENV: virus da dengue; YFV: virus da febre amarela; ZIKV:
virus Zika.

O genoma do DENV foi identificado em 67/148 (45,3%), de forma que em
42/67 (62,7%) amostras tinham genomas virais identificados pela técnica da Real-
time PCR e 33/67 (49,2%) por meio da técnica da NPCR; apenas a NPCR adotada é
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capaz de distinguir sorotipos. A concordancia aconteceu em 8/67 (11,9%) casos.
Quanto aos sorotipos, DENV-1 foi detectado em 4/33 (12,1%), DENV-2 em 14/33
(42,4%), DENV-3 em 5/33 (15,1%) e o DENV-4 foi identificado em 11/33 (33,3%)
amostras. Quanto as codetecg¢oes, o genoma de DENV-1 foi observado em um caso
com EV; DENV-2 foi observado em caso com VZV e 3 casos com EV; DENV-3, além
da identificacdo conjunta com o genoma do virus DENV-4, foi observado em outra
amostra com o genoma do virus HHV-6, em uma amostra cujo a identificacao por
Real-time PCR n&o pode ser realizada; DENV-4 também foi identificado em uma
amostra em conjunto ao genoma do HHV-6.

Para confirmagdo da identificacdo do genoma do EV foi realizado o
sequenciamento utilizando os iniciadores HK (112). O sitio de ancoragem dos
inicadores é conservado entre as espécies, com variacao sequencial em fragmento
interno. Apenas 10 amostras foram analisadas por sequenciamento Sanger, em
decorréncia da disponibilidade de material. Todas as 10 foram confirmadas.

Os amplicons resultantes da amplificacdo genémica do EV que foram
sequenciados e confirmados através técnica de sequenciamento Sanger e andlise in
silico por meio da tecnologia BLAST encontram-se em Apéndice II.

As ocorréncias de identificagdo dos genomas virais nas amostras de LCR
estdo descritas na Tabela 6, apresentando caracteristicas gerais sobre os pacientes
nos quais os virus foram detectados, considerando idade (mediana), género e as
hipoteses diagnosticos atribuidas aos pacientes aos quais o LCR foi coletado.
Apenas uma HD foi atribuida por caso, entretanto, o genoma de mais de um virus
pode ser identificado na mesma amostra.

Foram observadas diferencas estatisticas significativas quanto aos casos de
meningite para a identificacdo do genoma de HHV-6 (p:0,0395); neurite Optica e
identificacdo de genoma de EV (p:0,0081) e; neurite Optica e identificacdo do
genoma do virus ZIKV (p: 0,0381) em relacao a ocorréncia dos positivos em relacéao
aos negativos. Os virus HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, HCMV e YFV nao foram
analisados mediante tabela de contingéncia 2x2, considerando o baixo impacto dos
valores estatisticos atribuidos ao baixo numero de amostras positivas para esses
virus (Tabela 7). As HD sem diferenca (ou tendencia de diferencga) estatisticas para
os virus HHV-6, EV, DENV e ZIKV (respectivamente p>0,05 e p>0,09) ndo foram
incluidas na Tabela 7.
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Tabela 6. Frequéncia dos resultados dos testes de identificacdo de genomas virais positivos associadas as HD apresentadas pelos

pacientes adultos com sindromes neurologicas atendidos no HC/Unicamp entre 2017-2018

HSV-1 HSV-2 vzv EBV HCMV HHV-6 EV DENV YFV ZIKV
POS (n=420) (%) 1(0,2) 2(0,5) 8(1,9) 4(1,0) 1(0,2) 32 (7,6) 30 (7,1) 67 (15,9) 3(0,7) 21 (5,0)
Idade — Mediana (Min-Max.) 34 () 26 (18-34) 43 (26-78) 43 (35-52) 26 () 52 (18-75)  47,5(18-76) 47 (18-83)  58(35-72) 35 (18-76)
Sexo -F / M (%/%) 1/0 (100/0) 1/1 (50/50) 4/4 (50/50) 3/1 (75/25) 1/0 (100/0)  18/14 (56/44) 19/11 (63/37) 37/30 (55/45) 2/1 (67/33) 10/11 (52/48)
Hipoteses diagnosticas®
Deméncia - - - - - 1 - 1 - 1
TC 3
DN - - - - - - - 3
Encefalite - - 1 - - 2 1 4 2 2
Encefalopatia 1 1 - - - 2 3 13 - 2
Epilepsia - - 1 - - 2 1 4 - 2
Esclerose Mltipla - - 1 - - 2 2 3
SGB - - - - - - 3 3 - 1
Hidrocefalia - - - - - 3 1 4
Meningite - 1 3 1 - 9 4 11 - 2
Meningoencefalite - - - - - 2 - 2
Mielite - - - 1 - 2 1 1
Neurite - - - 1 - 1 6 1 1 4
Neuropatia - - - - 1 2 - 1
SD cerebelar - - - - - - 1 - - 1
SD motora - - - - - 1 1 2 - 1

Triagem infecciosa - - 2 1 - 3 6 11 - 5
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Legenda: HSV-1: virus do Herpes simplex-1; HSV-2: virus do Herpes simplex-2;VZV:virus da Varicela-Zoster; EBV: virus Epstein-Barr ; HCMV: citomegalovirus humano ; HHV-
6: herpesvirus humano 6; EV: Enterovirus ndo-pdlio ; DENV: virus da dengue ; YFV: virus da febre amarela ; ZIKV: virus Zika ; POS: detecgdo de PCR positiva ; F/M: Feminino / Masculino; TC:
Transtorno de comportamento; DN: Doenga neurodegenerativa; SD: Sindrome; SGB: Sindrome de Guillain-Barré. *Uma hip6tese diagnostica foi relacionada a amostra de LCR de cada paciente,

entretanto mais de um virus pode ser detectado por paciente.
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Tabela 7: Resultados dos valores de teste t de Fisher entre as HD dos pacientes
com genomas dos virus estudados identificados no LCR e resultados negativos

HHV-6 EV DENV ZIKV
Hipoteses diagnosticas P-Valor P-Valor P-Valor P-Valor
SGB 0,6132 0,0701 0,4758 0,5180
Hidrocefalia 0,0975 NS 0,2748 NS
Meningite 0,0395 NS 0,7106 0,7533
Meningoencefalite 0,0929 NS 0,3100 NS
Neurite 0,7099 0,0081 0,0993 0,0381

Legenda: HHV-6: Herpesvirus humano 6; EV: Enterovirus ndo-p6lio; DENV: virus da dengue; ZIKV:
virus Zika; SGB: Sindrome de Guillain-Barré. NS: Nao estatisticamente significante; P-Valor: Teste
exato de Fisher.

Quanto aos sinais e sintomas apresentados pelos pacientes, foram
observados: cefaleia (62 casos), febre (47 casos), sintomas épticos (36 casos),
vomito/nauseas (30 casos), fraqueza de membros inferiores (27 casos), sintoma
respiratério (24 casos), visao turva (24 casos), sonoléncia (24 casos), fraqueza em
membros superiores (18 casos), rebaixamento de nivel de consciéncia (16 casos),
parestesia (15 casos), fraqueza simétrica (15 casos), dor retro orbital (13 casos),
rigidez na nuca (13 casos), tontura (12 casos), sintoma cardiaco (12 casos),

)

)

)

tremores (11 casos), diarreia (10 casos), irritabilidade (10 casos), disfagia (9 casos),

edema (8 casos), diplopia (8 casos), convulsdo (7 casos), prostracdo (6 casos),

mialgia (6 casos), coma (6 casos), disartria (5 casos), paresia facial (5 casos),

arreflexia (5 casos), dispneia (4 casos), conjuntivite (3 casos), disfonia (3 casos),

hiperreflexia (3 casos), artralgia (2 casos) e prurido (1 caso). Mais de um sinal ou
sintoma foi descrito por paciente (Tabela 8).

Detalhes individuais estdo descritos no Apéndice |. Quanto a terapia com

ATB, esta foi adotada em 56/148 (37,8%) casos, sendo utilizado de maneira

profildtica, uma vez que todas as amostras foram negativas para cultura microbiana

(Tabela 8).
As HD observadas e as variaveis sintomatoldégicas que os pacientes com
genoma dos virus identificado em suas amostras foram relacionados, e estdo na

Tabela 9.
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Os casos de pacientes com positividade para identificagdo de genomas viras e
que evoluiram para ébito estao descritos a seguir:

Cinco pacientes com genoma de virus identificado em amostra de LCR foram a
obito. A seguir, estdo descritos os casos relacionados a esses pacientes:

1. Paciente do sexo feminino, 78 anos, DENV+, hospitalizada (2 dias) em
triagem infecciosa. Apresentou dificuldades de mobilidade e paresia facial; causa do
Obito: doenca vascular periférica e septicemia.

2. Paciente do sexo masculino, 60 anos, com HD de Encefalopatia e
identificacdo de cefaleia, DENV+, em tratamento radiolégico de carcinoma
espinocelular (imunocomprometido);

3. Paciente do sexo feminino, 52 anos, imunocomprometida, febre (39°C),
EBV+, hospitalizada com por triagem infecciosa, apresentando confusao mental,
rebaixamento do nivel de consciéncia, sonoléncia e coma. Ela foi avaliada como
uma triagem infecciosa inconclusiva, com causa de morte associada a sepse;

4. Paciente do sexo feminino, 63 anos, apresentou meningoencefalite,
imunocomprometida devido a transplante renal (ha 17 anos). Apresentou picos de
febre (chegando a 39°C), com sintomas de falta de apetite, confusdo mental,
diarreia, bradicardia e insuficiéncia renal. Positivo para dois virus na mesma amostra
(HHV-6+DENV+);

5. Paciente masculino, de 34 anos com HIV+. Apresentou amostra positiva
para ZIKV+. Teve sintomas de nausea, fraqueza muscular, insuficiéncia respiratoria

e foi hospitalizado devido a um grave rebaixamento no nivel da consciéncia, febre,
vémito e diarreia.

Tabela 8: Variaveis sintomaticas e complementares atreladas aos pacientes adultos
com sindromes neuroldgicas e prevaléncia viral dos casos de LCR positivo pelas das
técnicas de amplificacao de acido nucleico

HSV-1 HSV-2 \'74'} EBV HCMV  HHV-6 EV DENV  YFV ZIKV

N N N N N N N N N N
Variaveis % % % % % % % % % %
Cefaleia* 1 2 4 2 - 17 30 28 1 10
(n=62) 1,6 3,2 6,5 3,2 - 27,4 48,4 45,2 1,6 16,1
Febre* - 1 4 2 - 15 10 17 - 7
(n=47) - 2,1 8,5 4,3 - 31,9 21,3 36,2 - 14,9
Conjuntivite* - - - - - - 1 - - 2
(n=3) - - - - - - 33,3 - - 66,7

Dor retro orbital* - - 1 - - 3 2 4 - 5
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(n=13) - - 7,7 - - 23,1 15,4 30,8 - 38,5
Sintomas . . . 1 . 3 8 17 1 7
opticos

(n=36) - - - 2,8 - 8,3 22,2 47,2 2,8 19,4
Prostragao* - - 1 1 - 1 1 3 1 -
(n=6) - - 16,7 16,7 - 16,7 16,7 50,0 16,7 -
Mialgia* 1 1 - - - 1 1 2 - 1
(n=6) 16,7 16,7 - - - 16,7 16,7 33,3 - 16,7
Vomito/Nauseas* - 1 4 - - 5 7 13 - 6
(n=30) - 3,3 13,3 - - 16,7 23,3 43,3 - 20,0
Artralgia® - - - - - - - 2 - 1
(n=2) - - - - - - - 100,0 - 50,0
Diarreia* - - 1 - - 3 2 5 - 3
(n=10) - - 10,0 - - 30,0 20,0 50,0 - 30,0
Prurido* - - - 1 - 1 - - - -
(n=1) - - - 100 - 100 - - - -
Edema* - - 1 1 - 1 - 4 - 2
(n=8) - - 12,5 12,5 - 12,5 - 50,0 - 25,0
Tontura* - - - - - 4 1 6 - 2
(n=12) - - - - - 33,3 8,3 50,0 - 16,7
Dispneia* - - - - - - 3 1 - 2
(n=4) - - - - - - 75,0 25,0 - 50,0
cardiaco’ : - : : : 1 1 7 1 4
(n=12) - - - - - 8,3 8,3 58,3 8,3 33,3
Sintoma - - 1 - - 3 5 11 - 8
respiratério

(n=24) - - 4,2 - - 12,5 20,8 45,8 - 33,3
Irritabilidade* 1 1 1 1 - 1 - 4 - 3
(n=10) 10,0 10,0 10,0 10,0 - 10,0 - 40,0 - 30,0
Disfagia* - - - - - 2 3 3 1 3
(n=9) - - - - - 22,2 33,3 33,3 11,1 33,3
Fraqueza 1 1 2 - - 5 1 7 1 1
simétrica

(n=15) 6,7 6,7 13,3 - - 33,3 6,7 46,7 6,7 6,7
Tremores* - - 1 1 - 3 2 5 1 2
(n=11) - - 9,1 9,1 - 27,3 18,2 45,5 9,1 18,2
Diplopia* - - 1 - - 2 1 2 - 3
(n=8) - - 12,5 - - 25,0 12,5 25,0 - 37,5
Rigidez na nuca* 1 1 1 - - 7 2 3 1 1
(n=13) 7,7 7,7 7,7 - - 53,8 15,4 23,1 7,7 7,7
Parestesia* - - - - 1 4 3 7 1 1
(n=15) - - - - 6,7 26,7 20,0 46,7 6,7 6,7
Disartria* - - - - - 2 2 1 1 1
(n=5) - - - - - 40,0 40,0 20,0 20,0 20,0
Viséo turva* - - - 1 - 3 7 7 1 6
(n=24) - - - 4.2 - 12,5 29,2 29,2 4,2 25,0
Disfonia* - - - - - 1 1 1 - -
(n=3) - - - - - 33,3 33,3 33,3 - -
Fraqueza MMS* 1 1 1 - - 5 7 12 1 4
(n=18) 5,6 5,6 5,6 - - 27,8 38,9 66,7 5,6 22,2
Fraqueza MMI* 1 1 2 - - 3 5 5 1 4
(n=27) 3,7 3,7 7.4 - - 11,1 18,5 18,5 3,7 14,8
Paresia Facial - - - - - 1 - 3 - 1
(n=5) - - - - - 20,0 - 60,0 - 20,0
Sonoléncia* - - 1 2 - 7 4 9 1 3
(n=24) - - 42 8,3 - 29,2 16,7 37,5 4,2 12,5
Hiperreflexia* - - - 1 - 1 - 2 - -
(n=3) - - - 33,3 - 33,3 - 66,7 - -
Arreflexia® - - - - - 2 1 1 - 1
(n=5) - - - - - 40,0 20,0 20,0 - 20,0
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RNC* 3 2 5 5 - 4
(n=18) - 16,7 11,1 27,8 27,8 - 22,2
Convulsao 3 - 2 1 4 - 2
(n=10) 30 - 20 10 40 - 20
Coma* - 2 - 1 2 1 1
(n=6) 33,3 - 16,7 33,3 16,7 16,7
Obito* 1 1 - 3 - 1
(n=5) - - - 20,0 20,0 - 60,0 - 20,0
Hospitalizagao* 1 2 2 2 21 18 36 1 13
(n=83) 1,2 2,4 2,4 2,4 25,3 21,7 43,4 1,2 15,7
Imunodepressao* - - - 2 9 10 21 11
(n=44) 4,5 20,5 22,7 47,7 25,0
*Antibioticoterapia 1 4 5 15 10 21 11
(n=56) 1,8 7.1 3,6 26,8 17,9 37,5 - 19,6
Terapia antiviral® - - 2 5 3 4 - 4
(n=14) 14,3 35,7 21,4 28,6 - 28,6

Legenda: HSV-1: virus do herpes simplex-1; HSV-2: virus do Herpes simplex-2; VZV: virus Varicela-
Zoster; EBV: virus Epstein-Barr; HHV-6: herpesvirus humano 6; EV: Enterovirus; YFV: virus da febre
amarela; ZIKV: virus zika; n: Namero de casos de positividade para virus e manifestagao clinica; MMI:
Membros inferior; MMS: Membros superior; RNC: Rebaixamento de nivel de consciéncia. *variavel
observado em codetecgdo em mesma amostra proporcionando somatéria superior ao n.

Tabela 9. Compilagdo das hipodteses diagndsticas e variaveis sintomatologicas

observadas relacionadas aos pacientes com genomas virais identificados nas

amostras de LCR

Virus  Hipotese diagndstica Variaveis

HSV-1  Encefalopatia Cefaleia, mialgia, irritabilidade, fraqueza
simétrica, rigidez na nuca, fraqueza MMI,
fraqueza MMS.

HSV-2 Encefalopatia, meningite. Cefaleia, febre, mialgia, vomito/nduseas,
irritabilidade, fraqueza simétrica, rigidez na
nuca, fraqueza MMI, fraqueza MMS.

VzZV Encefalite, epilepsia, esclerose multipla, Cefaleia, febre, dor retro orbital, prostracao,

meningite, triagem infecciosa. vomito/nduseas, diarreia, edema, sintomas
respiratérios, irritabilidade, fraqueza
simétrica, tremores, diplopia, rigidez na nuca,
fraqueza MMI, fraqueza MMS, sonoléncia,
rebaixamento de nivel de consciéncia,
convulsao.

EBV Meningite, mielite, neurite e triagem Cefaleia, febre, sintomas Opticos, prostragéo,

infecciosa. prurido, edema, irritabilidade, tremores, visao
turva, sonoléncia, hiperreflexia, coma, ébito.

HCMV  Neuropatia. Parestesia.

HHV-6 Deméncia, encefalite, encefalopatia, Cefaleia, febre, dor retro orbital, sintomas

esclerose multipla, hidrocefalia, meningite,

meningoencefalite, mielite, neurite,
neuropatia, sindrome motora, triagem
infecciosa.

oOpticos, prostragdo, mialgia, vomito/nauseas,
diarreia, prurido, edema, tontura, sintomas

cardiacos, sintomas respiratérios,
irritabilidade, disfagia, fraqueza simétrica,
tremores, diplopia, rigidez na nuca,

parestesia, disartria, visdo turva, disfonia,
fraqueza MMI, fraqueza MMS, paresia facial,
sonoléncia, hiperreflexia, arreflexia,
rebaixamento de nivel de consciéncia,
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convulsao, 6bito.

EV Epilepsia, esclerose multipla, hidrocefalia, Cefaleia, febre, conjuntivite, dor retro orbital,
sindrome de Guillain-Barré, meningite, sintomas Opticos, prostracdo, mialgia,
mielite, neurite, encefalite, encefalopatia, vomito/nduseas, diarreia, tontura, dispneia,
sindrome cerebelar, sindrome motora, sintomas cardiacos, sintomas respiratérios,
triagem infecciosa. disfagia, fraqueza simétrica, tremores,

diplopia, rigidez na nuca, parestesia, disartria,
visdo turva, disfonia, fraqueza MMI, fraqueza
MMS, sonoléncia, arreflexia, rebaixamento de
nivel de consciéncia, convulsao, coma.

DENV Deméncia, transtorno de comportamento, Cefaleia, febre, dor retro orbital, sintomas
doenga neurodegenerativa, encefalite, Opticos, prostragao, mialgia, vomito/nauseas,
encefalopatia, epilepsia, esclerose mdltipla, artralgia, diarreia, edema, tontura, dispneia,
sindrome de Guillain-Barré, hidrocefalia, sintomas cardiacos, sintomas respiratérios,
meningite, meningoencefalite, mielite, neurite, irritabilidade, disfagia, fraqueza simétrica,
neuropatia, sindrome motora, triagem tremores, diplopia, rigidez na nuca,
infecciosa. parestesia, disartria, visdo turva, disfonia,

fraqueza MMI, fraqueza MMS, paresia facial,
sonoléncia, hiperreflexia, arreflexia,
rebaixamento de nivel de consciéncia,
convuls@o, coma, 6bito.

YFV Encefalite e neurite. Cefaleia, sintomas Opticos, prostragao,
sintomas cardiacos, disfagia, fraqueza
simétrica, tremores, rigidez na nuca,
parestesia, disartria, visdo turva, fraqueza,
fraqgueza MMI, fraqgueza MMS, sonoléncia,
coma.

ZIKV Demeéncia, encefalite, encefalopatia, Cefaleia, febre, conjuntivite, dor retro orbital,
epilepsia, sindrome de Guillain-Barré, sintomas Opticos, mialgia, vomito/nauseas,
meningite, neurite, sindrome cerebelar, artralgia, diarreia, edema, tontura, dispneia,
sindrome motora, triagem infecciosa. sintomas cardiacos, sintomas respiratorios,

irritabilidade, disfagia, fraqueza simétrica,
tremores, diplopia, rigidez na nuca,
parestesia, disartria, visdo turva, fraqueza
MMI, fraqueza MMS, paresia facial,
sonoléncia, arreflexia, rebaixamento de nivel
de consciéncia, convulsdo, coma, ébito.

Legenda: HSV-1: virus do herpes simplex-1; HSV-2: virus do Herpes simplex-2; VZV: virus Varicela-
Zoster; EBV: virus Epstein-Barr; HHV-6: herpesvirus humano 6; EV: Enterovirus; YFV: virus da febre
amarela; ZIKV: virus zika; MMI: Membros inferior; MMS: Membros superior.

Quanto a identificacdo do genoma dos HHV, HSV-1 foi identificado em um
paciente, cuja amostra também possuia genoma de HSV-2, apresentando
encefalopatia e sintomas incluindo cefaleia, irritabilidade e fraqueza simétrica. O
outro paciente com HSV-2 apresentou meningite, sendo ambos pacientes com HSV-
2 que foram hospitalizados.

O diagnostico mais frequente para os casos de VZV foi meningite, com 3/8
casos. Triagem infecciosa, esclerose multipla, epilepsia e encefalite também foram
diagnoésticos observados para os pacientes com identificagdo positiva para o
genoma do VZV, com as variaveis febre, cefaleia e nauseas, sendo as mais

frequentes. Dois pacientes com VZV foram hospitalizados e 4/8 fizeram uso de ATB.
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A identificacdo do genoma do HCMV foi o0 menos expressivo, com um caso de
paciente com parestesia e diagnostico de neuropatia.

Os casos de LCR com genoma de HHV-6 foram bastante heterogéneos,
embora cefaleia (17/32, 53,1%), febre (15/32, 46,9%), rigidez na nuca e sonoléncia
(ambos com 7/32 casos cada, 21,9%) fossem as manifestagbes mais frequentes.
21/32 (65,6%) dos pacientes com genoma de HHV-6 no LCR foram hospitalizados,
sendo 15/32 (46,9%) tratados com ATB. Meningite, manifestacdo mais frequente nos
casos de HHV-6, com 9/32 casos (28,1%), apresentou diferenca estatistica
significante (p<0,05) em relagcao aos casos com identificacdo negativa.

A identificacdo do RNA de EV ocorreu em pacientes com diversas
manifestagdes. Houve predominio de casos com HD inicial identificado como neurite
Optica (6/30, 20,0% e valor de p: 0,0081, logo >0,05), triagem infecciosa (6/30,
20,0%) e meningite (4/30, 13,3%). A SGB foi observada em 10% dos casos (3/30),
com tendéncia a diferenca estatisticamente significativa em relagcdo aos casos com

identificacbes negativas para virus estudados (como apresentado na Tabela 7).

Quanto as arboviroses, a identificacdo do RNA do virus DENV foi a maior,
sendo este 0 mais prevalente virus em circulacao observado neste estudo. DENV foi
identificado em pacientes com diversas hip6teses diagnosticas, com excecédo a
sindrome cerebelar. Por sua vez, o genoma de DENV foi identificado em 13/67
(19,4%) dos casos de encefalopatia e 11/67 (16,4%) pacientes com meningite,
dentre outros casos com menor associagcdo. A hospitalizagdo ocorreu em 36/67
(53,7%) dos casos e em 21/67 (31,3%) pacientes foi administrado ATB. Os sintomas
mais prevalentes foram cefaleia 28/67 (41,8%) seguido por febre e sintomas Opticos
(como visao turva) em 17 casos cada (25,4%).

O diagnéstico mais frequente nos casos de identificagdo positiva para
genoma de YFV foi encefalite, observado em 2/3 dos casos.

O RNA do virus ZIKV foi identificado em casos com HD iniciais diferentes,
sendo 5/21 (23,8%) dos casos relacionado a triagem infecciosa, seguido em
frequéncia por 4/21 (19,0%) casos de neurite Opticas, sendo essas as HD mais
frequentes. Porém, 4/27 (14,8%) pacientes com a HD de neurite Optica tiveram ZIKV,
apontando uma diferenca estatisticamente significativa para esse virus (p:0,0381).
Os sintomas mais frequentemente observados foram cefaleia (10/21, 47,6%),

seguido por sintomas respiratérios (coriza, tosse) (8/21, 38,1%), febre e sintomas
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opticos (como pupila de Marcus-Gunn) (7/21, 33,3% cada). 8/21 (38,1%) dos
pacientes foram medicados com ATB. Foi o virus relacionado ao maior percentual de
hospitalizagdo nos pacientes cujo LCR foi identificado positivo para este virus, com
15/21 (71,4%) dos casos.

A sazonalidade da obtencdo das amostras permitiu inferir os dados de
ocorréncia mensal quanto a deteccédo dos virus, apresentando as informacgdes de
forma descritiva. Na Figura 2 foi registrado a cinética da detec¢cdo sazonal em
comparacdo dos resultados de amostras positivas para a identificacdo de genoma
viral por meio das técnicas empregadas de amplificacdo desses materiais com
aquelas em que a presenga de DNA ou RNA viral ndo pode ser observada. O més
de marco de 2017 foi o0 més com maior percentual de deteccao viral em relacao ao
més vigente, com 58,3% das amostras (14/24) positivas. O més de maio de 2018
teve a maior diferenga baseado na menor taxa de identificacdo de genoma viral no
més, com 14,3% amostras positivas (4/28).

A Figura 3 ilustra os resultados positivos para deteccéo viral, por meio dos
grupos de virus HHV, EV e agrupando os arbovirus. Os meses com maior deteccao
dos genomas virais foram margco de 2017 para os arbovirus (descrita de modo a
separar os arbovirus em Figura 4) com 73,3% (11/15) dos casos, HHV foi mais
frequente no més de marco de 2018, com 8/15 (53,3%) das deteccoes naquele més
e o EV com maior ocorréncia em julho de 2017, com 68,8% (11/16) das deteccoes,

sendo que em julho de 2018, houve novo aumento na deteccao do EV.
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Figura 2: Dispersdo sazonal das amostras de LCR obtidas para identificacdo de
genomas virais separadas por identificagdo positiva por NAAT e identificacao
negativa
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Figura 3: Dispersédo sazonal de identificacao de genomas virais por meio de NAAT

nas amostras de LCR separadas entre herpesvirus, enterovirus e arbovirus
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O grafico de sazonalidade da Figura 4 mostra a identificacdo dos genomas
virais das amostras positivas para os arbovirus, separando ZIKV, YFV e DENV; este
ultimo dividido em deteccéao total de DENV e de forma a contemplar a apresentacao
dos sorotipos de DENV, quando possivel. Marco de 2017, assim como o
comparativo entre os demais virus, foi 0 més com maior frequéncia de identificagéo
de arbovirus, com 8 casos de identificacdo de genoma de DENV no LCR, incluindo
um caso de codeteccdo com o virus ZIKV. A identificacdo do gendétipo do virus
DENYV tipo 4 (DENV-4) foi identificado no més de fevereiro de 2017 com mais
frequéncia, considerando os resultados aos quais foi possivel fazer a identificacao
dos 4 sorotipos.
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Figura 4: Dispersao sazonal da identificacdo dos genomas virais dos arbovirus por
meio de NAAT nas amostras de LCR
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5. DISCUSSAO

Neste estudo descritivo transversal, investigamos a presenca de genomas de
agentes etiolégicos virais associados a sindromes neurolégicas agudas de 420
pacientes adultos, a partir da andlise de amostras de LCR, com resultados de
exames de cultura negativos para fungos e bactérias. A aplicacdo de diferentes
testes moleculares permitiu detectar virus em 35,2% das amostras que
permaneceriam sem patdégeno relacionado. A deteccdo desses agentes mostra
circulagdo das espécies virais na regido de Campinas, capazes de apresentar
associagao a neuroinfecgao.

Técnicas classicas, como a coloragdao de Gram, utilizada em diversos casos,
como nos casos de meningite, pode ser inconclusiva em cerca 70% dos casos,
como expde Nesher e colaboradores (88). Isso propicia, pela baixa sensibilidade, um
namero elevado de casos que permanecem sem identificacdo. As NAAT tendem a
ser mais especificas e sensiveis, sendo uma importante ferramenta diagndstica. A
identificacdo de qualquer patdgeno (ou parte dele, como o &cido nucleico) em uma
amostra estéril, como o LCR, pode ter implicacdo clinica, uma vez que essa
deteccdo pode ter associagdo a uma infeccéo (63, 65, 88).

Com este estudo, foi possivel complementar a investigacdo nestas mesmas
amostras analisadas e constatar em 35,2% (148/420) destas amostras um ou mais
genoma(s) (DNA e/ou RNA) dos virus estudados utilizando técnicas moleculares.
Ainda que n&o seja inédito um hospital terciario ndo realizar todos os exames
virolégicos, como apresenta Escosteguy e colaboradores, € importante que
laboratérios de referéncia realizem identificacdes de agentes virais, reduzindo essa
lacuna mediante a investigacdo de agentes infecciosos nao virais (101). Com isso,
as analises sentinelas e a vigilancia virologica sdo importantes para que ndo ocorra
subdeteccao, o que de maneira individual pode impactar no prognéstico do paciente,
além de ocasionar subnotificacdo, tendo impacto nas estratégias de politicas de
saude publica e de manejo de doencas infectocontagiosas (101).

A auséncia do diagnéstico do agente etiolégico envolvido nos casos de
infeccdo pode direcionar a tratamentos equivocados e desnecessarios. Neste estudo
observamos que em 56/148 (37,8%) dos pacientes com identificacdo positiva para
algum genoma viral foi utilizado ATB, ainda que com cultura negativa ou outra

evidéncia de infeccao bacteriana. O tratamento preconizado em suspeita de infeccao
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de SN é o uso empirico de ATB, dado o risco de uma infecgao bacteriana, como das
meningites, encefalites, etc. Assim, provavelmente buscando mitigar riscos
associados a infecgdes de SNC bacterianas, com um indice importante de
morbidades associadas, faz-se o uso dessas terapias. Porém, os riscos para 0 uso
desnecessario de ATB existem, como selegdo de cepas resistentes, desequilibrio
em microbiota e efeitos adversos, incluindo a toxicidade atrelada, o que pode
lesionar outros tecidos do individuo, além de gastos com aquisicdo e administracao
desses farmacos, bem como com internacdes desnecessarias e ocupacao de leitos.
Para aqueles em internacdo, a melhora ndo acontece com uso de ATB, expondo o
paciente a mais riscos, como a aquisi¢cao de infecgdes nosocomiais e aos efeitos do
uso equivocado de medicamentos (1, 3, 63, 65, 113, 116).

O diagnéstico focado em um maior numero de patégenos reduz o numero de
subdeteccoes, de forma que ressalta-se a importancia da vigilancia quanto aos
casos virais, refreando uso desnecessario de ATB, principalmente considerando que
35,2% amostras foram negativas para as técnicas microbiolégicas mais tradicionais
(1, 3, 63, 65, 113, 116), trazendo um percentual semelhante a outros estudos de
mesma natureza, como o estudo de Abid e colaboradores, com identificacdo de
agentes virais em 38% dos casos (1).

Considerando a identificagdo de 35,2% de agentes etiolégicos virais em
amostras de LCR que estavam sem agente detectado, mais de um tergco das
amostras foram relacionadas a agentes virais. Entretanto, ainda ha uma lacuna em
que 65% dos pacientes que permanecem sem diagndstico. Esse indice ja foi
apontado, de maneira semelhante, por Abid e colaboradores (1). Isso evidencia a
importancia da pesquisa de outros agentes infecciosos ndo apenas por técnicas
tradicionais, como cultura. Fica evidente uma lacuna diagnéstica ao qual, ao menos
um terco, poderia ter agente estabelecido, porém, mais agentes poderiam ser
incluidos na investigacdao para suprir 0 diagndstico nessas amostras ainda
inconclusivas. Esses resultados negativos remanescentes podem ser causados por
outros organismos, virais ou ndo. Ou ainda, essa subdeteccao pode estar associada
a alguma limitagdo inerente ao método adotado: A sensibilidade do NAAT depende
da carga viral e o tempo de armazenamento LCR podem influenciar nos resultados
(1, 3, 63, 65, 113).

Sobre as amostras do LCR, outro fato que pode se relacionar a baixa deteccao
pode ser inerente ao tempo até que o paciente procure assisténcia (e geralmente
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procurara ap0s o aparecimento dos sintomas) e assim a coleta do material e o
consequente processamento sera feito com atraso considerando o pico da viremia, o
que resulta em um possivel clareamento viral, isso é, a reducdo do numero de
virions circulantes e detectaveis (que pode ocorrer de forma espontanea ou
provocada resposta do sistema imunoldgico), levando a um resultado falso negativo
(1, 3, 63, 65, 113).

A comparacao entre os pacientes cujas amostras foram detectadas agentes
virais e que permaneceram negativas nao mostrou diferenca estatistica em relacao
as proteinas, glicose, hemacias e leucécitos, mostrando baixos valores preditivos de
infecgdo viral. A andlise comparativa dos padrdes tipicos dos parametros do LCR
nas sindromes neurolégicas agudas seguiu as proporcoes esperadas. A
concentracdo de proteina e glicose geralmente € normal ou até ligeiramente
aumentada em vigéncia de infecgao viral, o que foi observado na maioria dos casos
deste estudo. A auséncia de diferenga estatistica significativa entre as amostras
positivas para a deteccéo viral e negativas evidenciam a importancia da pesquisa de
agentes etiolégicos virais nas amostras, de forma que basear o diagnostico apenas
nesses achados, pode ser inconclusivo. E desejavel que a investigagdo de glicose
em LCR tenha como comparativo o valor sérico, entretanto, essa solicitacdo nao foi
realizada sistematicamente para todos os pacientes (10, 65, 114).

Nas informacgdes registradas em prontudrios clinicos no momento da infec¢éo
aguda quanto a HD inicial e na coleta de amostras do LCR, algumas hip6teses foram
semelhantes nos pacientes com identificacdo de genoma viral no LCR dos pacientes
aos quais nao foi possivel atribuir um agente etiol6gico pelas metodologias utilizadas
no presente estudo. Isso denota que a HD inicial ndo é preditiva para desfecho
diagnéstico. Da mesma forma, o padrao sindrémico pode nao ser conclusivo, de
forma que a relacdo de amostras com virus detectado e pacientes afebris foi de
68,2%. O padrédo afebril pode ser considerado incomum inclusive para algumas
viroses, como aponta Majumdar e colaboradores, entretanto cabe atenc&o para
possivel risco de infeccdo por esses agentes mesmo sem alteracao de temperatura
(117). Esses padrdes incomuns podem propiciar atraso no diagnéstico e
consequentemente levar a tratamento inadequado. Exames complementares séo
relevantes para aquisicao do diagndéstico mais conclusivo e ndo se deve subestimar
ou negligenciar o potencial dano de uma infeccéao viral, pois estdo presentes em



70

mais de um terco dos casos dessa coorte € que permaneceriam sem evidéncia de
agente etioldgico.

Os arbovirus tém circulado em varias partes do mundo com epidemias
exclusas e circulagdo endémica, como o Brasil, o que reforca sua importancia.
Assim, em regidbes em que o ambiente é degradado por agdes antropicas e ha
crescimento desordenado das regides urbanas invadindo territério silvestre sem
planejamento adequado, aliados a todas as alteragbes climaticas presentes na
atualidade, ha favorecimento para o aparecimento de vetores artropodes. Esses
vetores, como o Aedes aegypti e o A. albopictus, ao buscar fonte de repasto,
disseminam cepas virais distintas para a populagdo humana. Com isso, hd um
cenario favoravel para a ocorréncia de surtos relacionados a arboviroses, bem como
a instalacdo de novas variedades virais exéticas, uma vez que os vetores ja se
encontram adaptados ao ambiente urbano (11, 12, 115).

Entre os arbovirus estudados, 67/148 (45,3%) dos casos foram associados ao
genoma de DENV, houve deteccao de 21/148 (14,2%) casos de ZIKV e 3/148 casos
de YFV (2,0%) em amostras de LCR. Outras variedades de arbovirus estudados nao
foram identificados, mas isso nao reduz sua relevancia, uma vez que nao ha opcoes
terapéuticas e profilaticas adequadas para maior parte dos arbovirus e a vigilancia
virologica torna-se fundamental para o reconhecimento das espécies circulantes. A
vigilancia virol6gica é uma relevante ferramenta para direcionamento de medidas de
saude publica bem como controle e prevencao desses arbovirus, como o ZIKV e a
DENV, em nossa regidao e em todo o mundo (11, 12, 115).

O DENV foi o genoma viral mais prevalente encontrado nas amostras
avaliadas, presente em quase metade das amostras positivas (45,3%),
representando 15,9% de todos os pacientes incluidos no estudo (67/420). E notavel
que entre os casos ndo houve caracteristicas ou manifestacdes sintomatologicas
marcantes, considerando diferencas estatisticas entre os casos com identificacao
negativa para o virus. Assim, com a auséncia de uma caracteristica que possa ser
considerada preditora ou ainda estatisticamente tendenciosa para o direcionamento
da suspeita clinica, destaca-se a necessidade de vigilancia em todos os casos,
mostrando potencial pluripotente em relacéo a esse virus.

A auséncia de sintomas classicos de DENV, como choque, hemorragia e
trombocitopenia, 0 que pode dificultar a suspeita da infec¢cdo por esse agente, ja foi
apontado em outro estudo (2). A queixa de cefaleia foi a manifestacdo mais
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frequente nos pacientes com positividade para DENV, com 28/67 (41,8%) dos casos,
embora sintomas opticos também tenham sido observados em 17/67 (25,4%) dos
casos, ainda que este ultimo ndo seja tdo frequente quanto observado no caso de
pacientes positivos para genoma de ZIKV e EV.

Quanto a relacao de HD e DENV, 13/67 (19,4%) dos casos foi associado a
encefalopatia seguido por pacientes com HD de meningite e triagem infecciosa, cada
um com 11/67 (16,4%). Entretanto, varias HD observadas nos pacientes incluidos
foram associadas a esse virus, sendo o0 DENV o virus com padrdao mais diversos
observado. A detecgéo dos diferentes sorotipos foi possivel em 49,2% dos casos de
DENYV incluidos nesse estudo, uma vez que a metodologia de Real-time PCR faz a
deteccdo do género DENV, sem diferenciar sorotipos. Os 4 sorotipos foram
identificados em circulagao por meio das amostras de LCR, com predominio do virus
DENV-2 (42,4% dos casos com identificacdo das variantes) e DENV-4, com
deteccdo dessa variedade em 33,3% dos casos. A circulagdo de todos os sorotipos
de DENV ja foi descrita no Brasil, também com predominéncia de DENV-2 e DENV-
4. A cocirculagdo expde a populacdo a mais riscos de doencgas, principalmente
considerando que 60% (3/5) de todos os casos de pacientes que foram a Obito
possuiam genoma de DENV em sua amostra, o que nédo indica relagdo causal, dada
a limitacdo a respeito da baixa ocorréncia de 6bitos, mas que sugere atencdo. As
evidéncias dos riscos de infeccdo por DENV em relacdo aos resultados neurolégicos
foram descritas na literatura, o que deve levar a um aumento da conscientizacao
sobre a importdncia do diagnédstico diferencial e a relevancia do diagnostico
molecular viral (2, 11,12, 115, 118).

A tabulacao dos dados de sazonalidade permite observacdo de uma pequena
série temporal, de forma descritiva. Com isso, € possivel notar que, embora ocorra
maior frequéncia dos casos de DENV em margo de 2017, h4 a identificagdo do
genoma desse virus ao longo de todo ano, mostrando circulacdo dos vetores e que
a vigilancia viroldgica deve ser constante. E esperado que virus que dependam de
artropodes apresentem ciclo de sazonalidade semelhante ao vetor, que tende a
ocorrer mais em periodos quentes e Umidos, como o verdo. Outros fatores
associados a disseminacdo, sdo os movimentos migratérios e ecoldgicos dos
vetores e a mobilidade de individuos (119-121).

O ZIKV, desde o importante surto de 2015, tornou-se um relevante arbovirus,
considerando seu potencial de morbimortalidade. Os efeitos da infec¢do pelo ZIKV
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levaram a extensas pesquisas sobre a microcefalia congénita e outras afecgdes de
SNC relacionadas a esse virus. No entanto, os adultos apresentam um espectro de
manifestacdes, incluindo complicacbes neuroldgicas, como foi descrito a respeito
dos eventos em 2013, ap6s o surto na Polinésia Francesa, por Oehler e
colaboradores (122-127).

No presente estudo, o genoma do ZIKV foi identificado em 21/148 (14,2%)
amostras de LCR. Quanto aos sintomas, algumas alteragdes, principalmente em
relacdo as complicacdes respiratérias e épticas, foram mais notaveis. Manifestacoes
Opticas estavam presentes, mostrando a importancia do ZIKV nessas complicagées
e provavel tropismo pelo nervo 6ptico. Dois tercos dos pacientes deste estudo
tiveram conjuntivite e identificacdo de genoma de ZIKV positivos. Outras
manifestacdes visuais, que inclui amaurose, escotomia, visdo turva e as pupilas de
Marcus Gunn foram observadas em pacientes com ZIKV identificado em LCR. Com
a gravidade das infecgcbes por ZIKV e o virus podendo ser detectado em distintos
fluidos corporais mesmo apds os sintomas (0 que denota atraso no clareamento viral
e fonte de transmissdo sem papel do vetor). Ainda observando a importancia dos
achados épticos em relacdo a deteccao desse virus, é interessante que haja cautela
no diagnéstico clinico, ndo negligenciando esse patégeno ao diagnosticar infecgdes
e alteracdes nos olhos (122-125, 128).

Houve 3/420 (0,7%) casos de YFV, 2 dos quais apresentaram encefalite.
Essa baixa frequéncia, 0,7%, foi semelhante a achados em outro estudo no mesmo
pais em periodo semelhante, utilizando amostras de soro, por de Sousa Costa e
colaboradores (66). Isso pode estar relacionado as evidéncias de reemergéncia do
YFV e do surto de circulacao silvestre do virus em 2016. Esse virus também circula
em outros paises da América do Sul, exigindo a uma vigilancia constante de um
possivel novo surto. Cada amostras de LCR positiva para YFV foi obtida em um
intervalo de cerca de 8 meses, mostrando a circulacao do virus em varios periodos.
E importante ressaltar que, embora tenha havido uma grande campanha de
vacinagao contra o virus da febre amarela nesse periodo, devido ao aumento de
casos de provavel origem silvestre, a vacinagdo pode estar associada a alguns
sintomas, porém nao houve registro de vacinacao em prontuario desses pacientes
(66, 129).

O EV é um dos principais agentes etioldgicos virais relacionados a infeccao

neurolégica viral aguda, amplamente relacionada a casos de meningite em todo o
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mundo. Neste estudo, o EV foi detectado em 20,3% (30/148) amostras de LCR. Foi
observado em 4/30 (13,3%) dos casos de meningite, um percentual inferior que a
associacao de meningite e DENV (16,4%). Isso expde uma maior associacdo de
meningite com outros virus, o DENV, reduzindo comparativamente a alta frequéncia
de EV em adultos. Isso ndo reduz a alta frequéncia do EV nas amostras estudadas,
mas reforca a relevancia do DENV na regiao de Campinas durante o periodo de
coleta. A sintomatologia descrita para esses casos é de grande diversidade e foi
observada que o sintoma de cefaleia foi de grande frequéncia, presente em (30/30)
100% dos casos de identificagdo de genoma positivo para EV, achado semelhante a
Soares e colaboradores, em 2011 (130). A dispneia foi uma manifestacdo pouco
presente, porém em 3 desses 4 casos o EV foi identificado. O EV estava presente
nas amostras de LCR de pacientes diagnosticados como neurite 6ptica em 6/30
casos (20,0% e valor de p: 0,0081). Isso mostra importancia para esse achado, uma
vez que esses seis casos de neurite dptica representam 22,2% (6/27) dos casos
dessa HD e, junto ao ZIKV, evidenciam relevancia na investigacéo viral de doencgas
oftalmolégicas. A SGB também foi identificada em quatro pacientes, um com DENV-
1 (mencionado acima), uma condicao atipica, porém com precedentes na literatura
(2, 8,66, 81, 126, 128, 130, 131).

A anadlise de sazonalidade para o EV tende a apresentar padrdao semelhante
quando comparado a estudos nos Estado Unidos da América, com maior frequéncia
de deteccao nos meses de julho a setembro. Entretanto, muito se associa a padrdes
climaticos opostos do observado no Brasil: no periodo de maior detecgdo do virus
em nosso estudo, o hemisfério sul se encontra no inverno ao passo que no
hemisfério norte, € um periodo mais quente e umido. Entretanto, inferir os principais
motivos a respeito da sazonalidade do EV ainda é complexo, ainda que em estudos
com observagdo do padrdo por cerca de 30 anos, correlacionando padroes
demogréficos e epidemioldgicos. Com isso ha um campo ainda a ser explorado para
compreensao mais robusta a respeito da dispersdo e ocorréncia dos casos de
infeccdo por EV, com um acompanhamento abrangendo uma maior linha
cronoldgica (120, 132).

A familia Herpeviridae inclui virus com a atribuida capacidade de estabelecer
laténcia bem como provocar manifestagdes neuroldgicas. Essas manifestagoes
podem ocorrer em distintos momentos da infecgédo, seja em uma infeccao primaria

ou em uma reativagéo viral. Ainda que sejam classificados como uma familia viral,
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as doencgas associadas ao HHV podem variar. Porém, meningite e encefalite estdo
amplamente relacionadas a essa familia (3, 10, 13-16, 24).(24)

HSV-1 e HSV-2 sao virus ubiquo, distribuidos amplamente na populacédo
mundial. Quando considerados em infec¢des neurolbgicas, esses virus se associam
a manifestagdes graves do SNC e até a casos letais, devido ao neurotropismo. No
entanto, no nosso estudo, estes virus foram pouco prevalentes, sendo HSV-1
detectado em apenas uma amostra, e essa também com presenca de HSV-2. Essa
baixa deteccédo pode estar relacionada com a coorte do estudo, ainda que ambos os
virus possuam alta soroprevaléncia na populagdo que ja foi exposta, tende a ser
detectado em coortes de pacientes com menos de 15 anos de idade e
imunocomprometidos (3, 24).

O HSV-2 nado foi identificado sozinho, sendo a outra amostra de LCR
proveniente de um paciente com sindrome febril infecciosa submetida a triagem
infecciosa e HD inicial de meningite, cujo HHV-6 também foi detectado.

Quanto ao VZV, foi identificado junto a outros virus, em um caso com HHV-
6+EV, a Unica deteccao de trés patdégenos em uma mesma amostra de LCR. VZV
também foi identificado com ZIKV. Em 4 casos, também foram registradas
alteracdes na concentracao de proteinas (faixa de 80 a 184 mg/dL). O paciente com
a codeteccao com os 3 virus relatou que ela tinha desenvolvido sifilis no passado e
reportou ter contactado uma pessoa com tuberculose, mas a sorologia foi negativa
para ambos os patdgenos. Nao havia informacgdes clinicas relacionadas ao estado
imunoldgico de todos os pacientes, mas todos os quatro pacientes com informagdes
a esse respeito eram imunocompetentes. Geralmente, a infecgéo por VZV no SNC
tende a ser autolimitada, sendo descrita como predominante em criancas. A
reativacdo do VZV na auséncia de erupcao cutanea e lesdo cutanea é conhecida
como zoster sine herpete, entdo os devem-se considerar o VZV como causa
potencial de meningite, mesmo sem essas lesdes (24, 25)

O genoma de EBV foi identificado em 4/148 (2,7%) amostras positivas para
infecgdes virais, uma taxa menor do que a encontrada por Bastos e colaboradores,
com uma prevaléncia de 23,7% dos casos de EBV em pacientes com mais de 15
anos, mas superior a um estudo na Espanha realizado por Ory e colaboradores,
(1,2%) em 1,5 pontos percentuais (3, 133).

O HCMV é um virus intimamente relacionado a quadros clinicos complexos,

mas em nosso estudo esse virus foi identificado em apenas uma amostra. A
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paciente do sexo feminino, 26 anos, apresentou neuropatia idiopatica sensivel,
realizando triagem infecciosa para elucidar o caso e se encontrava afebril,
mostrando diagnéstico dificil. Um estudo realizado por Rimério e colaboradores, foi
identificado mais casos de HCMV, usando o mesmo método de diagnédstico e
amostras de LCR, embora em outro momento cronolégico e com outros pacientes.
Neste estudo de Rimério e colaboradores, o HCMV foi identificado em 26,8% de
todos os casos positivos, incluindo pacientes sem restricdo de idade (109). Um
estudo realizado por Ory e colaboradores, foram analisadas 566 amostras,
encontrando positividade em relagdo ao HCMV de 4 (1,6%) pacientes (133). Varios
fatores podem estar relacionados a esse numero reduzido, assim como a outros
HHVs. As variacbes podem ser devidas a diferentes grupos (que podem incluir
diferencas socioeconémicas), tempo de coleta e processamento das amostras,
auséncia da replicacao ativa do virus ou até falha no método. Quanto ao método,
foram adotados todos os recursos disponiveis para mitigar o risco de falso-negativo,
ou seja, testando todas as amostras com gene de referéncia e utilizando controles
positivos em todas as reacgdes, tornando esse risco reduzido. Um fato relevante é a
laténcia dos HHVs e a alta prevaléncia soroldgica encontrada em relagdo a essa
familia viral ndo reflete a infeccdo ativa viral; portanto, a deteccdo de particulas
latentes também pode influenciar em uma prevaléncia maior de infeccdo, de acordo
com alguns estudos (2, 3, 93, 109, 133).

O HHV-6 foi o genoma de HHV mais prevalente identificado neste estudo,
com 32/148 (21,6%) casos entre 0s casos positivos para qualquer virus, um achado
incomum: alguns estudos tém um indice inferior a 1%, quando se concentram em
pacientes com exclusivamente encefalite e meningite. A relacédo entre esse virus e a
encefalite € bem descrita na literatura, porém no presente estudo, a hipétese clinica
mais frequente foi a meningite, com 9/32 casos (28,1%), apresentando diferenca
estatistica significante (p:0,0395). O HHV-6 foi detectado em 2/10 (20%) dos casos
de encefalite e infecgdo viral. A cefaleia foi a manifestagdo mais prevalente nos
pacientes com HHV-6, com 17/32 (53,1%) apresentando esse sintoma. A febre foi
documentada em 15/32 (46,9%) pacientes. 13/148 (8,8%) pacientes apresentaram
rigidez do pescogo, dos quais 7/13 (53,8%) foram positivos para o HHV-6,
mostrando importante relagdo ao comparar aos outros virus que raramente
apresentavam esse sintoma (24, 134).
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Alguns virus, porém, incluidos neste estudo, ndo foram identificados no LCR
pelos métodos utilizados. Outro estudo com foco em investigar virus no Brasil
também nao encontrou ROCV, ILHV, AURA, WNV, SLEV, WEEV, EEEV, VEEV e
MAYV. Em nosso estudo, o CHIKV nao foi encontrado no LCR. Alguns estudos tém
evidéncias de circulacdo desses virus desde os ultimos anos no Brasil e a vigilancia
epidemioldgica deve ser incentivada para estar preparado para um eventual surto
futuro (3, 57, 135, 136).

A auséncia de identificagdo de alguns genomas virais pode estar relacionada
a alguns pontos limitantes do presente estudo, além da real auséncia de circulagéo
das espécies virais na nossa regido. O tempo para o processamento das amostras
foi um fator limitante, uma vez que foi necessario esperar cerca de sete dias pds-
coleta para obtencdo do material. Embora acondicionadas em local e temperatura
adequados, o tempo para o processamento pode estar associado a degradacao do
material genético, por exemplo, por meio da acdo das DNAses e RNAses em acidos
nucleicos virais, resultando na reducdo da deteccgao viral. Entretanto, as formas de
acondicionamento e transporte sempre buscaram reduzir o impacto da acao desses
fatores. Da mesma forma, a cinética e o comportamento viral sdo de dificil previsao,
contudo, caso fosse possivel, 0 monitoramento desses quadros poderia prover maior
poder estatistico ao relacionar a presengca dos virus com as manifestacdes
apresentadas, propondo um acompanhamento continuo das viremias.

A obtencao das informagdes clinicas de todos os pacientes é complexa e
depende de fatores externos a pesquisa, como a disponibilidade dos prontuarios e o
registro de informagdes presentes nos mesmos. Por consequéncia, foi realizada
verificacdo dos achados referentes a aqueles com amostras positivas, mas dados
acerca de todos os pacientes poderiam enriquecer as analises, embora ndao tenham
sido resgatadas.

A inclusdo de exames adicionais e complementares, como os de imagem
neuroldgica, com ressonancia magnética e tomografia computadorizada, embora
nao proposto como objetivo do estudo em decorréncia a limitagdes relativas ao
projeto inicial (como cronograma do estudo e disponibilidade de laudos), poderiam
oferecer resultados relevantes, portanto poderao ser realizados em estudos futuros.
Um ndamero amostral superior poderia prover achados mais robustos quanto ao
impacto estatistico, assim como a utilizacado de um grupo controle para comparagao

dos achados em LCR. Contudo, embora amostragens com reduzidos numeros tém
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igualmente reduzido poder estatistico, 0s nossos resultados podem contribuir em
direcdo ao avango cientifico e orientar achados posteriores. Os dados de
sazonalidade ficam limitados ao breve periodo estudado, de forma que estudos mais
longinquos poderiam ser extrapolados de maneira mais fidedigna, acompanhando a
dindmica viral em uma prolongada série histérica. Ainda que os vetores de arbovirus
sejam circulantes em areas diferentes do Brasil e do mundo, os virus nao ocorrem
com a mesma frequéncia, podendo o perfil de positividade ser distinto com pacientes
diferentes, de regides igualmente diversas e em séries histéricas assincronas.

O estudo teve como foco a deteccao de agentes virais em as amostras sem
diagnéstico estabelecido por técnicas moleculares. Com isso foi possivel obter
resultados quanto aos padrbées sintomatolégicos e HD dos pacientes, bem como
comparar os relevantes achados de particulas em LCR entre amostras com e sem
virus detectados. Esse ultimo comparativo traz uma relevante revelacdo, mostrando
auséncia de diferenca estatistica, o que, consequentemente, reduz o valor preditivo
desses achados, mediante o direcionamento do diagnostico. Da mesma forma, a
deteccdo de agente viral em mais de um terco das amostras sem diagnéstico
definido expde a relevancia da aplicacdo dessas técnicas moleculares para o
diagnostico e vigilancia. Foi possivel detectar distintas espécies virais associadas a
HD iniciais relevantes, inclusive considerando que o HC/Unicamp atende casos
complexos.

A verificacdo do risco associado a codeteccao dos virus com outros agentes
também poderiam ser realizada. Com isso, estudos futuros para o0 acompanhamento
da circulacao dessas viroses devem continuar ocorrendo, verificando a manutencéo
dos padrdes sintomatolégicos. Ainda assim, observando amostras com material
agora relacionado a agentes virais, foi possivel verificar padrées sintomatolégicos e
HD com esses achados. Estudos para relacionar os achados de genomas virais com
de espécies classificadas em outros reinos podem contribuir para elucidacdo de
casos complexos.

A biologia molecular, com a aplicacdo do NAAT, pode compor arsenal de
ferramentas de importancia fundamental para a aquisicdo de um diagndstico preciso,
quando adotadas. Assim, a vigilancia viral deve ser estimulada e incentivada a
verificar a circulagcdo de espécies virais. E, da mesma forma, o diagndéstico dessas
infeccdes deve ser estimulado, garantindo maior conhecimento a respeito dessas
viroses, além de propiciar tratamento especifico para pacientes acometidos por
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esses agentes, reduzindo tratamentos e gastos desnecessarios. Em paises como o
Brasil, com varios virus endémicos, essa vigilancia deve ser constante e o
diagnéstico encorajado. Investigacdo por meio de técnicas modernas de biologia
molecular podem fornecer resultados rapidos e confiaveis, complementando uma

lacuna investigativa das técnicas tradicionais.
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6. CONCLUSOES

e Em pacientes adultos (n=148), internados ou ndo, e atendidos no
HC/Unicamp entre janeiro de 2017 e julho de 2018, com resultados
negativos quanto a busca de patdogenos ndo-virais foram identificados

genomas de diferentes virus.

e A deteccao e identificagdo dos virus presentes nas amostras estudadas
foram:
» Flaviviridae (ZIKV, DENV, YFV);
» Picornaviridae;
» Herpesviridae (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, HCMV e HHV- 6).

e As HD iniciais foram associadas aos casos com a deteccao dos virus bem
como identificado o HD relacionado aos casos que os agentes virais nao
foram identificados.

e Os sinais e sintomas apresentado pelos pacientes com identificagéo viral
positiva foram descritos no estudo.

e A comparacao dos achados laboratoriais em relagdo as proteinas, glicose,
heméacias e leucdcitos de pacientes com resultados positivos para a andlise
de &cidos nucléicos virais, obtidos das amostras do LCR com aqueles sem
virus detectados, nao mostrou diferenca estatistica.

e A testagem viroldgica mostrou-se uma ferramenta para investigacdo de
agentes etiol6gicos infecciosos e poderia ser incluido na rotina,
aumentando a capacidade de fornecer resultado acurado para os pacientes

atendidos no HC/Unicamp.

Estudos sentinelas fornecem informacdes sobre a circulacdo de organismos
para direcionamento das investigagoes. Foi possivel identificar varias espécies virais
circulantes em pacientes atendidos no HC/Unicamp, Campinas, no periodo citado,
em amostras de LCR de pacientes que estavam sem diagndstico de agente
etioldgico relacionado ao quadro desenvolvido. Considerando que alguns achados
laboratoriais ndo diferenciam amostras com presenca viral e o padrao sindrémico
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pode nao direcionar ao diagnéstico, fica evidente a importancia da pesquisa
virologica na rotina laboratorial para elucidar as patologias associadas aos pacientes
atendidos em um hospital terciario.
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APENDICE | - Descricdo dos pacientes com deteccdo de acido nucleico viral
em amostras de LCR

Paciente 3 - Positividade detectada para genoma de EBV, YFV. Paciente do sexo
feminino. 35 anos na data da coleta (24/01/2017). Residente de Valinhos.
Apresentou hipotese diagnéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 31 mg/dL e 55mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 6
e 2. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia, sintomas opticos, visdo turva e coma.

Paciente 13 - Positividade detectada para VZV. Paciente do sexo feminino. 57 anos
na data da coleta (07/02/2017). Residente de Varzea Paulista. Apresentou hipétese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 34 mg/dL e 41mg/dL, com contagem
de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 3 e 0. Foi
hospitalizado. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou Prednisona,
ciprofloxacina, metronidazol. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
febre, rebaixamento de nivel de consciéncia, prostracao e diarreia.

Paciente 14 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 36
anos na data da coleta (08/02/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Mielite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 71 mg/dL e 62mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 67 e 26.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Fez uso de aciclovir e
ceftriaxona bem como ampicilina, meltiprednisolona. Foram registrados, a respeito
de sinais e sintomas, fraqueza simétrica, paresia, fraqueza de membros inferiores e

arreflexia.

Paciente 16 - Positividade detectada para VZV. Paciente do sexo masculino. 78
anos na data da coleta (09/02/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
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proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 44 mg/dL e 62mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemécias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 58.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
febre, rebaixamento de nivel de consciéncia, irritabilidade, fraqueza simétrica,

fraqueza de membros inferiores e fraqueza de membros superiores.

Paciente 18 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 76 anos
na data da coleta (10/02/2017). Residente de Sumaré. Apresentou hipbtese
diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 29 mg/dL e 52mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms) de, respectivamente, 3 e 6. Passou
por hospitalizagdao. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia,

febre, sintomas épticos, tontura e visao turva.

Paciente 19 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 28
anos na data da coleta (13/02/2017). Residente de Indaiatuba. Apresentou hipotese
diagnéstica de Esclerose Multipla. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 33 mg/dL e 51mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemécias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 93.

Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, sintomas respiratorios e paresia.

Paciente 22 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 65
anos na data da coleta (15/02/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipbtese
diagnoéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 55 mg/dL e 164mg/dL, com
contagem de leucdcitos e hemdacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 0
e 13. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, nausea, tontura,
rebaixamento de nivel de consciéncia, tremores e sonoléncia.

Paciente 23 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 26
anos na data da coleta (16/02/2017). Residente de Cosmoépolis. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 7 mg/dL e 65mg/dL, com contagem de
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leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0 e 1283.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a

respeito de sinais e sintomas, sintomas épticos e paresia facial.

Paciente 27 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 36
anos na data da coleta (22/02/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagndstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 46 mg/dL e 43mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemécias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 17.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia, dor retro orbital e sintomas opticos.

Paciente 31 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 24
anos na data da coleta (22/02/2017). Residente de Jundiai. Apresentou hipétese
diagnéstica de Esclerose Multipla. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 42 mg/dL e 56mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 5 e 0.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
cefaleia, dor retro orbital, sintomas Opticos, ndusea, artralgia, irritabilidade, fraqueza

simétrica, paresia, visdo turva e fraqueza de membros inferiores.

Paciente 32 - Positividade detectada para VZV. Paciente do sexo masculino. 33
anos na data da coleta (23/02/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 14 mg/dL e 75mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 4 e 2. Paciente

imunocompetente.

Paciente 33 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 60
anos na data da coleta (02/03/2017). Residente de Sumaré. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 48 mg/dL e 70mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?d) de, respectivamente, 2 e 31.
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Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, cefaleia e febre.

Paciente 35 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 52
anos na data da coleta (03/03/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 83 mg/dL e 69mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 5 e 1. Paciente

imunocompetente.

Paciente 36 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 27
anos na data da coleta (03/03/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipbtese
diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 24 mg/dL e 67mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0 e 0.

Paciente imunocompetente.

Paciente 37 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 32 anos
na data da coleta (03/03/2017). Residente de Artur Nogueira. Apresentou hipbtese
diagndéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 33 mg/dL e 56mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 10.

Paciente imunocompetente.

Paciente 39 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 30
anos na data da coleta (06/03/2017). Residente de Aguas da Prata. Apresentou
hipétese diagnostica de Esclerose Multipla. Quanto aos exames laboratoriais, o valor
para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 53 mg/dL e 60mg/dL, com
contagem de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 6
e 0. Paciente imunocompetente. Foi registrado, a respeito de sinais e sintomas,

apenas paresia.
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Paciente 41 - Positividade detectada para DENV, ZIKV. Paciente do sexo masculino.
30 anos na data da coleta (13/03/2017). Residente de Campinas. Apresentou
hipétese diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 47 mg/dL e 57mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente,
17 e 10. Passou por hospitalizagdo. Consta que fez uso de antirretrovirais, sem
especificacdo. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre,
nausea, artralgia, diarreia, dispneia, sintomas cardiovasculares e sintomas

respiratorios.

Paciente 43 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 25
anos na data da coleta (16/03/2017). Residente de Itapira. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Disturbios de comportamento. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 22 mg/dL e 50mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 4
e 5. Paciente imunocompetente.

Paciente 44 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 37 anos
na data da coleta (20/03/2017). Residente de Sumaré. Apresentou hipbtese
diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 635 mg/dL e 65mg/dL, com
contagem de leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente,
30 e 1024. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e

sintomas, cefaleia, ndusea e diarreia.

Paciente 45 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 44
anos na data da coleta (20/03/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 33 mg/dL e 55mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1 e 98. Passou
por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de
sinais e sintomas, cefaleia, prostracao, tontura, tremores e sonoléncia.
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Paciente 46 - Positividade detectada para HHV-6, DENV. Paciente do sexo feminino.
55 anos na data da coleta (21/03/2017). Residente de Campinas. Apresentou
hipétese diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 41 mg/dL e 37mg/dL, com contagem
de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 120 e 1323.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
cefaleia, febre e tontura.

Paciente 49 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 67
anos na data da coleta (23/03/2017). Residente de Santo André. Apresentou
hipétese diagndstica de Sindrome motora. Quanto aos exames laboratoriais, o valor
para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 48 mg/dL e 59mg/dL, com
contagem de leucdcitos e heméacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1

e 4. Paciente imunocompetente.

Paciente 51 - Positividade detectada para EBV, HHV-6. Paciente do sexo feminino.
44 anos na data da coleta (23/03/2017). Residente de Monte Mor. Apresentou
hipbtese diagndstica de Mielite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 140 mg/dL e 99mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente,
25 e 1. Passou por hospitalizacdo. Foram registrados, a respeito de sinais e

sintomas, cefaleia, prurido, irritabilidade, tremores, sonoléncia e hiperreflexia.

Paciente 53 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 59
anos na data da coleta (24/03/2017). Residente de Sumaré. Apresentou hipotese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 18 mg/dL e 75mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1 e O.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta registro de uso de
Amoxicilina, Clavulanato, Dobutamina, Risperidona. Foram registrados, a respeito de
sinais e sintomas, nausea, rebaixamento de nivel de consciéncia, sintomas
cardiovasculares, sintomas respiratorios e coma.
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Paciente 54 - Positividade detectada para VZV, ZIKV. Paciente do sexo masculino.
52 anos na data da coleta (20/03/2017). Residente de Campinas. Apresentou
hip6tese diagnéstica de Epilepsia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 93 mg/dL e 78mg/dL, com contagem
de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 12 e 140.
Paciente imunocompetente. Utilizou aciclovir e amoxicilina. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, cefaleia, nausea, edema, sintomas respiratérios,

fraqueza simétrica, convulsdo, tremores, diplopia e fraqueza de membros superiores.

Paciente 57 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 78
anos na data da coleta (30/03/2017). Residente de Sumaré. Apresentou hipotese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 47 mg/dL e 151 mg/dL, com
contagem de leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente,
11 e 430. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Fez uso de
Diazepam, Amoxicilina, Clavulanato. Foram registrados, a respeito de sinais e
sintomas, paresia facial e dificuldade de mobilidade. Paciente veio a ébito.

Paciente 60 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 40
anos na data da coleta (05/04/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipdtese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 31 mg/dL e 78mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 0 e 240.

Paciente imunocompetente.

Paciente 66 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 46
anos na data da coleta (19/04/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 70 mg/dL e 54mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemécias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 91.
Passou por hospitalizagcao. Utilizou tenovir, efavirenz, lamividina, fenitoina. Foram
registrados, a respeito de sinais e sintomas, fraqueza de membros inferiores.
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Paciente 72 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 30
anos na data da coleta (28/04/2017). Residente de Nazaré Paulista. Apresentou
hipétese diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 46 mg/dL e 55mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemdcias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 60.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Consta registro de uso de
Ciprofloxeno. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre,

mialgia, sintomas respiratorios, paresia.

Paciente 74 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 75
anos na data da coleta (03/05/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Doenca neurodegenerativas. Quanto aos exames laboratoriais, 0
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 75 mg/dL e 83mg/dL, com
contagem de leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2

e 2. Foi registrado, a respeito de sinais e sintomas, apenas sintomas opticos.

Paciente 78 - Positividade detectada para VZV. Paciente do sexo masculino. 26
anos na data da coleta (06/05/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 184 mg/dL e 47mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 510 e 10.
Paciente imunocompetente. Fez uso de aciclovir e ceftriaxona. Foram registrados, a

respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre, nausea e sonoléncia.

Paciente 83 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 72
anos na data da coleta (11/05/2017). Residente de Pilar do Sul. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 138 mg/dL e 86mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 119 e 27.
Passou por hospitalizagdo. Consta registro de uso de noradrenalina, vancomicina,
meropenem, dexametasona, midazalam, fentanil, omeprazol, fenodaparinux,
insulina. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre e

sintomas respiratérios.
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Paciente 86 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 50
anos na data da coleta (16/05/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 107 mg/dL e 45mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente,
10 e 101. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre, tontura,
irritabilidade, disfagia, disfonia, fraqueza de membros inferiores e sonoléncia.

Paciente 87 - Positividade detectada para EV, DENV. Paciente do sexo masculino.
83 anos na data da coleta (17/05/2017). Residente de Campinas. Apresentou
hipbtese diagnostica de Sindrome de Guillain-Barré. Quanto aos exames
laboratoriais, o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 46 mg/dL
e 68 mg/dL, com contagem de leucocitos e hemacias (apresentadas em /mm?) de,
respectivamente, 2 e 6. Paciente imunocompetente. Foi registrado, a respeito de

sinais e sintomas, fraqueza de membros inferiores.

Paciente 88 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 57
anos na data da coleta (17/05/2017). Residente de Cachoeira Paulista. Apresentou
hipotese diagnostica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor
para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 33 mg/dL e 102mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2
e 12.

Paciente 92 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo masculino. 41 anos
na data da coleta (22/05/2017). Residente de Aguas de Linddia. Apresentou
hip6tese diagndstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor
para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 46 mg/dL e 80mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 2
e 15. Consta registro de uso de decetozolamida, amoxacilina, sertralina, omeprazol.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, paresia.

Paciente 93 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 71
anos na data da coleta (24/05/2017). Residente de Sumaré. Apresentou hipo6tese
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diagndstica de Meningoencefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 34 mg/dL e 53mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 2 e 122.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta registro de uso de
losartana, carvediol, clopidogrel, carbamazepina, ceftriaxone. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, sintomas cardiovasculares e fraqueza de membros

inferiores.

Paciente 95 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 47 anos
na data da coleta (24/05/2017). Residente de Americana. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Esclerose Multipla. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 41 mg/dL e 54mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 1.

Paciente imunocompetente.

Paciente 98 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 22
anos na data da coleta (05/06/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 272 mg/dL e 98mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemécias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 5120 e 853.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou aciclovir,
ceftriaxone e dexametasona. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia e febre.

Paciente 107 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo masculino. 29
anos na data da coleta (07/06/2017). Residente de Sumaré. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Sindrome cerebelar. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 43 mg/dL e 60mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemécias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 36 e 0.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Ha registro de administracdo
de penicilina. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, nausea, tontura,

disfagia, paresia e disartria.
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Paciente 110 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 70
anos na data da coleta (10/06/2017). Residente de Nova Odessa. Apresentou
hip6tese diagnéstica de Neuropatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 42 mg/dL e 71mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 0.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
cefaleia, dor retro orbital, sintomas épticos, diplopia e visao turva.

Paciente 113 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 59
anos na data da coleta (13/06/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Epilepsia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 90 mg/dL e 86mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0 e 182.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Fez uso de amicacina,
polimixina b, meropenem, metronidazol. Foram registrados, a respeito de sinais e

sintomas, febre, ndausea, convulsao, sintomas respiratérios e sonoléncia.

Paciente 114 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 18
anos na data da coleta (14/06/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnéstica de Esclerose Multipla. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 52 mg/dL e 47mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 20 e 13.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, fraqueza simétrica e arreflexia.

Paciente 115 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 47
anos na data da coleta (16/06/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 44 mg/dL e 85mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1 e 271.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta registro de uso de
ATB (n&o especificado), Dipirona. Foram registrados, a respeito de sinais e
sintomas, cefaleia, sintomas Oépticos, nausea, sintomas cardiovasculares e visao

turva.
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Paciente 120 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 48
anos na data da coleta (21/06/2017). Residente de Limeira. Apresentou hipétese
diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 31 mg/dL e 67mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 3 e 0.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia, sintomas 6pticos, edema e visao turva.

Paciente 123 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo masculino. 67
anos na data da coleta (26/06/2017). Residente de Vinhedo. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Deméncia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 47 mg/dL e 63mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 2 e 688.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

sintomas respiratorios, irritabilidade, disfagia e tremores.

Paciente 127 - Positividade detectada para HCMV. Paciente do sexo feminino. 26
anos na data da coleta (28/06/2017). Residente de Araras. Apresentou hipdtese
diagnoéstica de Neuropatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 24 mg/dL e 72mg/dL, com contagem de
leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1 e 1. Paciente
imunocompetente. Foi registrado, a respeito de sinais e sintomas, apenas paresia.

Paciente 130 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 59 anos
na data da coleta (05/07/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 30 mg/dL e 55mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemacias (apresentadas em /mm?d) de, respectivamente, 2 e 0.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia, nausea e visao turva.

Paciente 131 - Positividade detectada para EV, DENV. Paciente do sexo feminino.
24 anos na data da coleta (05/07/2017). Residente de Hortolandia. Apresentou
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hipétese diagndstica de Epilepsia e convulsdo. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 32 mg/dL e 56mg/dL, com
contagem de leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2
e 8. Paciente imunocompetente.

Paciente 132 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 64 anos
na data da coleta (06/07/2017). Residente de Salto. Apresentou hipétese diagndstica
de Sindrome motora. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 90 mg/dL e 88mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1 e 1. Foram
registrados, a respeito de sinais e sintomas, tremores, paresia, fraqueza de

membros inferiores e fraqueza de membros superiores.

Paciente 135 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 29 anos
na data da coleta (10/07/2017). Residente de Indaiatuba. Apresentou hipétese
diagnéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, 0 valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 36 mg/dL e 58mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?) de, respectivamente, 3 e 2. Fez uso
de carbamazepina, prednisona, azatioprina, oxacilina. Foram registrados, a respeito
de sinais e sintomas, sintomas 0Opticos, visao turva, fraqueza de membros inferiores

e fraqueza de membros superiores.

Paciente 136 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo masculino. 65
anos na data da coleta (09/07/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Queixa de rebaixamento de nivel de consciéncia.
Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e glicose em LCR foi,
respectivamente 74 mg/dL e 86mg/dL, com contagem de leucécitos e hemacias
(apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 2 e 187. Passou por hospitalizacao.
Ha registro de administracdo de Ceftriaxone, Risperidona, Diazepam.

Paciente 137 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 31
anos na data da coleta (10/07/2017). Residente de Piracicaba. Apresentou hipétese
diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
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proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 27 mg/dL e 52mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 3 e 0.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

conjuntivite, dor retro orbital, sintomas 6pticos, diplopia e visao turva.

Paciente 138 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 19 anos
na data da coleta (09/07/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 30 mg/dL e 59mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 1.
Paciente imunocompetente. Fez uso de diazepan, clonazepam, clavulin. Foi

registrado rebaixamento de nivel de consciéncia como principal sintoma.

Paciente 140 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 32
anos na data da coleta (12/07/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 61 mg/dL e 59mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 8.
Passou por hospitalizacao. Paciente imunocompetente. Ha registro de administracao
de Ceftriaxone, Doxiciclina. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia, febre, sintomas Opticos, mialgia e fraqueza simétrica.

Paciente 142 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 30 anos
na data da coleta (17/07/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 24 mg/dL e 91mg/dL, com contagem de
leucocitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 2 e 1. Paciente
imunocompetente.

Paciente 146 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 31 anos
na data da coleta (22/07/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 33 mg/dL e 55mg/dL, com contagem de
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leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?) de, respectivamente, 2 e 4. Passou
por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta registro de uso de
Albendazol, Ciprofloxacino, Metilpredisolona. Foram registrados, a respeito de sinais

e sintomas, dor retro orbital, sintomas 6pticos e visao turva.

Paciente 147 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 24
anos na data da coleta (24/07/2017). Residente de Itu. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Disturbios de comportamento. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 87 mg/dL e 67mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1
e 3. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

sintomas oOpticos, edema e fraqueza de membros inferiores.

Paciente 149 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 50 anos
na data da coleta (24/07/2017). Residente de Santa Barbara do Oeste. Apresentou
hipétese diagnostica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 46 mg/dL e 90mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 5 e 0.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre, conjuntivite, sintomas opticos, mialgia

e nausea.

Paciente 154 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo masculino. 50
anos na data da coleta (26/07/2017). Residente de ltupeva. Apresentou hip6tese
diagnéstica de Esclerose Multipla. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 69 mg/dL e 57mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemacias (apresentadas em /mm?) de, respectivamente, 0 e 0.
Consta registro de uso de paraxitina, colina, riboflavina, &acido folico, selénio,
picolinato de cromo, fingolimoide e antibidticoterapia (sem descricdo). Foram
registrados, a respeito de sinais e sintomas, sintomas 06pticos, visdo turva, fraqueza

de membros inferiores e fraqueza de membros superiores.
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Paciente 156 - Positividade detectada para EV, DENV. Paciente do sexo feminino.
18 anos na data da coleta (26/07/2017). Residente de Americana. Apresentou
hipbtese diagndstica de Sindrome de Guillain-Barré. Quanto aos exames
laboratoriais, o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 28 mg/dL
e 56mg/dL, com contagem de leucocitos e hemacias (apresentadas em /mms) de,
respectivamente, 2 e 1. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, fraqueza simétrica, fraqueza de

membros inferiores e fraqueza de membros superiores.

Paciente 165 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 37
anos na data da coleta (09/08/2017). Residente de Sdo Jodo da Boa Vista.
Apresentou hipotese diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, 0
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 62 mg/dL e 67 mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de,
respectivamente, 25 e 19. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito

de sinais e sintomas, cefaleia, sintomas opticos e visao turva.

Paciente 166 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo masculino. 21
anos na data da coleta (10/08/2017). Residente de Santo Antbnio da Posse.
Apresentou hipotese diagndstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais,
o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 66 mg/dL e 58mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de,
respectivamente, 1 e 597. Passou por hospitalizacdo. Fez uso de vancomicina,
imepenem, polimixena, fluconazol, bactrim. Foram registrados, a respeito de sinais e
sintomas, febre, prostracao, diarreia, dispneia, sintomas cardiovasculares, sintomas

respiratérios, tremores e coma.

Paciente 167 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 77
anos na data da coleta (14/08/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Doenca neurodegenerativas. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 47 mg/dL e 52mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 3

e 21. Paciente imunocompetente.
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Paciente 170 - Positividade detectada para EBV. Paciente do sexo masculino. 42
anos na data da coleta (14/08/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 37 mg/dL e 89mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1 e 300.
Paciente imunocompetente. Ha registro de administragdo de carbamazepina e
gabapentina. Foi registrado, a respeito de sinais e sintomas, apenas febre.

Paciente 172 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 75
anos na data da coleta (23/08/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Deméncia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 27 mg/dL e 59mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 2 e 198.
Passou por hospitalizacao. Paciente imunocompetente. Ha registro de administracéao
de cefeprime e ceftrizidina. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
sintomas respiratorios e irritabilidade.

Paciente 174 - Positividade detectada para VZV. Paciente do sexo feminino. 27 anos
na data da coleta (21/08/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Esclerose Multipla. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 26 mg/dL e 75mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0 e 1.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia e nausea.

Paciente 183 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 35
anos na data da coleta (02/09/2017). Residente de Itapira. Apresentou hipotese
diagnéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 27 mg/dL e 53mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1 e 27. Passou
por hospitalizacdo. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia,
sintomas oOpticos e visao turva.
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Paciente 186 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 28
anos na data da coleta (06/09/2017). Residente de Braganca Paulista. Apresentou
hipétese diagnostica de Epilepsia e convulsdo. Quanto aos exames laboratoriais, 0
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 35 mg/dL e 73mg/dL, com
contagem de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1

e 20. Paciente imunocompetente.

Paciente 189 - Positividade detectada para HHV-6, YFV. Paciente do sexo
masculino. 58 anos na data da coleta (06/09/2017). Residente de Sumaré.
Apresentou hipotese diagndstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 40 mg/dL e 71mg/dL, com
contagem de leucdcitos e heméacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 3
e 0. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
disfagia, fraqueza simétrica, tremores, paresia, disartria, fragueza de membros

inferiores e fraqueza de membros superiores.

Paciente 191 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 47
anos na data da coleta (11/09/2017). Residente de Hortolandia. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Sindrome motora. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 58 mg/dL e 72mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 0.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, cefaleia, dor retro orbital, sintomas épticos, diplopia,

visao turva e paresia facial.

Paciente 196 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 42
anos na data da coleta (13/09/2017). Residente de Pedreira. Apresentou hipétese
diagnéstica de Doenca neurodegenerativas. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 57 mg/dL e 57mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemécias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1
e 24.
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Paciente 198 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 33
anos na data da coleta (14/09/2017). Residente de Varzea Paulista. Apresentou
hipétese diagnostica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 82 mg/dL e 33mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 390 e 18.
Passou por hospitalizagdo. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
cefaleia, febre, dor retro orbital e sintomas opticos.

Paciente 199 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 46
anos na data da coleta (14/09/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 42 mg/dL e 92mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0 e 102.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou
Ceftriaxona, Metronidazol. Foi registrado, a respeito de sinais e sintomas, apenas

febre.

Paciente 204 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 47
anos na data da coleta (24/09/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Neuropatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 56 mg/dL e 57mg/dL, com contagem de
leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 0. Passou
por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de
sinais e sintomas, cefaleia, dor retro orbital, sintomas épticos, rigidez de nuca e viséo

turva.

Paciente 212 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 25
anos na data da coleta (11/10/2017). Residente de Vinhedo. Apresentou hipétese
diagndstica de Hidrocefalia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina
e glicose em LCR foi, respectivamente 18 mg/dL e 58mg/dL, com contagem de
leucocitos e hemacias (apresentadas em /mms) de, respectivamente, 3 e 1167.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou
Oxacilina, Risperidona, Clonazepam.
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Paciente 213 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 32
anos na data da coleta (12/10/2017). Residente de Linddia. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Deméncia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 7 mg/dL e 82mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 1383.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Fez uso de Oxacilina,
meropenem, vancomicina. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
cefaleia, febre, dor retro orbital, sintomas Opticos, nausea, tontura, sintomas

respiratérios, fraqueza simétrica, diplopia, rigidez de nuca e sonoléncia.

Paciente 218 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 77
anos na data da coleta (17/10/2017). Residente de Serra Negra. Apresentou
hipbétese diagndstica de Sindrome de Guillain-Barré. Quanto aos exames
laboratoriais, o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 70 mg/dL
e 57mg/dL, com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de,
respectivamente, 1 e 90. Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, nausea, fraqueza simétrica,

fraqueza de membros inferiores e fraqueza de membros superiores.

Paciente 224 - Positividade detectada para VZV, DENV. Paciente do sexo feminino.
51 anos na data da coleta (23/10/2017). Residente de Campinas. Apresentou
hipétese diagndstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 111 mg/dL e 45mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente,
334 e 18. Paciente imunocompetente.

Paciente 226 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 22
anos na data da coleta (25/10/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipo6tese
diagnoéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 31 mg/dL e 44mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1 e 1.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia e sintomas Opticos.
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Paciente 235 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 34
anos na data da coleta (01/11/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 24 mg/dL e 53mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 1.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia, sintomas 6pticos, ndusea, tontura e visao turva.

Paciente 238 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 20
anos na data da coleta (06/11/2017). Residente de Santo Anténio da Posse.
Apresentou hipotese diagndstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais,
o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 43 mg/dL e 59mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de,
respectivamente, 1 e 144. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito

de sinais e sintomas, cefaleia, sintomas opticos, edema e sonoléncia.

Paciente 240 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo masculino. 75
anos na data da coleta (06/11/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 61 mg/dL e 65mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemdacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 37 e 1. Passou
por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou aciclovir,
ceftriaxone e norfloxacino. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
cefaleia, febre, conjuntivite, dor retro orbital, sintomas Opticos, sintomas

cardiovasculares, rigidez de nuca e fraqueza de membros inferiores.

Paciente 250 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 28
anos na data da coleta (16/11/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 34 mg/dL e 50mg/dL, com contagem de
leucocitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 13 e 2. Passou
por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de

sinais e sintomas, fraqueza de membros superiores, paresia facial e coma.
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Paciente 253 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 52
anos na data da coleta (25/11/2017). Residente de Santa Cruz das Palmeiras.
Apresentou hipbtese diagnéstica de Meningoencefalite. Quanto aos exames
laboratoriais, o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 122 mg/dL
e 57mg/dL, com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de,
respectivamente, 6 e 17. Passou por hospitalizacdo. Fez uso de amoxacilina,
aciclovir e pulsoterapia. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, tontura,

rigidez de nuca, visao turva, disfonia e sonoléncia.

Paciente 258 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo masculino. 28
anos na data da coleta (27/11/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 75 mg/dL e 31mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 3 e 802.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a

respeito de sinais e sintomas, cefaleia, dor retro orbital e viséo turva.

Paciente 263 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 58
anos na data da coleta (29/11/2017). Residente de Artur Nogueira. Apresentou
hipétese diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 243 mg/dL e 53mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente,
675 e 0. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados,

a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre e sonoléncia.

Paciente 264 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 55
anos na data da coleta (29/11/2017). Residente de Sao Paulo. Apresentou hipo6tese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 30 mg/dL e 80mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 1. Consta
registro de uso de Dexametasona e de antibidtico (ndo especificado). Foram
registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, sintomas épticos e diplopia.
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Paciente 268 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 53
anos na data da coleta (05/12/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 37 mg/dL e 108mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 2. Passou
por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Consta registro de uso de
Ceftriaxona. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, nausea,
diarreia, edema, sintomas respiratérios, fraqueza de membros inferiores e

sonoléncia.

Paciente 270 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo masculino. 63
anos na data da coleta (06/12/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 63 mg/dL e 60mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 1. Passou
por hospitalizagdo. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia,
febre, sintomas Opticos, mialgia, fraqueza de membros inferiores, fraqueza de

membros superiores e sonoléncia.

Paciente 272 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 63
anos na data da coleta (06/12/2017). Residente de Atibaia. Apresentou hipbtese
diagnéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 50 mg/dL e 49mg/dL, com contagem de
leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0 e 0. Passou
por hospitalizacdo. Fez uso de Amoxicilina, Clavunolato, Aciclovir, Vancomicina,
Meropenem. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, sintomas
opticos, prostragao, sintomas respiratorios, tremores, diplopia e sonoléncia.

Paciente 273 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 31
anos na data da coleta (13/12/2017). Residente de Hortolandia. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 34 mg/dL e 46mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?) de, respectivamente, 0 e 38. Passou
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por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foi registrado, a respeito de sinais e
sintomas, apenas irritabilidade.

Paciente 274 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 60
anos na data da coleta (16/12/2017). Residente de Jaguariuna. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 35 mg/dL e 66mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemécias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 41.
Sintoma de cefaleia. Consta que utilizou quimioterapia e radioterapia. Paciente veio

a obito.

Paciente 278 - Positividade detectada para HSV-2, HHV-6. Paciente do sexo
masculino. 18 anos na data da coleta (21/12/2017). Residente de Campinas.
Apresentou hipotese diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 20 mg/dL e 60mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2
e 10. Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Consta registro de uso
de Ceftriaxone. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre e

nausea.

Paciente 279 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 53
anos na data da coleta (22/12/2017). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Neuropatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 56 mg/dL e 98mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 56 e 98. Ha
registro de uso de tenofovir, lamivudina, darunavir, ritonavir, dolutegravir, glifage.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre, fraqueza de
membros superiores e paresia facial.

Paciente 283 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 56
anos na data da coleta (04/01/2018). Residente de Hortolandia. Apresentou hipétese
diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 34 mg/dL e 55mg/dL, com contagem
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de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 2 e 529.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foi registrado, a respeito de

sinais e sintomas, apenas cefaleia.

Paciente 289 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 28
anos na data da coleta (19/01/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipo6tese
diagnéstica de Disturbios de comportamento. Quanto aos exames laboratoriais, 0
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 31 mg/dL e 56mg/dL, com
contagem de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 0

e 1. Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente.

Paciente 291 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo masculino. 18
anos na data da coleta (14/01/2018). Residente de Morungaba. Apresentou hip6tese
diagnéstica de Sindrome de Guillain-Barré. Quanto aos exames laboratoriais, o valor
para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 79 mg/dL e 70mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 6
e 1. Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, febre, ndusea, sintomas respiratérios, fraqueza de

membros inferiores e fraqueza de membros superiores.

Paciente 292 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 48
anos na data da coleta (19/01/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 25 mg/dL e 67mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?) de, respectivamente, 4 e 70. Passou
por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Fez uso de Ciprofloxacino,
Albendazol e Pulsoterapia. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
cefaleia, dor retro orbital, sintomas épticos e visao turva.

Paciente 294 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 66
anos na data da coleta (21/01/2018). Residente de Hortolandia. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 48 mg/dL e 52mg/dL, com contagem
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de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 0.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, rebaixamento de nivel de consciéncia, nausea,

fraqueza simétrica, fraqueza de membros inferiores e sonoléncia.

Paciente 297 - Positividade detectada para HHV-6, EV. Paciente do sexo masculino.
64 anos na data da coleta (29/01/2018). Residente de Hortolandia. Apresentou
hipétese diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 62 mg/dL e 201mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de,
respectivamente, 2 e 7. Passou por hospitalizagdo. H& registro de administracéo de
Tiamina, Cefepime, Metronidazol. Foram registrados, a respeito de sinais e

sintomas, febre, rigidez de nuca, paresia, disartria e fraqueza de membros inferiores.

Paciente 300 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 35
anos na data da coleta (07/02/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 73 mg/dL e 46mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 8 e 1. Foi

registrado, a respeito de sinais e sintomas, apenas cefaleia.

Paciente 304 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo masculino. 49
anos na data da coleta (20/02/2018). Residente de Pocos de Caldas. Apresentou
hipotese diagndéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 28 mg/dL e 54mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 0.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, sintomas épticos e
visgo turva.

Paciente 305 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 41
anos na data da coleta (21/02/2018). Residente de Praia Grande. Apresentou
hipétese diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor
para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 32 mg/dL e 97mg/dL, com
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contagem de leucdcitos e hemdcias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0
e 8. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou
polimixina. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, sintomas

cardiovasculares, sintomas respiratorios, disfagia e tremores.

Paciente 306 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 55
anos na data da coleta (21/02/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 133 mg/dL e 50mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 278 e 27.
Passou por hospitalizagdo. Ha registros de uso de Dexametasona, Ceftriaxone,
Aciclovir Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre, sintomas

Opticos, nausea, rebaixamento de nivel de consciéncia, tontura e rigidez de nuca.

Paciente 307 - Positividade detectada para EBV. Paciente do sexo feminino. 52 anos
na data da coleta (01/03/2018). Residente de Cosmépolis. Apresentou hipbtese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 40 mg/dL e 80mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 2.
Passou por hospitalizagdo. Consta registro de uso de Ceftriaxone, Clavulin. Foram
registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, edema, confusdo mental,

rebaixamento de nivel de consciéncia, sonoléncia e coma. Paciente veio a ébito.

Paciente 309 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 75 anos
na data da coleta (23/02/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 69 mg/dL e 65mg/dL, com contagem de
leucocitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 22.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

febre, sintomas épticos e nausea.

Paciente 311 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 41
anos na data da coleta (23/02/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
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diagnéstica de Hidrocefalia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina
e glicose em LCR foi, respectivamente 253 mg/dL e 40mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 41 e 308.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou
Ondasentrona, Oxacilina. Foi registrado, a respeito de sinais e sintomas, apenas
cefaleia.

Paciente 313 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 64
anos na data da coleta (01/03/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 29 mg/dL e 100mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1
e 0. Passou por hospitalizacao. Paciente imunocompetente. Fez uso de antibidtico
(nao especificado), Metformina, captopril, glicamil. Foi registrado, a respeito de sinais

e sintomas, apenas cefaleia.

Paciente 314 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo masculino. 20
anos na data da coleta (02/03/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 29 mg/dL e 64mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0 e 102.
Passou por hospitalizacao. Paciente imunocompetente. Ha registro de administracéao
de landol, acido acetil salicilico, fenergan, midazolan, Clavilun. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, sintomas cardiovasculares, sintomas respiratorios,

irritabilidade e sonoléncia.

Paciente 316 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo masculino. 64
anos na data da coleta (02/03/2018). Residente de Paulinia. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Sindrome cerebelar. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 46 mg/dL e 60mg/dL, com contagem
de leucocitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1 e 9.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, febre, disfagia, paresia, disartria e disfonia.
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Paciente 317 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 30
anos na data da coleta (05/03/2018). Residente de Piracicaba. Apresentou hipdtese
diagnoéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 48 mg/dL e 58mg/dL, com contagem de
leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 2 e 0. Paciente
imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, edema visao

turva e sonoléncia.

Paciente 320 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 20
anos na data da coleta (07/03/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnoéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 36 mg/dL e 58mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 10 e 5. Passou
por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou Amoxicilina.

Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, mialgia e rigidez de nuca.

Paciente 324 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 58
anos na data da coleta (12/03/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipbtese
diagnoéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 191 mg/dL e 47mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente,
138 e 120. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Fez uso de

meropenem, tazocim. Foi registrado, a respeito de sinais e sintomas, apenas febre.

Paciente 330 - Positividade detectada para HHV-6, DENV. Paciente do sexo
masculino. 75 anos na data da coleta (25/03/2018). Residente de Campinas.
Apresentou hipotese diagnéstica de Hidrocefalia. Quanto aos exames laboratoriais,
o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 95 mg/dL e 56mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de,
respectivamente, 4 e 3. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Fez
uso de Ceftriaxona, Metronidazol, Imipenem, hidrocortizona. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, febre, prostracdo, diarreia, sintomas respiratorios,

disfagia
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Paciente 331 - Positividade detectada para HHV-6, DENV. Paciente do sexo
feminino. 63 anos na data da coleta (22/03/2018). Residente de Hortolandia.
Apresentou hipbtese diagnéstica de Meningoencefalite. Quanto aos exames
laboratoriais, o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 103 mg/dL
e 83mg/dL, com contagem de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mms) de,
respectivamente, 29 e 59. Passou por hospitalizacdo. Consta que utilizou
Micofenolato, Prednisolona, Vancomicina, Meropenem, Hidrocortizona. Foram
registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, diarreia e sintomas

cardiovasculares. Paciente veio a 6bito.

Paciente 332 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 42
anos na data da coleta (24/03/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 158 mg/dL e 52mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 427 e 12.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre e rigidez de nuca.

Paciente 335 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 60
anos na data da coleta (27/03/2018). Residente de Hortolandia. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Sindrome motora. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 32 mg/dL e 55mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 9.
Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou codeina,
amoxacilina e baclofeno. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
cefaleia, fraqueza simétrica, fraqueza de membros inferiores, fraqueza de membros

superiores e sonoléncia.

Paciente 336 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo masculino. 34
anos na data da coleta (27/03/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 31 mg/dL e 51mg/dL, com contagem

de leucocitos e hemdcias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 0 e 24.
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Passou por hospitalizacdo. Fez uso de bactrim, ceftriaxona, azitromicina,
meropenem. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, ndusea,
rebaixamento de nivel de consciéncia, diarreia e sintomas respiratorios. Paciente

veio a 6bito.

Paciente 337 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 22
anos na data da coleta (28/03/2018). Residente de Sumare. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Epilepsia e convulsdo. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 32 mg/dL e 80mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 6.

Paciente imunocompetente.

Paciente 343 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo masculino. 69
anos na data da coleta (11/04/2018). Residente de Sumaré. Apresentou hip6tese
diagnoéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 44 mg/dL e 61mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 6.
Passou por hospitalizagdo. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

fraqueza de membros inferiores e rebaixamento de nivel de consciéncia.

Paciente 348 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 35
anos na data da coleta (16/04/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Esclerose Multipla. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 33 mg/dL e 60mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 5.
Passou por hospitalizagdo. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia e visao turva.

Paciente 349 - Positividade detectada para HHV-6, DENV. Paciente do sexo
feminino. 23 anos na data da coleta (19/04/2018). Residente de Campinas.
Apresentou hipotese diagndstica de Hidrocefalia. Quanto aos exames laboratoriais,
o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 10 mg/dL e 80mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemdcias (apresentadas em /mm?3) de,
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respectivamente, 2 e 747. Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia e nausea.

Paciente 350 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 48 anos
na data da coleta (20/04/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipbtese
diagnoéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 52 mg/dL e 165mg/dL, com
contagem de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1
e 3. Passou por hospitalizagdo. Consta que utilizou Cefazolina, fluconazol,
ciprofloxacino. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, rebaixamento de

nivel de consciéncia, sintomas respiratérios e sonoléncia.

Paciente 351 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 61
anos na data da coleta (25/04/2018). Residente de Paulinia. Apresentou hipétese
diagndstica de Hidrocefalia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina
e glicose em LCR foi, respectivamente 45 mg/dL e 66mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 654.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,

cefaleia, nausea e diarreia.

Paciente 356 - Positividade detectada para HSV-1, HSV-2. Paciente do sexo
feminino. 34 anos na data da coleta (29/04/2018). Residente de Campinas.
Apresentou hipotese diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais,
o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 43 mg/dL e 51mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de,
respectivamente, 19 e 179. Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, mialgia, irritabilidade,
fraqueza simétrica, rigidez de nuca, fraqueza de membros inferiores e fraqueza de

membros superiores.

Paciente 359 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 64
anos na data da coleta (03/05/2018). Residente de Campinas. Apresentou hip6tese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Sintoma registrado de rebaixamento de nivel de



123

consciéncia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e glicose em
LCR foi, respectivamente 46 mg/dL e 79mg/dL, com contagem de leucécitos e
heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2 e 29. Passou por
hospitalizagao.

Paciente 368 - Positividade detectada para YFV. Paciente do sexo feminino. 72 anos
na data da coleta (11/05/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 55 mg/dL e 83mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1 e 33. Passou
por hospitalizagdo. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, prostracao,

sintomas cardiovasculares, rigidez de nuca e sonoléncia.

Paciente 369 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 54
anos na data da coleta (16/05/2018). Residente de Sumaré. Apresentou hip6tese
diagnoéstica de Sindrome motora. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 24 mg/dL e 70mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 0.
Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
fraqueza simétrica, paresia, fraqueza de membros inferiores e fraqueza de membros

superiores.

Paciente 383 - Positividade detectada para EV, ZIKV. Paciente do sexo masculino.
45 anos na data da coleta (29/05/2018). Residente de Campinas. Apresentou
hipétese diagnostica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 26 mg/dL e 138mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemdcias (apresentadas em /mm3) de,
respectivamente, 2 e 109. Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente.
Fez uso de cefepine e azitromicina. Foram registrados, a respeito de sinais e

sintomas, febre, dispneia, sintomas respiratérios, disfagia e sonoléncia.

Paciente 386 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 69
anos na data da coleta (05/06/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
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diagnoéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 64 mg/dL e 106mg/dL, com
contagem de leucécitos e heméacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1
e 1. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Ha registro de
administragao de clavulim, cefeprime, metronidazol. Foram registrados, a respeito de
sinais e sintomas, febre, rebaixamento de nivel de consciéncia, irritabilidade, paresia

e disartria.

Paciente 387 - Positividade detectada para HHV-6, DENV. Paciente do sexo
masculino. 42 anos na data da coleta (06/06/2018). Residente de Tambad.
Apresentou hipétese diagndstica de Epilepsia. Quanto aos exames laboratoriais, 0
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 31 mg/dL e 59 mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de,
respectivamente, 2 e 25. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a respeito

de sinais e sintomas, convulsao, cefaleia, tremores, paresia e sonoléncia.

Paciente 390 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 65
anos na data da coleta (11/06/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Encefalite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 59 mg/dL e 77 mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 165 e 1.
Passou por hospitalizacdo. Consta que fez uso de metiformina e aciclovir. Foram
registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre, rigidez de nuca e

hiperreflexia.

Paciente 393 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo masculino. 76
anos na data da coleta (14/06/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 91 mg/dL e 97 mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 18 e 311.
Passou por hospitalizagcdo. Paciente imunocompetente. Consta que fez uso de
aciclovir. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, rebaixamento de

nivel de consciéncia e sonoléncia.
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Paciente 394 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 67 anos
na data da coleta (18/06/2018). Residente de Hortolandia. Apresentou hipotese
diagndstica de Hidrocefalia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina
e glicose em LCR foi, respectivamente 27 mg/dL e 64 mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 0 e 69.

Paciente imunocompetente.

Paciente 395 - Positividade detectada para EV, DENV. Paciente do sexo feminino.
44 anos na data da coleta (20/06/2018). Residente de Americana. Apresentou
hipbtese diagndstica de Mielite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 28 mg/dL e 54 mg/dL, com
contagem de leucdcitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1
e 60. Paciente imunocompetente. Consta registro de wuso de Sertraling,

Carbamazepina, amoxacilina.

Paciente 398 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 24
anos na data da coleta (20/06/2018). Residente de S&o Jose do Rio Pardo.
Apresentou hip6tese diagndstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais,
o valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 38 mg/dL e 62mg/dL,
com contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de,
respectivamente, 2 e 1195. Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia e sintomas 6pticos.

Paciente 401 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 44 anos
na data da coleta (02/07/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 29 mg/dL e 112mg/dL, com
contagem de leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 2
e 0. Passou por hospitalizacdo. Ha registro de que fez uso de tenofovir, lamivudina,
dolutegravir midazolan, cefepime, azitromicina, sinfetanil, bactrin. Foram registrados,
a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, febre, nausea, dispneia e sintomas

respiratérios.
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Paciente 403 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 82
anos na data da coleta (04/07/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 70 mg/dL e 79mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemécias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente, 1 e 2. Ha
registro de que fez uso de aciclovir, ciclovenzaprina, sinvastatia e acido acetil
salicilico. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia, ndusea e
rigidez de nuca.

Paciente 404 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo masculino. 47
anos na data da coleta (05/07/2018). Residente de Paulinia. Apresentou hipotese
diagnéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 27 mg/dL e 70mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 4 e 396.
Passou por hospitalizagdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a

respeito de sinais e sintomas, sintomas respiratorios e paresia.

Paciente 405 - Positividade detectada para VZV, HHV-6, EV. Paciente do sexo
feminino. 35 anos na data da coleta (06/07/2018). Residente de Campinas.
Apresentou hipotese diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o
valor para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 80 mg/dL e 56mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?3) de, respectivamente,
136 e 6. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Consta que utilizou
Ceftriaxone, aciclovir. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia,
febre, dor retro orbital, nausea, diarreia e rigidez de nuca.

Paciente 406 - Positividade detectada para ZIKV. Paciente do sexo feminino. 75
anos na data da coleta (06/07/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipbtese
diagnoéstica de Triagem infecciosa. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 29 mg/dL e 150mg/dL, com
contagem de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1
e 105. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Fez uso de

dopamina, adrenalina, ceftrixone. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas,
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edema, sintomas cardiovasculares, sintomas respiratorios, rebaixamento de nivel de
consciéncia, fraqueza de membros inferiores, fraqueza de membros superiores,

arreflexia e coma.

Paciente 408 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo masculino. 49
anos na data da coleta (07/07/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipdtese
diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 63 mg/dL e 65mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm?) de, respectivamente, 0 e 81. Passou
por hospitalizacdo. Consta que utilizou fenobarbital, carbomazepina, amoxacilina.
Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, sintomas Opticos, ndusea e

sintomas respiratérios.

Paciente 409 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 62 anos
na data da coleta (11/07/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipétese
diagnéstica de Sindrome de Guillain-Barré. Quanto aos exames laboratoriais, o valor
para proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 36 mg/dL e 64mg/dL, com
contagem de leucécitos e heméacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 2
e 2. Passou por hospitalizacdo. Paciente imunocompetente. Foram registrados, a
respeito de sinais e sintomas, cefaleia, nausea, tontura, disfagia, diplopia, paresia,
visdo turva, fraqueza de membros inferiores, fraqueza de membros superiores,

sonoléncia e arreflexia.

Paciente 410 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 40 anos
na data da coleta (11/07/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipotese
diagnoéstica de Neurite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 29 mg/dL e 57mg/dL, com contagem de
leucocitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1 e 6. Paciente
imunocompetente. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, sintomas

Opticos e visao turva.

Paciente 411 - Positividade detectada para DENV. Paciente do sexo feminino. 71
anos na data da coleta (12/07/2018). Residente de Campinas. Apresentou hipo6tese
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diagnoéstica de Epilepsia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 32 mg/dL e 200mg/dL, com contagem de
leucécitos e heméacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 1 e 1. Passou
por hospitalizacdo. Consta registro de uso de antibioticoterapia, prednisona, hydrea,
metformina. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, febre, tontura,
sintomas cardiovasculares, fraqueza simétrica, convulsdo, paresia, fraqueza de

membros inferiores, fraqueza de membros superiores, hiperreflexia e arreflexia.

Paciente 419 - Positividade detectada para EV. Paciente do sexo feminino. 29 anos
na data da coleta (23/07/2018). Residente de Rio Claro. Apresentou hipétese
diagnéstica de Meningite. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para proteina e
glicose em LCR foi, respectivamente 52 mg/dL e 70mg/dL, com contagem de
leucécitos e hemacias (apresentadas em /mm3) de, respectivamente, 3 e 0. Passou
por hospitalizagdo. Foram registrados, a respeito de sinais e sintomas, cefaleia e

febre.

Paciente 420 - Positividade detectada para HHV-6. Paciente do sexo feminino. 60
anos na data da coleta (25/07/2018). Residente de Campinas. Apresentou hip6tese
diagnéstica de Encefalopatia. Quanto aos exames laboratoriais, o valor para
proteina e glicose em LCR foi, respectivamente 30 mg/dL e 58mg/dL, com contagem
de leucécitos e hemacias (apresentadas em /mms3) de, respectivamente, 1 e 9.
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APENDICE Il - Compilacdo dos resultados de eletroferograma em conjunto da
sequéncia FASTA obtida por meio do sequenciamento dos amplicons dos EVs.

Amostra 87

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3, cepa Nancy (GenBank: JX312064.1)

Sequéncia resultante:
CCCTCTGGCTTGAGGGTGTGTGCTCCGCAGCTAGGATTAGCCGATCAGG
GGCCGGAGGACTACCWACTAGCTCAATAGACTCTTCGCACCATGTCTGT
ATTAGAGCGTCCCATGGGTTTCCCCATGGGCAGGCCGCCAACGCAGCCA
CCGCCACGGTCGCCCGTGGGGAATGCGGTGACTCATCGACCTGATCTAC
ACTGGGGTAGTGCTGAGCGAAACACTCTGCAACTTCCACGGTGTTACTA
GGTTTTTCGAAGTAGTTGGCC
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Amostra 149

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3 clone CV-B3/28 2A C107S (GenBank:

MK012537.1)

Sequéncia resultante:
CGTTACGACACACTGCCTCTGGCTTGAGGGTGTGTGCTCCGCAGTTAGG
ATTAGCCGCATTCAGGGGSCGGAGGACTACCAACTAGCTCAATAGACTCT
TCGCACCATGTCTGTATTAGAGCGTCCCATGGGTTTCCCCATGGGCAGG
CCGCCAACGCAGCCACCGCCACGGTCGCCCGTGGGGAATGCGGTGACT
CATCGACCTGATCTACACTGGGGTAGTGCTGAGCGAAACACTCTGCAACT
TCCACGGTGTTACTAGGTTTTTCGAAGTAGTTGGCCGGATAACGAACGCT
TTCTCCTTCAACCGCGC
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Amostra 304

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3 clone CV-B3/28 2A C107S (GenBank:

MK012537.1)

Sequéncia resultante:

ACTGCCCTCTGGCTTGAGGGTGTGTGCTCCGCAGTTAGGATTAGCCGCA
TTCWGGGGCCGGAGGACTACCAACTAGCTCAATAGACTCTTCGCACCAT
GTCTGTATTAGAGCGTCCCATGGGTTTCCCCATGGGCAGGCCGCCAACG
CAGCCACCGCCACGGTCGCCCGTGGGGAATGCGGTGACTCATCGACCT

GATCTACACTGGGGTAGTGCTGAGCGAAACACTCTGCAACTTCCACGGT

GTTACTAGGTTTTTCRAAGTAGTTGGCCGGATAACGAACGCTTTCTCCTT

CAACCGC
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Amostra 309

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3, cepa Nancy (GenBank: JX312064.1)
Sequéncia resultante:

131

TTACGACACACTGCCCTCTGGCTTGAGGGTGTGTGCTCCGCAGTTAGGA
TTAGCCGCATTCAGGGGCCGGAGGACTACCAACTAGCTCAATAGACTCTT
CGCACCATGTCTGTATTAGAGCGTCCCATGGGTTTCCCCATGGGCAGGC
CGCCAACGCAGCCACCGCCACGGTCGCCCGTGGGGAATGCGGTGACTC
ATCGACCTGATCTACACTGGGGTAGTGCTGAGCGAAACACTCTGCAACTT
CCACGGTGTTACTAGGTTTTTCGAAGTAGTTGGCCGGATAACGAACGCTT
CTCCTTCAACCGCGTGAGCAGTCTATTGATACTCAGT
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Amostra 383

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3 clone CV-B3/28 2A C107S (GenBank:

MK012537.1)

Sequéncia resultante:

ACTGCTCACGCGGKTGAAGGAGAAAAGCGTTYGTTATCCGGCCAACTAC
TTYGAAAAACCTAGTAACACCGTGGAAGTTGCAGAGTGTTTCGCTCAGCA
CTACCCCAGTGTAGATCAGGTCGATGAGTCACCGCATTCCCCACGGGCG
ACCGTGGCGGTGGCTGCGTGGCGGCCTGCCCATGGGGAAACCCATGGG
ACGCTCTAATACAGACATGGTGCGAAGAGTCTATTGAGCTAGTTGGTAGT
CCTCCGGCCCTWGAATGCGGCTAATCCTAACTGCGGAGCACACACCCTC
AAGCCAGAGGGCAGTGTGTCGTAAC
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Eletroferograma:
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Amostra 393
Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3 clone CV-B3/28 2A C107S (GenBank:
MK012537.1)

Sequéncia resultante:
CGCGGTTGAGGAGAAGMGTTCGTTATCCGGCCAACTACTTCGAAAAACC
TAGTAACACCGTGGAAGTTGCAGAGTGTTTCGCTCAGCACTACCCCAGTG
TAGATCAGGTCGATGAGTCACCGCATTCCCCACGGGCGACCGTGGCGGT
GGCTGCGTTGGCGGCCTGCCCATGGGGAAACCCATGGGACGCTCTAATA
CAGACATGGTGCGAAGAGTCTATTGAGCTAGTTGGTAGTCCTCCGGCCC
CTGAATGCGGCTAATCCTAACTGCGGAGCACACACCCTCAAGCCAGAGG
GCAGTGTGTCGTAACGGGC-AACTCTGCAGCGGAACCGACT

Eletroferograma:
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Amostra 395

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3 clone CV-B3/28 2A C107S (GenBank:

MK012537.1)

Sequéncia resultante:
TTACGACACACTGCCCTCTGGCTTGAGGGTGTGTGCTCCGCAGTTAGGA
TTAGCCGCATTCAGGGGCCGGAGGACTRCCAACTAGCTCAATAGACTCT
TCGCACCATGTCTGTATTAGAGCGTCCCATGGGTTTCCCCATGGGCAGG
CCGCCAACGCAGCCACCGCCACGGTCGCCCGTGGGGAATGCGGTGAYT
CATCGACCTGATCTACACTGGGGTAGTGCTGAGCGAAACAC

Eletroferograma:

Amostra 401

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3 clone CV-B3/28 2A C107S (GenBank:

MK012537.1)

Sequéncia resultante:
ACTGCCCTCTGGCTTGAGGGTGTGTGCTCCGCAGTTAIGGATTAGCCGCA
CTCTGGGGCCGGAGGACTACCAACTAGCTCAATAGACTCTTCKCACCAT
GTCTGTATTAGAGCGTCCCATGGGGTTTCCCCATGGGCAGGCCGCCAAC
GCAGCCACCGCCACGGTCGCCCGTGGGGAATGCGGTGACTCATCGACC
TGATCTACACTGGGGTAGTGSTGAGCGAAACACTCTGCAACTTCCACGG
GTTACTAGGTTTTCGAAGTAKTTGGCCGGAATAACGAACGCTTTCTCC
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Eletroferograma:
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Amostra 408

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3 clone CV-B3/28 2A C107S (GenBank:

MK012537.1)

Sequéncia resultante:
GACACACTGCCCTCTGGCTTGAGGGTGTGTGCTCCGCAGTTAGGATTAG
CCGCATTCAGGGGCCGGAGGACTACCAACTAGCTCAATAGACTCTTCGC
ACCATGTCTGTATTAGAGCGTCCCATGGGTTTCCCCATGGGCAGGCCGC
CAACGCAGCCACCGCCACGGTCGCCCGTGGGGAATGCGGTGACTCATC
GACCTGATCTACACTGGGGTAGTGCTGAGCGAAACACTCTGCAACTTCCA
CGGTGTTACTAGGTTTTTCGAAGTAGTTGGCCGGATAACGAACGCTTTCT
CCTTCAACCGCGTGAGCAGTCTATTGATACTCAGTCCGGG

Eletroferograma:
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Amostra 410

Provavel subtipo viral: Coxsackievirus B3 clone CV-B3/28 2A C107S (GenBank:

MK012537.1)

Sequéncia resultante:
CCGTTACGACACCMYTGCCCTCTGGCTTGAGGGTGTGTGCTTCCGCAGT
TAGGATTAGCCSCATTCAGGGGCCGGAGGACTACCAACTAGCTCAATAG
ACTCTTCGCACCATGTCTGTATTAGAGCGTCCCMTKGGTTTCCCCATGGG
CAGGCCGCCAACGCAGCCACCGCCACGGTCGCCCGTGGGGAATGCGGT
GACTCATCGACCTGATYTACACKGGGGTAGTGCTGAGCGAAACACTCTG
CAACTTCCACGGTAWTACTAGGTTTTTCGAAGTAGTTGGGCCGGATAAAA
CGAACGC

Eletroferograma:
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ANEXO | - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Zika Virus e outros virus causadores de sindromes neurclogicas em pacientes
atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas. Estudo de
coorte prospectiva.

Pesquisador: SANDRA HELEMA ALVES BONON
Area Tematica:

Versio: 4

CARE: 5B3G1816.3.0000.5404

Instituigio Proponente: Hospital de Clinicas da UMICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADODS DO PARECER

MNimero do Parecer: 2385 181

Apresentagao do Projeto:

Parecer de apreciagio de solicitagio de emenda 1 (um).

Justificativa da Emenda:

Inclusdo do pesguisador Lucas Lopes Leon por fazer parte da equipe de pesguisa como alunc de
Doutorade, seb orentagio da Profa. Dra. Sandra Helena Alves Bonon, no curso de Pos-Graduagio em
Clinica Médica.

Objetive da Pesguisa:

Mada & alterado em relacic ao projeto original.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Ma emenda a inclus3o de outro pesquisador ndo altera os riscos & beneficios dos participantes em participar
da pesquisa.

Comentirios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Projeto original aprovado em novembro de 2016,

Mada & alterado em objetivos, métodos ou cronograma.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigataria:

Para solicitacdo de emenda pesquisador apresenta o documenio

Enderege:  Fua Tessaa Vielra oe Camango, 126

Balrro: Bardo Geraldo CEP: 13083837
UF: 5P Municiplo: CAMPINAS
Tedefome: |1%)3521-55336 Fax: {19)3521-T187 E-mall: capgfcm.anicamp.or

Pigita (1 da 33
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Contreeiio do Farecer; 2,385,151

"F'E_INFGRMAQEJEE_B.&S!CAS_QEE?SB_E1 Jpdf 0711142017 * com a justificativa da emenda e insen_;.in do
aluno de doutorado na esquisa pe pesquisa , Equipe de Pesguisa
CPFDocumento Nome 418 276 408-04 Lucas Lopes Leon

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Ermenda aprovada.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
- 0 sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre & Esclarecide, na integra,

paor ele assinado.

- 0 sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de refirar seu consentimento em

qualguer fase da pesquisa. sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvelver a pesguisa conforme delineada no profocolo aprovade. Se o pesquisador
considerar a descontinuacdo do estudao, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analize das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP

quanto 3 descontinuagdo, sxceto guando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito.
- CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adeguadas frente a evento adverse grave

ocormdo e enviar nn‘tiﬁcagﬁu ao CEP junte com seu posicionamento.

- Eventuais mndiﬂc.a-;:ﬁes- ou emendas acs protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialments seic meses apds a data deste

parecer de aprovacic e 3o término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Endarego:  Fua Tessala Visira de Camargo, 126

Balrro: Bardo Gesaloo CEP: 13.083-887
WF: 5P Municiplo: CAMPINAS
Telsfone: |(19)3521-5336 Fax: (19j3321-7187 E-mall: cepicm.unicamp.br

Pt 02 de 23
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Contrescio do Farecer: 2.385.151
Tipo Documento Arguivg Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_BBZT38| 07/11/2017 Aceito
do Projeto E1l.pdf 17:08:08
TCLE [ Termos de termodeconsentimento. pdf 16/1 112018 |SANDRA HELEMNA Aceito
Assentimento / 17:23:57 |ALVES BOMNON
Justificativa de
Auséncia
Cutros cartarespostaZ. pdf 10/110/2018 [SANDRA HELEMA Aceito
14:34:31  |ALVES BONON
Projeto Detalhado / |PROJETOSNETICAZD16.pdf 107102018 [SANDRA HELEMA Aceito
Brochura 12:10:58 |ALVES BOMON
|Inyestigador
Outros TERMODISPENSAZ. pdf 10/10/2018 [SANDRA HELEMA Aceito
11:58:46 |ALVES BOMON
Cronograma CRONOGRAMAATIVIDADESoutubro2d | 10/10/2016 |SANDRA HELEMA Aceito
16.pdf 11:57:44 |ALVES BOMON
Folha de Rosto folhaderostohe.pdf 10/08/2016 |[SANDRA HELEMA Aceito
16:33:32 |ALVES BOMON

Situagio do Parecer:

Aprovado
Mecessita Apreciagac da CONEP:
E
CAMFPIMAS, 17 de Movembro de 2017
Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar
[Coordenador)
Endgsrege: Rua Tessaila Vielra ge Camargo, 126
Balrro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-837
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ANEXO Il - MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisa “ZIKA VIRUS E OUTROS VIRUS CAUSADORES DE SINDROMES NEUROLOGICAS EM
PACIENTES ATENDIDOS NO HOSPITAL DE CLINICAS DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
CAMPINAS. ESTUDO DE COORTE PROSPECTIVO”
Responsavel: Profa. Dra. Sandra Helena Alves Bonon
Numero do CAAE: 59361816.3.0000.5404

Vocé esta sendo convidado e participar como voluntario de uma pesquisa. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos
e deveres como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra
com o pesquisador.

Por favor, leia com atengdo e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se
houverem perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o
pesquisador. Se preferir, pode levar para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas
antes de decidir participar.

Procedimento:

Participando do estudo vocé esta sendo convidado a autorizar que o resto de amostra
de liquor que seria descartada pudesse ser testada para outros exames. Estes exames sdo
chamados de biologia molecular e eles podemos pesquisar se na sua amostra existe a presenca
de virus que podem ou ndo ser prejudiciais a sua satide e que podem ou ndo ser responsaveis
pelos seus sintomas ou parte deles.

Esclarecemos que sua participa¢do é totalmente voluntéria, podendo o (a) senhor (a):
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer
Onus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informagdes serdo utilizadas
somente para os fins desta pesquisa ou para esta e futuras pesquisas e serdo tratadas com o
mais absoluto sigilo.

Justificativa e Objetivos: As infecges do sistema nervoso (SN) atingem anualmente
milhGes de pessoas em todo o mundo. Podem ser causadas por virus e sdo responsaveis por um
grande nimero de doengas neuroldgicas. Por este motivo, este estudo podera auxilia-lo e
também auxiliar outros pacientes a verificar se estes virus estdo causando mal ou ndo a sua
saude. Por estes motivos, os objetivos deste trabalho sdo o de Identificar agentes virais que
causam infecgdo no Sistema Nervoso em pacientes atendidos no Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas.

As amostras somente serdo utilizadas apds a sua assinatura no termo de
consentimento ou de seu responsavel. Esta colaboragdo em muito auxiliara o tratamento dos
pacientes que apresentam resultados dos exames positivos para estes virus, evitando
complicagbes que possam vir a ocorrer, como o agravamento da doenga neuroldgica. A
pesquisadora responsavel fard todo o acompanhamento e todos os resultados obtidos com
esta pesquisa e os resultados serdo transmitidos para a equipe médica e, se necessario,
condutas serdo tomadas, caso os exames sejam indicativos para modificagdo ou ndo do
tratamento.  Serdo prestados esclarecimentos aos pacientes, quando necessério, antes,
durante e ap0s a realizagdo da pesquisa.

Desconfortos e riscos:

Vocé ndo deve participar deste estudo se houver risco iminente de vida e outras
condigdes que impegam a coleta do material.

*Termo de Consentimento Livre Esclarecido apresentado, atendendo, conforme normas da Resolugdo
466/2012 de 12 de dezembro de 2012.



Os principais riscos associados a pung¢ao lombar para a coleta do liquor sdo:

- Sangramento no local da pungdo (pungdo traumatica);

- Desconforto durante ou apds o procedimento;

- Reagéo alérgica ao anestésico;

- Infecgdo no local da pungéo;

- Cefaleia (dor de cabega) depois do procedimento.

N&o ha outros riscos previsiveis para os participantes.

Beneficios: Esta sua colaboragdo em muito auxiliara o seu tratamento, no caso do seu
exame ser positivo para algum destes virus pesquisados e para o estudo em geral, para
sabermos quantos pacientes participantes apresentam resultados positivos, evitando
complicagdes que possam vir a ocorrer. A pesquisadora responsavel fara todo o
acompanhamento laboratorial e todos os resultados obtidos com esta pesquisa serdo
transmitidos para a equipe médica.

Acompanhamento e assisténcia: As coletas de liquor, ja anteriormente realizadas
pelos médicos que fizeram o seu atendimento no ambulatério, enfermaria ou unidade de
pronto-atendimento do Hospital das Clinicas da UNICAMP (HC/UNICAMP) seguirdo para o
Servigo de Liquidos Biolégicos do Laboratério de Patologia Clinica do HC/UNICAMP para
realizagdo dos exames convencionais. Apds utilizagdo, o material que sobrar sera encaminhado
para o Laboratério de Virologia/FCM, onde sera realizado o procedimento de analise da
amostra proposto pelo estudo.

Sigilo e privacidade: Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo
e nenhuma informagdo serd dada a outras pessoas que ndo fagam parte da equipe de
pesquisadores. Na divulgagdo dos resultados desse estudo, seu nome ndo sera citado. Os
resultados dos testes poderdo ser arquivados em seu prontuario médico.

Ressarcimento: (N3o havera ressarcimento de despesas e nenhuma forma de
reembolso de dinheiro, ja que com a participagdo na pesquisa vocé ndo vai ter nenhum gasto
como, por exemplo, transporte, alimentag3o, diarias etc.). Estou ciente de que todos os dados
obtidos dos prontuarios médicos serdo sigilosos, e que o nome do colaborador ndo sera
utilizado em qualquer tipo de publicagdo. Apds o estudo, as amostras serdo descartadas, e caso
(quando se fizer necessario) utilizadas em outro trabalho, o mesmo serd submetido ao Comité
de Etica desta Instituig3o:

Para isso, optarei por uma alternativa, se aceitarei ou ndo que meu material bioldgico
seja armazenado para utilizagdo em pesquisas futuras:

( ) concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento
do meu material biolégico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu
material bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

O descarte geralmente é realizado apds a emissdo do laudo final dos exames, de acordo
com a RDC 306/04 e a RDC 302/05, Resolugdes da ANVISA, que dispdes sobre o Regulamento
Técnico para o Gerenciamento de residuos de servigos de salide e Regulamento Técnico para
Funcionamento de Laboratdrios Clinicos, respectivamente. O descarte de material bioldgico de
acordo com essas RDCs ja é um procedimento de rotina dentro dos Laboratérios da Divisdo de
Patologia Clinica do HC/UNICAMP.

*Termo de Consentimento Livre Esclarecido apresentado, atendendo, conforme normas da Resolugido
466/2012 de 12 de dezembro de 2012.
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Ap0s a realizagdo de todos os exames bioquimicos, citoldgicos e de cultura, as amostras,
ao invés de serem descartadas, serdo armazenados a -20 graus Celsius em freezer e
encaminhadas ao Laboratério de Virologia/FCM/UNICAMP, em recipiente de transporte
apropriado, para a extragdo de DNA e RNA e realizagdo dos exames moleculares
complementares para a pesquisa de genomas virais. Em caso de falecimento ou condigdo
incapacitante, os direitos sobre o material armazenado deverdo ser dados
a: (favor indicar o

nome de uma pessoa a ser contatada).

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos
contatar: Dra. Sandra Bonon, Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, Cidade Universitaria
“Zeferino Vaz” — Faculdade de Ciéncias Médicas — Prédio do Centro de Pesquisa Clinica —
CPC/FCM/UNICAMP, telefone (19) 3521-7734, sbonon@fcm.unicamp.br.

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do
estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessélia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-
mail: cep@fcm.unicamp.br.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP): O papel do CEP é avaliar e acompanhar os
aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) tem por objetivo desenvolver a regulamentagao sobre protecdo dos seres
humanos envolvidos nas pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités
de Etica em Pesquisa (CEPs) das instituicSes, além de assumir a fungdo de 6rgdo consultor na
area de ética em pesquisas.

Consentimento livre e esclarecido: Apés ter sido esclarecimento sobre a natureza da
pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta
possa acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / / 5

(Assinatura do participante ou nome e assinatura do responsavel)

Responsabilidade do Pesquisador: Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo
466/2012 CNS/MS e complementares na elaboragdo do protocolo e na obtengdo deste Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma cépia
deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual
o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente. Comprometo-me a utilizar o
material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste
documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

(Assinatura do pesquisador)

*Termo de Consentimento Livre Esclarecido apresentado, atendendo, conforme normas da Resolugido
466/2012 de 12 de dezembro de 2012.
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