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RESUMO

Introdugdo: As arboviroses representam um problema de saude publica em todo o mundo,
especialmente em paises em desenvolvimento, causando sindromes febris agudas semelhantes
com graves prejuizos a satde humana e mortalidade. Neste sentido, a notificagdo adequada e o
diagndstico preciso tem sido um desafio em paises endémicos para o virus Dengue (DENV),
especialmente ap6s a introducdo dos virus Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV). Objetivos:
Este estudo teve como objetivo analisar as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e
sorologicas de pacientes com sindrome febril aguda e suspeita das arboviroses dengue, zika e
chikungunya, notificados durante a primeira epidemia de ZIK'V no Brasil, ocorrida nos anos de
2015 e 2016, na regido Sudeste de MT. Além disso, avaliou-se a performance de protocolos de
Reagdo em Cadeia da Polimerase precedida de Transcricdo Reversa (nested-RT-PCR) em um
cenario de epidemia de ZIKV considerando a RT-qPCR como teste de referéncia. Metodologia:
As caracteristicas epidemiolégicas e clinicas dos arboviroses foram analisadas em uma coorte
retrospectiva descritiva com 197 participantes. A determinacdo da sensibilidade e
especificidade dos ensaios moleculares nested-RT-PCR e RT-qPCR para ZIKV, DENV e
CHKYV e a avaliagdo sorologica por deteccdo de anticorpos IgM e IgG anti-ZIKV foram
realizadas em 179 amostras de soro. Resultados: Dos 197 pacientes participantes do estudo,
63% eram do sexo feminino, oito estavam gravidas. A média de idade foi de 32 anos, com 44%
entre 19-59 anos; 28% eram brancos, 34% tinham instru¢do educacional e 58,9% eram
residentes urbanos. Cerca de 61% dos casos ocorreram durante as estagdes chuvosas, sendo
12,1% em trés regides da area de estudo. Disturbios musculoesqueléticos foram as principais
queixas (22,8%), seguidas de exantema e petéquias (12,6%), febre (13,7%), cefaleia (11,7%),
prurido (10%), manifestagdes oftalmoldgicas (6,1%) e gastrintestinais (5,6%). Ensaios
moleculares detectaram 8,9% e 3,3% das amostras positivas para os virus zika e dengue,
respectivamente. Os ensaios sorologicos para Zika mostraram 10,6% de amostras positivas para
IgM e 55,8% para IgG. Pelos protocolos moleculares, na RT-qPCR, 3 (1,67%) amostras foram
positivas para DENV e 16 (8,94%) foram positivas para ZIKV, enquanto no RT-PCR 5 (2,79%)
amostras foram determinadas como positivas para DENV e 3 (1,67%) para ZIKV. O RNA de
CHIKYV nao foi detectado nas amostras testadas. A sensibilidade e especificidade da nested-
RT-PCR para DENV foram 66,66% e 98,29%, respectivamente; A detec¢do de RNA do ZIKV
teve 18,75% de sensibilidade e 100% de especificidade com o protocolo nested-RT-PCR, com
acuracia de 97,76% e 92,74% para DENV e ZIKV, respectivamente. Conclusao: Este estudo
fornece perfil clinico, epidemioldgico e de performance laboratorial de relevancia singular para
a compreensado da circulagdo desses arbovirus na regido estudada por seu carater inédito para o
local, em uma emergéncia do ZIKV e cendrio de alta endemicidade do DENV. O estudo nos
permite compreender a introdugdo e ocorréncia concomitante de uma arbovirose emergente,
além de estabelecer o ensaio de RT-qPCR como o método mais confidvel para diagnosticar
casos suspeitos de dengue e febre zika, fornecendo resposta laboratorial precisa e oportuna para
o manejo adequado dos pacientes.

Palavras-chave: arbovirus; epidemiologia molecular; sorologia; reacdo em cadeia da
polimerase; sensibilidade e especificidade.



ABSTRACT

Introduction: Arboviruses represent a public health problem worldwide, especially in
developing countries, causing similar acute febrile syndromes with serious harm to human
health and mortality. These viruses cause similar acute febrile syndromes. In this sense,
adequate reporting and accurate diagnosis have been a challenge in endemic countries for
Dengue virus (DENV), especially after the introduction of Zika (ZIKV) and Chikungunya
(CHIKYV) viruses. Objective: This study aimed to analyze the clinical, epidemiological, and
serological characteristics of patients with acute febrile syndrome and suspected of dengue, zika
and chikungunya arboviruses, reported during the first ZIK'V outbreak in Brazil, which occurred
from 2015 to 2016 in the Southern region of MT State. In addition, the evaluation of Reverse
Transcription Polimerase Chain Reaction (nested-RT-PCR) protocols considering RT-qPCR as
a reference test was performed in a ZIKV epidemic scenario. Methods: The epidemiological
and clinical characteristics of arboviruses were analyzed in a descriptive retrospective cohort
with 197 participants. Determination of sensitivity and specificity of nested-RT-PCR and RT-
qPCR molecular assays for ZIKV, DENV and CHKYV and serological evaluation by detection
of anti-ZIKV IgM and IgG antibodies were performed in 179 serum samples. Results: Of the
197 patients participating in the study, 63% were female, eight were pregnant. The mean age
was 32 years, with 44% between 19-59 years; 28% were white, 34% were scholarity and 58.9%
were urban residents. About 61% of the cases occurred during the rainy seasons, with 12.1% in
three regions of the study area. Musculoskeletal disorders were the main complaints (22.8%),
followed by rash and petechiae (12.6%), fever (13.7%), headache (11.7%), pruritus (10%),
ophthalmologic (6.1%) and gastrointestinal (5.6%) manifestations. Molecular assays detected
8.9% and 3.3% of Zika and Dengue viruses, respectively. Serological assays for ZIKV showed
10.6% of samples positive for I[gM and 55.8% for IgG. By molecular protocols, in RT-qPCR,
3 (1.67%) samples were positive for DENV and 16 (8.94%) were positive for ZIKV, while in
RT-PCR 5 (2.79%) samples were determined as positive for DENV and 3 (1.67%) for ZIKV.
CHIKV RNA was not detected. The sensitivity and specificity of nested-RT-PCR for DENV
were 66.66% and 98.29%, respectively; The detection of ZIKV RNA had 18.75% sensitivity
and 100% specificity with the nested-RT-PCR protocol, with an accuracy of 97.76% and
92.74% for DENV and ZIKV, respectively. Conclusion: This study provides clinical,
epidemiological profile and laboratory performance of singular relevance to the understanding
of the circulation of these arboviruses in the region studied due to their unprecedented data for
the place, in a ZIKV emergency and a scenario of high DENV endemicity. The study allows us
to understand the introduction and concomitant occurrence of an emerging arbovirus, in
addition to establishing the RT-qPCR assay as the most reliable method for diagnosing
suspected cases of dengue and zika fever, providing an accurate and timely laboratory response
for the proper management of the patients.

Key words: arbovirus; molecular epidemiology; serology; Polimerase Chain Reaction;
sensitivity and specificity.
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1. INTRODUCAO

Os arbovirus, do inglés arthropod-born viruses, sao virus transmitidos
principalmente por hospedeiros artropodes, como os mosquitos Aedes (Stegomyia) aegypti e
Aedes (Stegomyia) albopictus e carrapatos, classificados como virus zoondticos que tiveram
origem em ciclos silvestres enzooticos e possuem 4cido ribonucleico (RNA) como genoma'-.

Existem cerca de 534 espécies de arbovirus identificados, dos quais
aproximadamente 134 sdo considerados zoondticos. Os arbovirus de importancia médica estao
classificados em cinco familias, Togaviridae, Flaviviridae, Peribunyaviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae, com relevante significado para a saude publica, especialmente nas ultimas
décadas, pela ampla distribuicdo e importantes surtos epidémicos responsaveis por sindromes
febris agudas com intimeras manifestacdes clinicas que incluem disturbios neurologicos,
articulares e hemorragicos, encefalites e sindromes congénitas®-.

Apesar da ampla distribuicdo geografica, as arboviroses ocorrem principalmente
em regides com clima tropical e inimeros fatores sdo fundamentais para o surgimento de novas
doengas causados por esses virus. Tanto a introdu¢do quanto a disseminagdo desses agentes
devem ocorrer simultaneamente para a manuten¢do de complexos ciclos envolvendo vetores,
hospedeiros € a infecgdo em humanos®.

No Brasil, as atuais mudangas climaticas associadas ao desmatamento e as
condi¢des socioeconOmicas da populagdo representam aspectos criticos favoraveis a
emergéncia e reemergéncia de arboviroses, destacando no pais a ocorréncia de sindromes febris
agudas provocadas pelos virus da Dengue (DENV), virus da febre amarela (YFV), virus Zika
(ZIKV), virus da encefalite de Saint Louis (SLEV), virus Chikungunya (CHIKYV), virus Mayaro
(MAYYV) e virus Oropoche (OROV)!7, além de outros representantes recentemente descritos
mas ainda ndo relacionados com doengas em humanos'%-!2,

Apesar de nimero significativo de infec¢des assintomadticas, as arboviroses siao
responsaveis por sindromes moderadas e graves. Além disso, a ocorréncia concomitante de
ZIKV, DENV e CHIKV no Brasil tem aumentado as taxas de mortalidade por manifestagdes
atipicas, principalmente aquelas relacionadas a sindromes neuroldgicas e outros
comprometimentos para a saade humana!3-15,

A introdugdo de ZIKV e CHIKV em um cendrio epidemiolédgico de endemicidade
do DENV, associada as manifestacdes clinicas semelhantes, especialmente nos casos leves, e
indisponibilidade de vacinas, apesar dos esfor¢cos para o desenvolvimento de imunizantes

seguros e eficazes, implica em condigdes desafiadoras para o diagnéstico clinico diferencial e
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correta notificacdo dos casos suspeitos. Neste sentido, a notificagao efetiva e uso correto do
Sistema de Informagao em Satde, aliado a técnicas de diagndstico sensiveis e especificas sdo
essenciais para o controle epidemioldgico e uma resposta laboratorial precisa e oportuna para
o manejo adequado dos pacientes, representando fator impactante para a satide publica de paises

em desenvolvimento!®1°,
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Historico e Epidemiologia dos Arbovirus Dengue, Zika e Chikungunya

Historicamente, ha registro da ocorréncia de epidemia semelhante a dengue ainda
entre 265-400 d.C., embora grandes epidemias notificadas no passado tenham ocorrido entre os
anos 1779 e 1780, nos continentes Asiatico, Africano e nas Américas. No entanto, acredita-se
que o virus tenha se espalhado as regides tropicais e subtropicais do planeta entre os séculos
XIX e XX, atingindo proporgdes de pandemia em razdo dos conflitos da Segunda Guerra
mundial. A partir de entdo, inumeros relatos de doenga clinicamente semelhante a dengue foram
registrados, porém sem confirmagdo por isolamento e identificagdo do agente etiologico?*-22.

Descrito inicialmente em 1906 por Bancroft, o isolamento dos dois primeiros
sorotipos do DENV, DENV-1 e DENV-2, ocorreu somente nos anos de 1943-44 em virtude de
epidemia da doenca no Pacifico Sul. Em seguida, na década de 1950, os sorotipos DENV-3 e
DENV-4 foram caracterizados por Hammon e Sather?.

De raras ocorréncias nas Américas nas décadas seguintes a Segunda Guerra
Mundial, o virus passou a ser responsavel por grandes epidemias na regido, especialmente
Américas Central e Sul, incluindo o Brasil, em razdo da proliferagdo do principal vetor, o
mosquito Aedes aegypti e a introdugdo de novas cepas e sorotipos virais, principalmente nos
anos 1980%°. Dessa forma, endémico em menos de 10 paises até a década de 1970, atualmente
¢ considerado o virus responsavel por causar a arbovirose mais prevalente e disseminada no
mundo, detectado especialmente em paises tropicais e subtropicais e hd décadas responsavel
por provocar surtos € epidemias®*?>. Estima-se que anualmente o DENV seja responsavel por
infectar aproximadamente 390 milhdes de pessoas, demonstrando um aumento drastico dessa
arbovirose nas duas ultimas décadas, cuja incidéncia foi de aproximadamente 33 milhdes de
casos no ano de 20052,

Primeiramente descrito em 1779, o CHIKV ganhou importancia em 1952 em razdo
de um surto de doenca febril ocorrido na Tanzania, com surtos subsequentes registrados no
Sudeste Asiatico € o subcontinente indiano?’. Ap6s um periodo sem registro de novos surtos, o
CHIKV foi mencionado como responsavel por uma nova epidemia em 2005 na India com
proporg¢des maiores que as observadas anteriormente. Nesse mesmo ano, nas ilhas francesas La
Reunion, mutagdes relacionadas a proteina do envelope viral (E1) do CHIKYV possibilitaram ao

virus maior capacidade de transmissdo pelo mosquito 4. albopictus®®. Dessa forma, nos tltimos
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anos tem-se observado aumento significativo no nimero de casos dessa arbovirose, com graves
consequéncias para a saude ptblica mundial®.

Outro arbovirus que ganhou destaque no cenario mundial por causar agravo a saude
humana foi o ZIKV. Apesar de inicialmente descrito em 1947 ap6s isolamento da particula viral
em macacos Rhesus na Floresta Zika, Uganda, o primeiro relato da identificacdo em soro
humano ocorreu somente no ano de 19523%3!, A partir do ano de 2007, apds surto epidémico
na ilha de Yap, na Micronésia, a infec¢ao pelo ZIKV passou a ser considerada uma arbovirose

emergente?2,

2.1.1.Virus Dengue no Brasil

Apesar de descrito e identificado somente no século XX, o primeiro relato da
ocorréncia de febre do Dengue no Brasil remete-se ao ano de 1685 a cidade de Recife e a
epidemia em Salvador em 1692. Posteriormente, a partir do século XIX, epidemias foram
descritas na regido Sudeste do pais, nas cidades de Rio de Janeiro e Sdo Paulo?’.. Apds um
periodo sem relatos da ocorréncia dessa arbovirose em territorio nacional e a provavel
erradicacdo da doenga no pais, o virus foi reintroduzido e voltou a provocar epidemias a partir
de Roraima, atingindo as regides Sudeste e Nordeste e se disseminando por todo o pais,
conforme observado na Figura 1. Atualmente, os 4 sorotipos de DENV sdo endémicos no
Brasil, sendo responsaveis por surtos epidémicos sazonais com elevado nimero de notificagdes

e ocorréncia a cada 3 ou 5 anos?%33:34,

Figura 1. Distribuicao da taxa de incidéncia de febre do Dengue por municipio até a semana
epidemioldgica 24, Brasil, 2022.

Taxa de Incidéncia
DENGUE SE24/2022
Sem Dados
0,1a50,0
50,1 a 100,0
100,1 a 300,0
. 300,1 a 500,0
I 500,1 a 29.268,3

Fonte: SVS/MS - Boletim Epidemioldgico Vol.53 n° 24.
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Os casos provaveis de dengue sdo notificados em niveis elevados anualmente de
forma continua. De acordo com o Boletim Epidemioldgico 53, os dados registrados até a
semana epidemioldgica 24/2022, foram notificados 1.172.882 casos provaveis de dengue, cuja
taxa de incidéncia foi de 549,8 casos para cada 100 mil habitantes, sendo 960 casos de Dengue
Grave (DG), 12.158 casos de Dengue com Sinais de Alarme (DSA) e 585 obitos provocados
pela doenca. A regido Centro-Oeste foi considerada a recordista nacional no niimero de
notificagdes, com taxa de incidéncia de 1.629,9 casos/100 mil habitantes. Neste mesmo periodo,
foram notificados 30.505 casos e uma taxa de incidéncia de 855,1 casos para cada 100 mil

habitantes no Mato Grosso>?.

2.1.2.Virus Zika no Brasil

No Brasil, um dos primeiros relatos de infec¢do por ZIKV ocorreu em margo de
2015 no estado da Bahia, quando o virus foi detectado em pacientes com sindrome semelhante
a dengue através de ensaio de biologia molecular em amostra de sangue’!. A circulagdo e
transmissdo autdctones do ZIKV foram confirmadas no pais nos meses de abril e maio do
mesmo ano®. Estima-se que ocorreram entre 440.000 e 1.300.000 casos de febre do zika
somente no ano de 20153,

No cendrio atual, at¢ a Semana Epidemiologica 21/2022 (Figura 2), foram
notificados 5.699 casos provaveis da doenga no pais, com taxa de incidéncia de 2,7 casos para
cada 100 mil habitantes, cujos dados representam aumento de cerca de 118,9% em relacdo ao
mesmo periodo do ano anterior. Nesta situacdo epidemioldgica, Mato Grosso apresenta

incidéncia de 2,2 casos para cada 100 mil habitantes*.

Figura 2. Incidéncia de febre zika por municipio até a semana epidemioldgica 21, Brasil, 2022.

ZIKA SE21/2022
Sem Dados
0,1a 50,0
50,1 a 100,0
100,1 a 300,0

I 300,1 a 500,0

. 500,1 a 2.086,2

Fonte: SVS/MS - Boletim Epidemiologico Vol.53 n° 24.
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2.1.3.Virus Chikungunya no Brasil

No Brasil, os primeiros casos suspeitos de febre do Chikungunya foram notificados
no ano de 2014 nos estados do Amapa e Bahia, regides norte e nordeste do pais,
respectivamente. A partir de 2015, o virus continuou se espalhando para outros estados
brasileiros, abrangendo todo o territorio nacional no ano de 2016, chegando a mais de 250 mil
casos notificados’’-’.

Dados sobre a ocorréncia de febre chikungunya mostram que até a semana
epidemioldgica 24/2022 (Figura 3), foram notificados 122.075 casos provaveis da doenga no
pais, com taxa de incidéncia de 57,2 casos para cada 100 mil habitantes, representando um
aumento de 93,7% em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior € com 23 6bitos confirmados.
Neste cenario epidemioldgico, a regido Centro-Oeste figura-se com o segundo maior nlimero

de casos provaveis, com 4.818 notificagdes e taxa de incidéncia de 28,8 casos para cada 100

mil habitantes?*.

Figura 3. Distribuicdo da taxa de incidéncia de febre chikungunya por municipio até a semana
epidemiologica 24, Brasil, 2022.

Taxa de Incidéncia
CHIKUNGUNYA SE24/2022
Sem Dados
0,1a50,0
50,1 a 100,0
100,1 a 300,0
I 300,1 a 500,0
I 500,1 a 9.987,2

Fonte: SVS/MS - Boletim Epidemiologico Vol.53 n° 24.

2.2. Classificacdo Morfologia e Genoma dos Arbovirus Dengue, Zika e Chikungunya

2.2.1.Virus Dengue e Zika

Os arbovirus DENV e ZIKV, pertencem a familia Flaviviridae e género Flavivirus,

que compreendem representantes que apresentam genoma constituido por RNA de fita

simples*.
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A particula viral dos flavivirus ¢ constituida por capsideo proteico (C) em formato
icosaédrico envolto por envelope lipidico e proteinas de membrana (M) e glicoproteinas (E). A

estrutura possui cerca de 40 e 60 nm de didmetro (Figura 4)*!.

Figura 4. Organizagao estrutural dos virus da familia Flaviviridae.

Proteinas (M)
Glicoproteinas (E)

Fonte: Adaptado de https://viralzone.expasy.org.

O genoma dos flavivirus ¢ composto por 2 regides distintas, sendo uma regiao
codificadora de 3 Proteinas Estruturais (C, prM e E) e outra regido codificadora de 7 Proteinas

ndo Estruturais (NS1, NS2A e B, NS3, NS4A e B, NS5), conforme observado na Figura 54!

Figura 5. Organizagdo gendmica dos virus da familia Flaviviridae.

Regido Codificadora de Proteinas Nao-Estruturais
1

, " NS2A NS4A ‘
=
‘ 1 / NS2B NS4B ¥

Regido Codificadora de Proteinas Estruturais

Fonte: Adaptado de https://viralzone.expasy.org.

Neste género, o DENV apresenta quatro sorotipos geneticamente distintos (DENV-

1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) com cerca de 60 a 80% de semelhanca entre si*2.
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2.2.2.Virus Chikungunya

O arbovirus CHIKV pertence a familia Togaviridae e género Alphavirus. Assim
como os Flavivirus, este género € composto por representantes que apresentam genoma
constituido por RNA de fita simples®*.

A particula viral dos Alphavirus é constituida por capsideo proteico (C) em formato
icosaédrico envolto por envelope lipidico e as glicoproteinas de membrana E1 e E2. A estrutura

possui cerca de 60 e 70 nm de didmetro (Figura 6)*.

Figura 6. Organizagao estrutural dos virus da familia Togaviridae.

Glicoproteinas de Envelope (E1 e E2) ]
[ Envelope Lipoproteico \ ? ?
OSR »
&’ M,
0&{

Fonte: Adaptado de https://viralzone.expasy.org.

Capsideo (C)

O genoma dos Alphavirus ¢ composto por 2 regides distintas, uma regido
codificadora de 5 Proteinas Estruturais (C, E3, E2, 6K e E1) e outra regido codificadora de 4

Proteinas ndo Estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), conforme observado na Figura 74,

Figura 7. Organizagdo gendmica dos virus da familia 7ogaviridae.

Regido Codificadora de Proteinas Estruturais

I}
] [ |

L oon [ owe | e [ owes | C 2 |« B
l " J 37
Regido Codificadora de Proteinas Nao-Estruturais

Fonte: Adaptado de https://viralzone.expasy.org.
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2.3. Vetor e Transmissao

As epidemias de arboviroses nos centros urbanos ocorrem principalmente através
da propagagao do virus durante o repasto sanguineo de mosquitos culicideos, dos géneros Culex
e Aedes. Fatores relacionados a uma urbanizagdo precaria em paises emergentes e a
globalizacdo favorecem a rapida disseminagao desses virus entre populagdes distintas ao redor
do mundo, inclusive a paises desenvolvidos, contribuindo para a morbimortalidade mundial e
caracterizando-as como emergéncias internacionais de saude publica, especialmente pela
capacidade de amplificagdo direta em seres humanos sem a necessidade do ciclo
enzoOtico®+>46,

Os principais vetores de arboviroses possuem predilecdo por regides tropicais e
subtropicais do planeta. Nesse contexto, o perfil sociodemografico, caracteristicas ambientais
e climaticas, fazem de grande parte do territdrio nacional um ambiente que abriga qualidades

ideais para a proliferacdo dos vetores e consequentemente, dos arbovirus, culminando com a

ocorréncia de uma variedade dessas zoonoses®’.

2.4. Manifestacgoes clinicas das Arboviroses dengue, zika e chikungunya

Com periodo de incubagdo de 2 a 7 dias, a infeccdo pelo DENV, quando
sintomadtica, causa uma doenga sistémica e dindmica de amplo espectro clinico, variando desde
formas oligossintomaticas até quadros graves, podendo levar o paciente ao 6bito. A severidade
da doenga pode variar levando em consideragdo diversos fatores, como coinfec¢des, idade,
carga viral, além da reinfec¢do pelo DENV2 Apesar de apresentar taxa de incidéncia

relativamente baixa, as formas graves de dengue podem ser fatais em até 24% dos casos?*%°.

Em razdo das diferencas genotipicas e fenotipicas entre os 4 sorotipos de DENV, o
individuo adquire imunidade vitalicia ao sorotipo que o infectou, entretanto permanece
susceptivel aos demais. Ainda assim, alguns estudos afirmam que ha um indicativo de uma
possivel protecdo imunoldgica cruzada entre os diferentes sorotipos por curto periodo. Outro
fator importante em relacdo a variacdo antigénica ¢ a auséncia de tratamentos com farmacos
antivirais eficazes, assim como a dificuldade em produzir vacinas capazes de garantir
imunidade simultanea aos sorotipos existentes, destacando a baixa efetividade dos
imunobioldgicos disponiveis e a dificuldade em implementar programas de imunizagao capazes

de evitar os recorrentes surtos e epidemias da doenga*2°,
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Em relacdo ao ZIKV, apesar de causar uma infec¢do oligo ou assintomatica na
maioria dos casos, o paciente sintomatico acometido apresenta quadro clinico classico
semelhante a outras arboviroses, com febre, poliartralgia, mialgia, erup¢ao maculopapular e
cefaleia®®. A gravidade e a relevancia da infec¢do por este arbovirus se deve ao seu tropismo
por células neurais de fetos, logo a infeccdo em gestantes pode resultar em uma sindrome
denominada Sindrome Congénita do Zika (SCZ), caracterizada por inimeras anormalidades
congénitas, como microcefalia, artrogripose, restricao do crescimento intrauterino e alteragdes
otoldgicas e oftalmoldgicas que afetam o desenvolvimento neuropsicomotor dos bebés
acometidos®*>4,

Além de evidéncias epidemioldgicas de SCZ, a identificagdo do genoma do ZIKV
por ensaios moleculares em amostras coletadas durante a gestagcdo e apos o parto de pacientes
com microcefalia, e os padrdes encontrados em exames de imagem reforcaram essa

associagiao’*!

. Além da sindrome congénita, alteragdes neuroldgicas em pacientes adultos,
descrita com a sindrome de Guillain-Barré, tem sido associada a infecgdo por ZIKV>2, A
magnitude do surto e da gravidade associados a transmissdo congénita levou a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) a declarar em fevereiro de 2016 a infeccdo por ZIKV como uma
emergéncia de satde publica de importincia internacional®2.

Nos casos de febre do Chikungunya, cerca de 75 a 95% dos pacientes sdo
sintomadticos, caracterizando-se por febre de inicio subito seguido por dores articulares que
variam de moderada a severa, podendo deixar o paciente debilitado por anos®’#>. Além disso,
um quadro preocupante de mortes devido a infec¢do por CHIKV tem deixado em alerta as

autoridades em satide do pais®’-°.

2.5. Diagnostico Laboratorial

Negligenciadas pelo poder publico nos tltimos 3 anos de pandemia, estando em
segundo plano nas politicas publicas de atencdo a satude, os ultimos dados epidemiologicos do
pais e da regido centro-oeste refor¢am a permanéncia, abrangéncia e o impacto das arboviroses,
resultando no aumento exponencial no nimero de notificagdes de casos provaveis e dbitos em
virtude da infec¢do por DENV, ZIKV e CHIKV?>3,

Considerando as caracteristicas da infeccdo, uma vez que diferentes virus
ativamente circulantes e endémicos sdo responsaveis por sintomas clinicos semelhantes, testes
diagndsticos laboratoriais conclusivos sdo essenciais para diferenciacdo e conduta adequada ao

paciente acometido®.
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O diagnostico laboratorial das arboviroses pode ser realizado por imunoensaios
para identificagdo de antigenos ou anticorpos, isolamento viral e técnicas moleculares a partir
da amplificagdo do acido nucleico viral. Os ensaios sorologicos sdo técnicas de detecg¢do
indireta baseadas na resposta imune do paciente. No entanto, a possibilidade de ocorréncia de
reacdo cruzada em razdo de semelhancas entre os virus de mesma familia pode dificultar o
diagnostico diferencial®.

Apesar disso, a avaliagdo por métodos soroldgicos corresponde a maioria dos
exames solicitados no Brasil, com taxas recentes de 83,2% para dengue, 78,6% para
chikungunya e 62,4% para o diagnostico de febre do zika. Além disso, estes dados representam

apenas 61,3% dos casos notificados™.

2.5.1. Diagnéstico Sorologico

Os ensaios soroldgicos consistem principalmente na deteccdo de anticorpos
produzidos pela reposta imunolédgica do paciente contra um determinado agente infeccioso. A
detec¢do de imunoglobulinas das classes IgM e IgG permite verificar exposi¢do recente ou
tardia ao antigeno™.

Na rotina diagnéstica de casos suspeitos de arboviroses no Brasil geralmente sao
empregados protocolos imunoenzimaticos do tipo ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay), apesar do amplo conhecimento da possibilidade de reagdo cruzada pelas caracteristicas
semelhantes entre os arbovirus, especialmente em regides que apresentam circulagdo endémica
de mais de um desses agentes infecciosos>>.

Ademais, especificamente para o diagndstico de casos suspeito de febre do Dengue,
em geral sdo utilizados métodos imunocromatograficos de fluxo lateral para deteccdo de
antigeno NS1, que representa um importante marcador da fase clinica inicial da doenca. O
diagnostico realizado através desta metodologia possibilita reduzir a ocorréncia de reagao

cruzada com outros arbovirus>3~4,

2.5.2. Isolamento Viral
O isolamento viral possibilita a deteccdo e identificagdo precisa do agente viral.

Além disso, o isolamento permite a obtencdo e manutencdo dos agentes infecciosos para

estudos posteriores!%-34,
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Os protocolos de isolamento consistem na amplificagdo da quantidade de particulas
virais. Para a técnica, geralmente sdo empregados protocolos de propagacdo in vitro através de
cultura celular!®. Apesar de menos utilizados, outros protocolos de isolamento propdem a
propagagdo das particulas virais em camundongos ou ovos embrionados®*,

Considerado o método padrao-ouro e referéncia, os protocolos de isolamento viral
exigem estrutura complexa, além de maior tempo para a obtengdo do resultado, sendo este o
principal obstaculo para a uso dessa ferramenta na obten¢do de resposta oportuna necessaria

em conjunto a avalia¢do clinica do paciente®.

2.5.3. Diagnostico Molecular

As técnicas moleculares tém ganhado destaque no diagndstico de doengas
provocadas por microrganismos patogénicos e inumeros estudos propdem o aprimoramento e
otimizagdo deste método. Assim como o isolamento viral, os ensaios moleculares permitem o
diagnodstico na fase aguda da doenca, quando os anticorpos ainda se encontram em titulos
indetectaveis pelos métodos sorologicos, possibilitando diagndstico oportuno®-33-38,

Os protocolos, baseados na amplificacdo exponencial de 4cidos nucleicos, como a
Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR), sdo ensaios altamente
sensiveis e especificos para a detec¢do de RNA viral e o diagnostico preciso dessas doengas®.
A partir de uma sequéncia nucleotidica conhecida utilizada como molde e a adi¢do de
iniciadores seletivos capazes de hibridizar especificamente a uma posi¢ao do genoma definido
pelo pesquisador como sequéncia alvo da avaliacdo, os protocolos de PCR permitem sintetizar
milhares de copias em curto periodo, possibilitando detectar tragcos e amplificar grandes
quantidades de 4cido nucleico na amostra analisada™.

A PCR ¢ um processo ciclico realizado in vitro com variagdes de temperatura e
tempo que mimetizam a sintese de &cidos nucleicos celulares (Figura 8). O procedimento
ocorre inicialmente com a denaturagdo da fita dupla do DNA molde, promovendo a separagao
em duas fitas simples. Em seguida, etapas com denaturag¢do, hibridizacdo e sintese sdo
realizadas em ciclos que variam em duragdo e temperatura conforme o protocolo padronizado.
Em cada ciclo, apds o processo de denaturagdo, as sequéncias sintéticas de nucleotideos
utilizadas, conhecidas como iniciadores (Forward e Reverse), hidridizam as duas extremidades
(5° e 3’) da regido alvo no 4cido nucleico analisado, possibilitando desta forma, a replicagao
(sintese) exponencial da regido de interesse no DNA molde pela acdo da enzima DNA

Polimerase™°.
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Figura 8. Representacdo esquematica da Reagdo em Cadeia da Polimerase.
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Fonte: Adaptado de Alberts et al. Biologia Molecular da Célula. 6 ed. Artmed.
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Em virtude de serem virus que possuem RNA como material genético, os ensaios
moleculares para a deteccdo de acido nucleico dos arbovirus consistem na realizacdo de
protocolos em etapas distintas, com a necessidade de um processo inicial de sintese de DNA
complementar (cDNA) por Transcricdo Reversa (Reverse Transcription - RT), em virtude da
instabilidade molecular do RNA viral e da especificidade de a¢do da enzima utilizada por alvo
em molécula de DNA, seguidos de protocolos para identificagdo de género ou espécie®.

A PCR convencional, além da detec¢ao pela amplificacdo do alvo, possibilita a
elucidacdo de variagcdes no genoma dos patdgenos através de processos de sequenciamento e
analise filogenética dos produtos purificados®!.

Ainda, protocolos de RT-PCR tém sido melhorados com a realizacdo de ensaios
Nested secunddrios, a partir do produto oriundo da PCR inicial, no qual sdo utilizados
iniciadores especificos capazes de hibridizar internamente a regido alvo estabelecida pela PCR
primaria. Neste sentido, os protocolos de Nested-PCR geram fragmentos menores e aumentam
a especificidade dos ensaios®®. Em ambos os protocolos convencionais, a presenca do acido
nucleico viral amplificado ¢ detectada a partir da realizag@o de eletroforese dos produtos das
reagoes®.

Além do mais, os ensaios de PCR possibilitam a identificagdo de diferentes
patégenos em uma Unica reagdo através da realizacdo de protocolos multiplex, para os quais
sdo utilizados iniciadores distintos para cada espécime pesquisado, seja pela obtencdo de
fragmentos de amplificacdo com tamanhos diferentes, no caso da PCR convencional, ou mesmo
pela diferenciagio da fluorescéncia emitida pelo alvo analisado em protocolos de qPCR>4°,

A gqPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) permite ndo apenas a detec¢ao
em tempo real do alvo, descartando a necessidade de eletroforese do produto amplificado, como

também possibilita a determinacdo do numero de copias virais. Técnicas baseadas em sondas
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de hidrdlise ou intercalantes moleculares tem se apresentado como opg¢ao diagndstica rapida e

de qualidade, destacando-se como ferramenta essencial durante a pandemia de COVID-19%2,

2.6. Prevencio e Controle

Apesar da possibilidade de disseminagdo direta entre humanos através da
transmissdo por via sexual, em razdo da observagdo da presenca de particulas virais de ZIKV
no sémen de pacientes infectados®, a principal forma de transmissdo das arboviroses ocorre
acidentalmente durante o repasto sanguineo pela picada de hospedeiros artropodes,
especialmente os mosquitos Aedes (Stegomyia) aegypti € Aedes (Stegomyia) albopictus®. A
habilidade desses virus em sofrer amplificacdo e manutencao dos ciclos em humanos e rapida
disseminagdo ¢ suficiente para a ocorréncia de surtos epidémicos e sustentacdo de regides
endémicas, afetando milhares de pessoas?.

Apesar da implementacdo de eficiente controle vetorial no passado, com a extingao
dos mosquitos do género Aedes sp. nas Américas, o programa de erradicacdo do vetor ndo foi
suficiente para evitar sua reinfestacdo e ressurgimento do DENV. Da mesma forma, nos ultimos
anos os protocolos de controle do vetor adotados no Brasil ndo tém alcangado €xito e o nimero
de notificacdes de casos provaveis de arboviroses continuam elevados, especialmente apos a
emergéncia do ZIKV e CHIKV?2,

Na busca pela prevencdo das sindromes febris agudas causadas pelos arbovirus, a
comunidade cientifica ndo tem medido esfor¢os para o desenvolvimento de vacinas. No entanto,
apesar das inimeras pesquisas em curso para a producdo de vacinas contra as febres zika e
Chikungunya, estes imunizantes ainda ndo estdo disponiveis. Em relagdo a vacina contra o
DENYV, apesar dos produtos oportunizados, no Brasil ¢ autorizado a administracdo apenas a
parcela da populagdo que teve exposi¢do prévia ao virus!”-18:64,

Neste sentido, a compreensao dos mecanismos de adaptacao dos arbovirus e seus
vetores pode ser ferramenta bioldgica importante para o entendimento da ocorréncia dos surtos
e epidemias e da possibilidade de emergéncia de novas arboviroses em humanos, especialmente
em regides endémicas. Aliado a isso, a implantacdo e manutengdo de programas de vigilancia
epidemioldgica, a partir da implementacdo de protocolos de controle vetorial eficientes,

continua sendo o principal meio de prevengdo de surtos dessas sindromes febris agudas!!-6.



29

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o desempenho da RT-PCR para a deteccdo de RNA de DENV, ZIKV e
CHIKYV e descrever as caracteristicas epidemioldgicas de pacientes com sindrome febril aguda

notificados na regido Sudeste de MT, durante a primeira epidemia de ZIKV no Brasil.

3.2. Objetivos Especificos

* Determinar a sensibilidade, especificidade e acuracia do diagnodstico molecular por RT-
PCR para a deteccdo de RNA de DENV, ZIKV e CHIKV em pacientes com sindrome
febril aguda notificados na regido sudeste de Mato Grosso, durante a primeira epidemia

de ZIKV no Brasil, utilizando a RT-qPCR como teste de referéncia.

* Descrever as caracteristicas epidemioldgicas e laboratoriais de pacientes com sindrome
febril aguda e suspeita clinica das arboviroses zika, dengue e chikungunya, notificados

na regido sudeste de Mato Grosso, durante a primeira epidemia de ZIKV no Brasil.
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4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, experimental e descritivo de casos suspeitos
notificados das arboviroses dengue, zika e febre chikungunya no municipio de Rondondpolis
de agosto de 2015 a agosto de 2016, periodo de introducdo e disseminac¢do dos arbovirus ZIKV
e CHIKYV no Brasil.

4.2. Local do Estudo

O municipio de Rondondpolis estd localizado na regido Sudeste do estado de Mato
Grosso, Centro-Oeste do Brasil (Figura 9). Com uma area de aproximadamente 4.824.020 Km?
e populacdo estimada em cerca de 239 mil habitantes distribuidos em 230 bairros, 0 municipio
¢ referéncia para outras 18 cidades que englobam a Regido Sudeste de Saude do Estado®. Trata-
se de uma regido endémica para DENV e com circulagdo concomitante de ZIKV e CHIKV.

Este estudo representa uma pesquisa inédita sobre o assunto para a regiao.

Figura 9. Localizacdo geografica da area de estudo.

1.000 km

Mapa do Brasil, estado de Mato Grosso (MT) e municipio de Rondonopolis (preto).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3. Amostragem

Trata-se de uma amostra por conveniéncia de pacientes com sindrome febril aguda
e suspeita de infec¢do pelos arbovirus DENV, ZIKV e CHIKYV, atendidos pelas Unidades
Basicas de Saude dos 19 municipios de abrangéncia do LACEN MT-Rondondpolis, conforme
divisdo dos Escritorios Regionais de Saude de Mato Grosso®’.

Para as analises moleculares e soroldgicas, as amostras clinicas foram provenientes
de biorepositério do Laboratério Central de Rondondpolis (LACEN MT-Rondonopolis),
laboratério publico da Secretaria Estadual de Saude de Mato Grosso e coletadas na rotina de
assisténcia dos casos notificados no periodo de agosto de 2015 a agosto de 2016 de pacientes
com até cinco dias do inicio dos sintomas.

A coleta sanguinea foi realizada por pungdo venosa pela equipe de profissionais do
LACEN MT-Rondonopolis em tubos sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas
para a separagdo e obtencdo do soro, cujas aliquotas foram acondicionadas em criotubos e
armazenadas sob congelamento.

As aliquotas de soro foram cedidas ao Laboratdrio de Virologia Basica e Aplicada
do Nucleo de Pesquisas em Producdo e Conservagdo do Cerrado — NUPEC da Universidade
Federal de Rondonopolis-UFR, onde foram mantidas acondicionadas em ultrafreezer a -80°C
até a execugdo dos experimentos.

O perfil clinico-epidemioldgico e sociodemografico dos participantes da pesquisa
foi realizado através dos dados contidos nas Ficha de Notificagdo do Sistema Nacional de

Agravos de Notificagdo — SINAN.

4.3.1. Critérios de Elegibilidade Amostral

Um total de 197 pacientes com sindrome febril aguda e suspeita de infec¢ao pelos
arbovirus DENV, ZIKV e CHIKYV, residentes nos municipios de abrangéncia da regido sudeste
de saude de Mato Grosso foram incluidos no estudo. Destes, as amostras clinicas de 179
pacientes foram selecionadas para as andlises laboratoriais, considerando o periodo de
abrangéncia do estudo (agosto de 2015 a agosto de 2016) e a coleta sanguinea dentro do periodo
de viremia (até o 5° dia ap0s o inicio dos sintomas).

Participantes cuja amostra bioldgica foi coletada fora do periodo determinado para

o estudo, em quantidade insuficiente para a realizagdo de todas as andlises laboratoriais
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propostas e armazenadas em discordancia dos padrdes exigidos para os ensaios moleculares,

foram excluidos da avaliagdo diagnostica.

4.4. Analise Descritiva das Informacoes Demograficas e Clinicas

A avaliacdo descritiva do perfil clinico-epidemiolédgico e sociodemografico dos 197
participantes incluidos no estudo foi realizada através dos dados obtidos das Fichas de
Notificagdo do SINAN. Os dados foram tabulados e analisados no Microsoft Excel®
(Washington, EUA).

A distribuicdo espacial dos casos notificados conforme bairro de residéncia foi
realizada por meio do software de cddigo aberto Geographic Information System (QGIS v3.18).
Os bairros do municipio de Rondondpolis foram classificados por densidade de notificagao

conforme niimero de casos suspeitos registrados.

4.5. Ensaios Laboratoriais

Um total de 179 amostras clinicas incluidas no estudo foram submetidas a
investigacdo pelos métodos moleculares de RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase
Chain Reaction) e RT-qPCR, para a deteccdo de RNA de DENV, ZIKV e CHIKV e avaliagdo
da sensibilidade, especificidade e precisdao do diagndstico molecular. Ensaios sorologicos para

a detecgd@o de anticorpos (IgM e IgG) anti-ZIKV também foram realizados.

4.5.1. Ensaios Moleculares

4.5.1.1. Extracao de RNA

O RNA total das amostras foi extraido e purificado a partir de 150 uL de soro
usando o método de membrana de silica com o kit comercial NucleoSpin® RNA Virus
(Macherrey-Nagel, GER) de acordo com as instrugdes do fabricante. Este protocolo fornece a
purificacdo e concentracdo do RNA viral em 50uL de solugdo, a qual foi identificada e
armazenada em ultrafreezer a -80°C até o momento da utilizagdo para os ensaios moleculares.
O controle interno do ensaio RT-qPCR e amostras positivas dos trés arbovirus alvos do estudo

foram incluidos nesta etapa das analises.
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4.5.1.2. Transcricao Reserva (RT)

Inicialmente, uma reacdo de Transcricdo Reversa (RT) foi realizada a partir do
RNA viral extraido. Foram utilizados 10 pL da solugdo resultante da extragdo contendo o RNA
molde, tampao de transcricdo M-MuLV e 200 U de M-MuLV RT (New England BioLabs®),
8 U de inibidor de ribonuclease (RNasin® Ribonuclease Inibidor - Promega®), 0,5 mM de cada
trifosfato de desoxinucleotideo (ANTP), 0,6 pg de primer randémico (Invitrogen®) e dgua livre
de ribonuclease para completar o volume final da reacdo de 20 pL. A mistura foi incubada a
25°C por 5 min, seguido de 42°C por 60 min para a obtengdo do DNA complementar. A solugao

resultante foi armazenada a -20°C até o momento da utilizagao.

4.5.1.3. Multiplex-Nested-RT-PCR para Detec¢io de RNA de DENV

Para a deteccdo molecular de RNA de DENV, foi utilizado protocolo multiplex-
nested-PCR®, possibilitando a amplificagdo simultinea e identificagdo dos 4 sorotipos virais.
Primeiramente, um protocolo de PCR simples foi realizado para a obtengdo de fragmento de
958 pares de base (pb) correspondente ao género Flavivirus, utilizando um conjunto de
iniciadores (Tabela 1) direcionado a regido conservada do genoma viral codificadora da

proteina NS5,

Tabela 1. Sequéncia de Nucleotideos dos iniciadores utilizados para a deteccdo de género
Flavivirus por RT-PCR.

Tamanho do

Ensaio Cédigo do Primer R;lg‘l]zo Sequéncia (5> - 3°) Pgilﬁzﬁll;o Fragmento
(pb)
PCR para FG1 (+) NS5 TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT 8270-8297 058
P FG2 (-) GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA — 9228-9258

(t): Forward, (-): Reverse; pb: pares de base.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Posteriormente, o produto resultante da amplificagdo de RNA pelo protocolo para
detecgdo de género Flavivirus foi submetido a um protocolo de multiplex-nested-PCR®,
incluindo os iniciadores especificos (Tabela 2) para a detec¢do de RNA dos quatro sorotipos

de DENV.
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Tabela 2. Sequéncia de Nucleotideos dos iniciadores utilizados para a detecgdo de DENV por
nested-RT-PCR.

Regido Posicdio no Tamanho do

Ensaio Cédigo do Primer Alvo Sequéncia (5> - 3) Genoma Fragmento
(pb)
nDENI (-) CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC 8653-8673 472
Multiplex nDEN?2 (-) GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC 8488-8516 316
I;;:;eggﬁ\l} nDENS3 (-) NS5 TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT 8822-8851 659
nDEN4 (-) GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC 8394-8415 222

(+): Forward; (-): Reverse; pb: pares de base; = Sequéncia Referéncia no NCBI: nDENI (NC
001477.1); nDEN2 (NC 001474.2); nDEN3 (NC 001475.2); nDEN4 (NC 002640.1).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.1.4. Nested-RT-PCR para Deteccio de RNA de ZIKV

A detecc@o do RNA do ZIKV foi realizada inicialmente por uma RT-PCR simples,
conforme protocolo previamente descrito®. O cDNA molde produto da Transcrigdo Reversa (6
pL) foi incubado a 94°C por 15 min como desnaturagdo inicial seguida por 45 ciclos de
amplificagdo a 94°C por 15s, 57°C por 25s e a 72°C por 20s em uma mistura contendo tampao
de DNA polimerase e 1,25 U de Taq DNA Polimerase (Uniscience®), 5 mM de cada dNTP,
0,5 umol/L e 0,8 umol/L de primer ZIKV direto e reverso, respectivamente (Tabela 3) e 4gua
livre de ribonuclease para completar o volume final da reagdo em 25 pL.

Posteriormente, apds avaliagdo in silico (Figura 10) do alinhamento genético,
utilizando a ferramenta Molecular Evolutionary Genetics Analysis-MEGA versdao XI, dos
iniciadores descrito na literatura (Tabela 3) com a Sequéncia Referéncia (RefSeq) ZIKV (NC
012532.1) disponivel no banco de dados da National Center for Biotechnology Information
(NCBI), foi possivel propor um protocol nested-RT-PCR.

Figura 10. Avaliacdo in silico de protocolo nested-RT-PCR para detec¢do de ZIKV.

RefSeq ZIKV NCBI

8288 — 8315 19121-9141 9246 - 9276 | 9290 - 9312

FG1 | ZIKVF FG2 | ZIKVR
Fragmento -
Protocolo Balm 9121 - 9141 9290 -9312 m

i ZIKVF ZIKVR

Fragmento |
Protocolo Proposto 159 _g141 9246 — 9276
ZIKV F FG2

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Dessa forma, utilizando 1 pL. do produto da RT-PCR simples, 0,5 umol/L de
ZIKVF9027 % ¢ 0,15 pmol/L de FG2%. como oligonucleotideos conjunto de iniciadores direto
e reverso, respectivamente (Tabela 3), o protocolo resulta em um amplicon de 156 pares de
bases (pb) de tamanho. O ensaio dessa mistura foi realizado com as mesmas concentragdes dos
reagentes da PCR simples descrita acima e incubado a 94°C por 5Smin seguido por 25 ciclos de
amplificagdo a 94°C por 1min, 53°C por Imin, 72°C por 2min e a 72°C C por Smin como etapa
final de extensdo. O conjunto de iniciadores utilizados em ambos os protocolos ¢ direcionado a

uma regido conservada do RNA viral, codificadora da proteina ndo estrutural NS5.

Tabela 3. Sequéncia de Nucleotideos dos iniciadores utilizados para a detec¢do de ZIKV por
RT-PCR e nested-RT-PCR.

Tamanho do

Codigo do Regido Posi¢io no

Ensaio Primer Alvo Sequéncia (5’ - 3°) Genoma"™ Fragmento
(pb)
PCR para ZIKVF9027 (+) CCTTGGATTCTTGAACGAGGA 9121-9141 192
ZIKV ZIKVRI9197 (-) AGAGCTTCATTCTCCAGATCAA 9290-9312
NS5
Nested-PCR ZIKVF9027 (+) CCTTGGATTCTTGAACGAGGA 9121-9141
para ZIKV FG2 (-) GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA 9246-9276 156

(+): Forward; (-): Reverse; pb: pares de base; ~Sequéncia Referéncia no NCBI: ZIKV (NC
012532.1).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.1.5. RT-PCR para Detec¢iao de RNA de CHIKV

A detec¢ao do RNA de CHIKYV foi realizada por um protocolo de PCR simples
utilizando iniciadores direcionados para a regido do RNA viral codificadora da proteina nao
estrutural nsP17°. A mistura continha tampdo de PCR e 1,25 U de Taq DNA Polimerase
(Uniscience®), 5 mM de cada dNTP, 0,1 pmol/L dos iniciadores direto e reverso para CHIKV
(Tabela 4), 6 uL de molde de cDNA produto da Transcricdo Reversa e agua livre de
ribonuclease para completar o volume final de reacdo em 25 pL. A solucdo foi incubada a 94°C
por 3 min como etapa de desnaturagcdo seguido por 35 ciclos a 94°C por 30s, 54°C por 30s e

72°C por 30s, e a 72°C por 5 min.

Tabela 4. Sequéncia de Nucleotideos dos iniciadores utilizados para a detec¢ao de CHIKYV por
RT-PCR.

Regido Posi¢iio no Tamanho do

Ensaio Cédigo do Primer Alvo Sequéncia (5’ - 3°) Genoma® Fragmento
(pb)
PCR para CHIK/nsP1-S (+) TAGAGCAGGAAATTGATCCC 228-247 154
CHIKV CHIK/nsP1-C (-) nsP1 CTTTAATCGCCTGGTGGTAT 562-582

(+): Forward, (-): Reverse; pb: pares de base; “Sequéncia Referéncia NCBI: CHIKV (NC 004162.2).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Controles positivos de isolados gentilmente cedidos pela Dra. Renata Dezengrini
Slhessarenko e negativos foram incluidos em todos os ensaios de RT-PCR e as reagdes foram

realizadas utilizando o termociclador T1I00TM (BioRad, EUA).

4.5.1.6. Eletroforese dos Produtos da RT-PCR e da nested-RT-PCR

Os produtos de ambos os protocolos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2% corada com brometo de etidio. O procedimento foi executado utilizando 5
pL da solu¢do de produtos amplificados provenientes da RT-PCR e da nested-RT-PCR. A
determinagdo da positividade da amostra foi realizada comparando o tamanho do fragmento

com o DNA Ladder de 100 pb (Promega, EUA), sob luz ultravioleta.

4.5.1.7. Sequenciamento Nucleotidico e Analise das Sequéncias

Todas as amostras positivas nos protocolos de RT-PCR e nested-RT-PCR foram
purificadas pelo método de purificagdo em coluna de silica, utilizando o kit comercial
NucleoSpin® Gel e PCR Clean-up (Macherrey-Nagel, GER) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

O sequenciamento de nucleotideos foi executado pelo método de Sanger com os
iniciadores direto e reverso de cada protocolo especifico, utilizando o equipamento 3500
Genetic Analyzer® Applied BiosystemsTM (Life Technologies, EUA).

O alinhamento e avaliacdo dos cromatogramas obtidos no sequenciamento foram
realizados utilizando o software Molecular Evolutionary Genetics Analysis-MEGA versao XI
e as sequéncias de nucleotideos foram avaliadas através do banco de dados da National Center
for Biotechnology Information (NCBI) através da ferramenta Basic Local Alignment Search

Tool — BLAST selecionando protocolo de busca por sequéncias altamente semelhantes.

4.5.1.8. RT-qPCR para Deteccio de RNA de DENV, ZIKV e CHIKV

Para a detec¢cao do RNA viral por RT-qPCR, as moléculas-alvo foram amplificadas
por ensaio baseado em um protocolo de etapa unica segundo método de sonda de hidrolise,
utilizando o kit comercial ZDC Multiplex RT-PCR Assay® (BioRad, EUA). Conforme
recomendacdes do fabricante, 5 pl. de template foi adicionado a solugdo de reagentes e

incubado a 50°C por 15 minutos para a Transcrigdo Reversa, seguido pela desnaturacao inicial
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a 94°C por 2 minutos e 45 ciclos de amplificagdo a 94°C por 15s, 55°C por 40s e a 68°C por
30s, utilizando o equipamento CFX96 Touch™ Real Time PCR Detection System (BioRad,
EUA).

O protocolo utilizado permite realizar a detecgdo de RNA dos trés arbovirus alvos
deste estudo (ZIKV, DENV e CHIKV) em uma unica reacao, visando o gene ns4b para ZIKV,
sequéncias 5S'UTR para DENV e o gene nsP2 para CHIKV. As reacdes com valores de Cycle

Threshold (Ct) inferiores a 40 foram consideradas como positivas.

4.5.2. Ensaios Sorologicos

A avaliagdo soroldgica das amostras foi realizada por ensaio de imunoabsor¢ao
enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA) para detec¢ao dos anticorpos anti-
ZIKV imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (IgG), por reacdes semiquantitativa e
quantitativa, respectivamente, com base na proteina ndo estrutural recombinante NS1, de
acordo com as instrugdes do fabricante (Euroimmun AG, GER).

Para a deteccdo dos anticorpos IgM e IgG Anti-ZIKV, 5 pL de soro de cada
participante do estudo, calibradores e controles fornecidos pelo kit foram diluidos na proporcao
de 1:101 em solugdo tampao fornecida. Em seguida, 100 pL de cada dilui¢do foi distribuida em
microplaca especifica e incubada em estufa a 37°C por 60 minutos. Na sequéncia, os pocos da
microplaca foram lavados 3 vezes com 300 pL de solugdo de lavagem, considerando um
intervalo de 30 a 60s entre cada uma das etapas do procedimento. Apos, adicionou-se 100 pL.
de conjugado enzimatico mantendo a microplaca em temperatura ambiente por 30 min.
Novamente, procedeu-se o protocolo de lavagem e adicionou-se 100 pL do reagente
cromogénico e incubou-se por 15 min a temperatura ambiente. Na sequéncia foram pipetados
100 pL de solugdo de parada e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro para microplacas em
comprimento de onda de 450nm.

A interpretagdo dos resultados para anticorpos IgM foi realizada pela razio entre as
absorbancias das amostras avaliadas e a absorbancia do calibrador fornecido pelo kit. Para
validacdo do teste, o ensaio deve resultar em densidade optica (DO) > 0,140 para o calibrador,
razao entre 1,2 — 3,2 para o controle positivo e DO de 0 — 0,7 para o controle negativo, sendo
consideradas negativas amostras com razao < 0.8, limitrofes as amostras com razdo > 0,8 e <
1,1, e positivas as amostras com razao > 1,1.

O protocolo do ensaio para deteccdo de IgG anti-ZIKV utiliza 3 calibradores de

concentragdes conhecidas em unidades relativas por mililitro (RU/mL) de 2, 20 e 200 RU/mL,
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fornecidos pelo kit. Para validag¢do do teste, o ensaio considera DO de 0,037 como valor de
referéncia para o calibrador com concentragdo de 2 RU/mL, DO > 0,140 para o calibrador com
concentragdo de 20 RU/mL e DO > 0,700 para o calibrador com concentragcdo de 200 RU/mL.
O controle positivo deve apresentar concentragdo entre 69 — 129 RU/mL, enquanto o controle
negativo deve apresentar concentragao entre 0 — 15 RU/mL. Os resultados foram interpretados
considerando o calibrador de concentracdo de 20 RU/mL como ponto de corte, conforme

recomendacoes do fabricante.

4.6. Avaliacao Estatistica

Para avaliar o desempenho de ambas as metodologias moleculares, a andlise
estatistica foi baseada no valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN),
acuracia, sensibilidade e especificidade dos testes, utilizando o software GraphPad Prism®
(Califérnia, EUA). A técnica molecular de RT-qPCR foi definida como o ensaio de referéncia
e o ensaio nested-RT-PCR o teste de indice. A significancia estatistica do ensaio foi medida
usando o teste exato de Fisher bicaudal entre o nimero de amostras testadas positivas para
DENV e ZIKV por nested-RT-PCR e RT-qPCR. O teste do coeficiente Kappa foi realizado

para avaliar a concordancia entre os ensaios realizados.

4.7. Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP) da Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT, Campus Universitario de
Rondondpolis — CUR sob Parecer Numero: 3.288.872, em 26 de abril de 2019 e dispensado de
aprovagao pelo CEP da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP (Parecer Numero:
3.371.030) em 07 de junho de 2019.

4.8. Limitacoes do Estudo

E importante abordarmos algumas limitacdes deste estudo, sendo aquelas
relacionadas a avaliagdo epidemioldgica, especialmente a qualidade dos dados obtidos nas
fichas do SINAN dos pacientes, com elevado nimero de informagdes incompletas. Quanto a
avaliagdo da performance dos ensaios moleculares executados, diferentes etiologias infecciosas

devem ser consideradas, uma vez que a inquérito foi projetado apenas para detec¢cdo molecular
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de DENV, ZIKV e CHIKYV e para a detec¢@o sorologica de anticorpos anti-ZIKV. Além disso,
a auséncia de amostras positivas para CHIKV impossibilitou a avalicdo dos ensaios
direcionados a detec¢do deste agente etiologico. Ressalta-se ainda a possibilidade de
degradagdo do RNA viral, considerando que as amostras foram coletadas entre os anos de 2015

e 2016, enquanto as analises moleculares foram processadas apenas nos anos de 2019 e 2020.
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5. RESULTADOS

Para a avaliag@o do perfil clinico e epidemiologico, foram incluidos 197 pacientes
participantes do estudo. De acordo com as fichas de notificagdo do SINAN de cada paciente,
124 (63%) eram do sexo feminino, das quais oito estavam gravidas, sendo quatro no primeiro
trimestre e a outra metade no terceiro trimestre de gestagao.

A média de idade dos participantes foi de 32 anos, sendo de dois meses de idade o
paciente mais jovem, enquanto o mais velho tinha 70 anos. A faixa etdria mais frequente
observada foi de 19 a 59 anos (44,7%). Considerando a identidade étnica, 56 (28,4%) pacientes
se autodeclararam brancos e trés casos foram notificados como indigenas. A escolaridade foi
omitida em 112 (56,9%) fichas de notificagdo avaliadas. Por outro lado, para 17 pacientes
(8,6%), essa variavel foi inaplicavel de acordo com a idade. Em relagdo a regido de residéncia
dos participantes, 114 (57,9%) relataram residir em area urbana. Quatro pacientes residiam em
area rural, sendo destes trés em territério indigena (Tabela 5). Apenas quatro notificagdes eram
de pacientes residentes em outros municipios, ambos pertencentes a regido sudeste de satde.

Portanto, 193 (98%) pacientes eram residentes no municipio de Rondondpolis.

Tabela 5. Caracteristicas sociodemograficas dos casos suspeitos de arboviroses em
Rondondpolis, Brasil, durante a epidemia brasileira de ZIKV (2015-2016).

. Frequéncia

Variavel n(197) %
Género Feminino 124 63.0
Masculino 69 35.0

Ignorado 4 2.0

Faixa Etaria (Anos) 0-5 16 8.1
5-19 14 7.1
19-59 88 44.7

59-70 10 5.1
Ignorado 69 35.0
Etnia/Cor da Pele Branca 56 28.4
Preta 7 3.6

Amarela 0 0
Marrom 38 19.3

Indigena 3 1.5
Ignorado 93 47.2

Nivel Educacional Analfabeto 1 0.5
EF Incompleto 19 9.7

EF Completo 4 2.0

EM Incompleto 6 3.0

EM Completo 14 7.1

ES Incompleto 5 2.5

ES Completo 19 9.7

Inaplicado 17 8.6
Ignorado 112 56.9
Zona de Residéncia Urbana 116 58.9
Rural 4 2.0

Periurbana 1 0.5
Ignorado 76 38.6

EF, Ensino Fundamental; EM Ensino Médio; ES, Ensino Superior.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os participantes incluidos no estudo eram pacientes residentes em 79 (33%) bairros
do municipio de Rondondpolis. A andlise de geoprocessamento realizada mostrou maior
densidade de casos notificados em trés bairros urbanos da cidade, localizados nas regides

central e norte da cidade, conforme observado na Figura 11.

Figura 11. Localizagio geografica da area de estudo e distribui¢ao das notificagdes por bairro.
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Mapas do Brasil, estado de Mato Grosso (MT) e municipio de Rondonépolis (preto) (A);
Distribui¢dao espacial dos casos notificados de ZIKV, DENV e CHIKV por densidade de
notificagdo entre os bairros urbanos do municipio de Rondondpolis (B), durante a primeira
epidemia brasileira de ZIKV (2015-2016).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quanto aos dados relativos aos sinais e sintomas clinicos apresentados pelos
participantes, apenas 46 (23,3%) fichas de notificacdo continham alguma informacgdo. Os
distarbios musculoesqueléticos como artralgia, edema articular e mialgia foram relatados por
45 (22,8%) pacientes que apresentaram pelo menos um desses sintomas, representando as
principais queixas. Febre (13,7%), cefaleia (11,7%), prurido (10%) e sintomas relacionados a
distarbios hematoldgicos, como exantema e petéquias (12,6%), também foram registrados.
Outros sintomas relatados foram manifestacdes oftalmologicas (6,1%) e gastrointestinais

(5,6%), conforme Tabela 6.
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Tabela 6. Caracteristicas clinicas de casos suspeitos de arbovirose em Rondonopolis, Brasil,
durante a epidemia brasileira de ZIKV (2015-2016).

Frequéncia
Sinais e Sintomas Clinicos
n (197) %
Sistémicos
Febre 27 13.7
Coceira 20 10.1
Cefaleia 23 11.7
Gastrointestinais
Vomito
Nauseas 11 5.6
Dor abdominal
Diarreia
Musculoesqueléticos
Artralgia
Dor articular 45 22.8
Mialgia
Hematolégicos
Petéquias 25 12.6
Rash cutineo
Oftalmologicos
Dor retro orbital 12 6.1

Hiperemia de conjuntiva

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quanto aos ensaios laboratoriais, foram avaliadas a especificidade e sensibilidade
da nested-RT-PCR (teste de indice) em comparacdo com os ensaios de RT-qPCR (teste de
referéncia). Conforme critérios de elegibilidade amostral, foram consideradas 179 amostras de
soro de pacientes com sintomas de sindrome febril aguda e diagndstico clinico associado aos
virus da dengue, zika ou chikungunya. As amostras foram coletadas pelo Laboratorio Central
do municipio de Rondonopolis durante o primeiro surto de ZIKV no Estado de Mato Grosso,
que ocorreu entre os anos de 2015-2016.

Para os ensaios de RT-qPCR, 3/179 (1,67%) amostras foram positivas para DENV
e 16/179 (8,94%) amostras positivas para ZIKV (Figura 12). Em relagdo aos ensaios nested-
RT-PCR, o RNA de DENYV foi detectado em 5/179 (2,79%) amostras, todas caracterizadas
como sorotipo DENV-2, sendo o RNA de ZIKV detectado em 3/179 (1,67%) amostras. Nao
houve detec¢do de RNA de ZIKV através do protocolo de RT-PCR simples. Da mesma forma,
ndo houve deteccdo de RNA de CHIKYV nos ensaios das metodologias RT-PCR e RT-qPCR

avaliadas.



43

Figura 12. Curvas de amplifica¢do das amostras positivas para DENV e ZIKV por RT-qPCR.

Amplification Amplification
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Vermelho, amplificacdo de amostras positivas para DENV; Azul, amplificacdo de amostras
positivas para ZIKV. Lilds, amplificagdo de Controle Interno da reacao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A sensibilidade e especificidade do protocolo nested-RT-PCR para detecgdo de
RNA de DENV foram 66,66% e 98,29%, respectivamente. Em relacdo a detec¢do do RNA do
ZIKV pelo protocolo nested-RT-PCR proposto, foram observados 18,75% de sensibilidade e
100% de especificidade.

O ensaio nested-RT-PCR mostrou concordancia moderada (kappa = 0,49) para
DENYV e concordancia razoavel (kappa = 0,29) para a detec¢do de ZIKV. Os protocolos nested-
RT-PCR apresentaram valores preditivos positivos e negativos de 40,00% e 99,42% para
DENV, e 100% e 92,61% para ZIKV. Todas as associacdes mostradas na Tabela 7 foram
significativas (p-Valor < 0,05, teste exato de Fisher), e a acuracia diagnostica dos ensaios
nested-RT-PCR para deteccdo de RNA de DENV e ZIKV foram de 97,76% e 92,74%,

respectivamente.

Tabela 7. Desempenho do ensaio nested-RT-PCR para detec¢do de RNA de DENV e ZIKV
em 179 amostras clinicas de soro.
ZDC Multiplex
RT-PCR Assay®
(Teste Referéncia)

P N Total Kappa VPP % VPN%  p-Valor
DENV P 2 3 5
Nested-RT-PCR N 1 173 174 0.49 40.00 99.42 0.0019
(Teste Indice) Total 3 176 179
ZIKV P 3 0 3
Nested-RT-PCR N 13 163 176 0.29 100 92.61 0.0006

(Teste Indice) Total 16 163 179

P, Positivo; N, Negativo; VPP, Valor Preditivo Positivo; VPN, Valor Preditivo Negativo.
Fonte: Elaborado pelo autor.



44

Todas as amostras positivas nos ensaios nested-RT-PCR tiveram diagndstico
confirmado por sequenciamento de nucleotideos. A Figura 13 mostra a amplificagdo de DENV

e ZIKV por nested-RT-PCR.

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose dos ensaios nested-RT-PCR para DENV e ZIKV.

PM 1 2 3 4 5 6 7 CP CN PM 8 9 10 11 12 CP CN

Linhas 1 a 5, amostras positivas para DENV-2 (316 pb). Linhas 8 a 10, amostras positivas para
ZIKV (156 pb). Linhas 6, 7, 11 e 12, amostras negativas. PM, Peso Molecular (DNA Ladder,
100 pb). CN, Controle Negativo. CP, Controle Positivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Resumidamente, conforme Tabela 8, os ensaios moleculares revelaram seis (3,3%)
pacientes infectados pelo DENV. Além disso, 16 (8,9%) pacientes tiveram resultados positivos
para ZIKV, e o RNA do CHIKV nao foi detectado em nenhuma amostra clinica. Portanto, um
total de 22 pacientes testaram positivo nos ensaios moleculares realizados pelo estudo, dos quais
21 (95,4%) eram mulheres. Em relagdo aos ensaios sorologicos para ZIKV, os anticorpos [gM
foram detectados em 19 (10,6%) amostras, enquanto 100 (55,8%) amostras apresentaram

indices de positividade para IgG.

Tabela 8. Resumo da investigagdo molecular e sorologica de amostras de soro de casos
suspeitos de arboviroses em Rondonopolis, Brasil, durante a epidemia brasileira de ZIKV
(2015-2016).

Ensaios Moleculares Ensaios Soroldgicos (ZIKV)

Positivo/n Positivo/n
IgM IgG
DENV 6/179 (3.3%) NDi NDi
ZIKV 16/179 (8.9%) 19/179 (10.6%) 100/179 (55.8%)
CHIKV ND NDi NDi

IgG: imunoglobulina G; IgM: imunoglobulina M; NDi: ndo disponivel; ND: ndo detectado.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6. DISCUSSAO

A introducdo dos arbovirus ZIKV e CHIKV nas Américas e sua disseminagdo
mundial associada a alta prevaléncia do DENV representa um problema de satide publica'>-*°,
O diagnostico diferencial entre essas arboviroses tem sido um desafio para os clinicos e
impactado a satide publica no Brasil, principalmente pela semelhanga de sinais e sintomas
clinicos, resultando em diagndsticos equivocados’!.

Neste estudo, foram avaliados os dados clinicos e epidemioldgicos de uma coorte
de 197 casos notificados suspeitos de infeccao pelas arboviroses dengue, zika e chickungunya,
dos quais, 179 tiveram suas amostras clinicas de soro avaliadas por ensaios laboratoriais
sorologicos e moleculares. Ambos os participantes do estudo sdo residentes de municipios
brasileiros localizados na regido sudeste de MT, no Centro-Oeste do Brasil, endémica para
DENV e com ocorréncia concomitante de ZIKV e CHIKV. Nesse sentido, este estudo
representa uma pesquisa inédita sobre esse assunto para a regido®!.

Rondondpolis ¢ o municipio referéncia para outras 18 cidades pertencentes a
Regido Sudeste de Saude do estado de Mato Grosso. Durante o periodo de 2015-16, a cidade
registrou 8.597 notificagdes de dengue, 535 de zika e 70 de febre chikungunya, apresentando
elevada incidéncia de dengue e febre do zika no mesmo periodo®7274,

Nos anos de 2015 e 2016, casos de febre do zika e chikungunya foram notificados
em cerca da metade de todos os 5.568 municipios brasileiros, enquanto casos provaveis de
dengue foram registrados em todos eles’>. Portanto, o Brasil e, consequentemente, o Estado de
Mato Grosso registraram elevado niimero de notificagdes de casos suspeitos de DENV, ZIKV
e CHIKYV devido a introducdo e expansdo dos arbovirus emergentes recentemente associados a
persisténcia e endemicidade do DENV. O aumento do nimero de notificagdes ocorreu
principalmente durante as estagdes chuvosas, segundo registros do SINAN. Os presentes dados
corroboram essa observacao, onde cerca de 61% das amostras positivas nos ensaios moleculares
avaliados foram oriundas de notificagdes que ocorreram entre dezembro de 2015 e abril de
2016, denotando baixo impacto na reducdo da ocorréncia de casos por meio das campanhas
educativas para controle de vetores implementadas pelas autoridades de saude brasileiras®.

Na introdu¢do do ZIKV e o inicio do surto em 2015 no Brasil, diagnosticos
laboratoriais precisos ndo estavam disponiveis para o estado de Mato Grosso, como na maior
parte do pais, sendo os primeiros casos positivos confirmados e divulgados apenas em fevereiro
de 2016 pelo programa de vigilancia epidemiologica da Secretaria de Satde do Estado de Mato

Grosso. No entanto, o ZIKV foi detectado em uma amostra clinica humana coletada em agosto
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de 2015 no municipio de Tapurah, situado a regido norte de MT, evidenciando a circulagdo
desse arbovirus e sua transmissdo por longo periodo antes da confirmagdo e divulgagdo pelas
autoridades sanitarias locais®!.

Os primeiros casos positivos em gestantes também foram confirmados em fevereiro
de 2016 em residentes de Primavera do Leste, municipio pertencente a regional de satde
avaliada neste estudo’®. No entanto, outro estudo relata a notificagdo do primeiro caso suspeito
de Sindrome Congénita do Zika nesta regido do pais, cuja ocorréncia se deu em junho de 2015,
0 que confirmaria a circulagdo do ZIKV em MT em meados daquele ano*. Da mesma forma, o
primeiro caso de febre chikungunya confirmado laboratorialmente por ensaios moleculares foi
notificado apenas em margo de 201674,

Nesse sentido, o seguimento dos protocolos e preenchimento adequado das fichas
de notificacdo disponibilizados pelas autoridades sanitarias brasileiras ¢ essencial para a
implementagdo dos programas de vigilancia epidemioldgica, principalmente quando ha a
introducdo de novas arboviroses em areas endémicas para DENV, como observado nos surtos
de casos de ZIKV e CHIKV ocorridos nos ultimos anos!. Portanto, o elevado niimero de
variaveis ausentes em diferentes campos das fichas de notificacdo avaliadas neste estudo,
evidenciam a necessidade do preenchimento adequado da ficha de notificagdo para casos
suspeitos, uma vez que o diagnoéstico clinico foi primordial na introducdo dessas arboviroses
no Brasil, principalmente pela auséncia de disponibilidade de diagnosticos sorologicos ou
moleculares.

No que tange as analises sociodemograficas realizadas, as pacientes do sexo
feminino representaram cerca de 63% do total de casos avaliados no estudo, sendo que oito
delas estavam gravidas no momento da notificagdo. Esse indice ¢ semelhante e comumente
observado em outras pesquisas, o que provavelmente se deve ao fato de que as mulheres
representarem o grupo de cidaddos que buscam assisténcia a satide com maior frequéncia do
que os homens, pelo menos para investigacdo de arboviroses, ¢ devido ao maior risco de
exposi¢do a picadas de mosquitos por causa de seus habitos domésticos. Pode ser ressaltado
também outro fato relevante sobre esses dados, os quais podem estar intimamente relacionados
ao protocolo estabelecido pelas autoridades brasileiras, o qual teve as mulheres como foco
principal de vigilancia, principalmente durante o periodo de gestagdo, em virtude da ocorréncia
da SCZ, especialmente durante os anos de 2015 e 2016. Esta observacgao pode ter sido gatilho
motivador para as pessoas do sexo feminino buscarem mais assisténcia a satude, resultando em

maior niimero de casos positivos, conforme observado neste estudo!>7>,
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O maior namero de notifica¢des foi observado em pacientes da faixa etaria entre 19
e 59 anos, que representa a populacdo economicamente mais ativa. Embora a ocupagdo
profissional ndo tenha sido avaliada no estudo, esse perfil representa um importante alerta para
a economia local, pois as arboviroses comumente afetam a produtividade do paciente, em razao
dos sintomas clinicos provocados, com impacto critico nas rotinas didrias de trabalho. Padrdes
semelhantes tem sido elucidado em outros estudos de perfil epidemioldgico realizados no
Brasil”>"7.

Os dados mostram que as notificagdes foram concentradas em areas urbanas com
elevada densidade populacional e, portanto, com maior risco de infec¢do por essas sindromes.
Esse fato reforga e corrobora as caracteristicas urbanas dos arbovirus ZIKV, DENV ¢ CHIK,
os quais sdo transmitidos a0 homem através da picada de artropodes antropofilicos, que atuam
como hospedeiros de amplificacdo e manutengao do ciclo enzootico dessas arboviroses criticas
a saade publica’®,

Embora apenas trés notificacdes tenham sido registradas em territdrio indigena,
essas areas rurais estdo proximas as areas urbanas de Rondondpolis e podem representar
potencial zona de risco para futuros surtos, dependendo das condi¢des ecologicas. Portanto, os
casos suspeitos notificados nos pacientes indigenas destacam a importancia de considerar o
territorio indigena nos programas de vigilancia epidemioldgica do municipio.

Caracteristicas epidemiolédgicas e condi¢des climaticas e ecologicas, como periodos
de chuvas associados a altas temperaturas, podem anunciar epidemias de arboviroses. Essas
caracteristicas acompanhadas de crescimento urbano desordenado, superpopulagdo e condigdes
sanitarias precarias combinadas com programas ineficientes de controle de vetores resultam em
mais criadouros de mosquitos e fornecem condigdes propicias para maior proliferacdo de
vetores de doengas infecciosas, como os arbovirus. Nesse sentido, o baixo nivel
socioecondmico € a menor escolaridade sdo fatores importantes para os individuos e,
consequentemente, podem aumentar o risco familiar de contrair essas sindromes febris. Além
disso, as diferengas ambientais entre todos os bairros urbanos podem influenciar a alta
incidéncia dessas doengas’®”.

As trés arboviroses investigadas neste estudo estdo intimamente relacionadas e
causam sinais e sintomas clinicos semelhantes. Além disso, o amplo espectro de manifestagdes
clinicas observadas nas arboviroses podem dificultar o diagndstico clinico diferencial,
resultando na classifica¢do erronea dos arbovirus que estd acometendo o paciente. Portanto, a
circulagdo concomitante de ZIKV, CHIKV, virus Mayaro (MAY V), virus da encefalite de Saint

Louis (SLEV) e virus da febre amarela (YFV) em area endémica ao DENV, onde nem sempre
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os exames laboratoriais estdo disponiveis para confirmacao imediata, e que por sua vez interfere
na obtengdo do diagndstico preciso, o que o torna um desafio para as autoridades de satde
publica e principalmente para os profissionais de satide®¢!-8031,

Nesse cenario, ¢ evidente a importancia do diagnostico laboratorial através de
ensaios moleculares como suporte a avaliagdo clinica, propiciando diagnoéstico especifico e
diferencial ainda no inicio dos sintomas da infec¢do. O diagndstico laboratorial dessas
sindromes febris agudas ¢ realizado pela atengdo primaria a saude do sistema publico de saude
brasileiro. Atualmente, baseia-se principalmente na detec¢do de antigenos NS1 para DENV e
ensaios soroldgicos para deteccdo de anticorpos IgM contra esses arbovirus.

Os ensaios sorologicos possibilitam a ocorréncia de reagdes cruzadas e resultados
falso-positivos em virtude da sintese de anticorpos em pacientes previamente expostos a algum
Flavivirus heter6logo, inimeras vezes conduzindo a diagndsticos inconclusivos*’. Além disso,
os ensaios soroldgicos ndo permitem a determinagao do sorotipo de DENV circulante, dado de

consideravel relevancia principalmente em situagdes epidémicas’®2,

Portanto, testes
diagnosticos diferenciais precisos com resposta laboratorial adequada e répida a surtos
epidémicos de arboviroses podem melhorar o manejo clinico dos pacientes.

E importante ressaltar que ensaios moleculares e sorolégicos devem ser realizados
em diferentes estagios da sindrome febril aguda provocada pelos arbovirus. Ensaios
moleculares s6 sdo vidveis durante os estagios de viremia, o qual corresponde a
aproximadamente cinco dias ap6s o inicio dos sintomas. A sorologia ¢ um método que deve ser
conduzido apos a sintese de anticorpos pelo organismo do paciente, os quais sdo detectaveis no
final do estdgio de viremia. Os ensaios reportaram uma amostra positiva para DENV nas
avaliagdes moleculares realizadas, assim como a detec¢ao de anticorpos IgM anti-ZIKV nos
ensaios soroldgicos conduzidos. Esta observa¢do pode ser atribuida a provavel reatividade
cruzada entre Flavivirus heter6logos. Cabe ressaltar que anticorpos IgM anti-ZIKV nao foram
detectados em outras sete amostras positivas para ZIKV nos ensaios de RT-qPCR,
provavelmente por apresentarem concentra¢do sérica em niveis abaixo do limite de detec¢do
para o protocolo ELISA executado.

Os novos virus descobertos recentemente no bioma Pantanal em MT sdo
indicadores da possibilidade de interagdes com humanos!'% 2. Curiosamente, observou-se que
apenas 2% (4) dos pacientes avaliados foram submetidos a algum teste diagnostico laboratorial
pelos servigos publicos de satide de Rondondpolis durante a avaliagdo clinica, e todos
apresentaram resultados negativos para a infec¢cdo aguda pela andlise sorologica realizada. No

entanto, cerca de 12,3% dos pacientes recrutados neste estudo tiveram a deteccdo de RNA
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positiva nesta investigacdo molecular. Taxas semelhantes foram observadas em pesquisas
relacionadas, apontando a possibilidade de infec¢des por outros agentes etioldgicos notificadas
clinicamente como sindromes febris agudas suspeitas de arboviroses™.

Em relacdo a performance dos ensaios moleculares avaliados neste estudo, o teste
de referéncia resultou em 16 amostras positivas para RNA de ZIKV, enquanto apenas trés delas
tiveram o material genético detectado por nested-RT-PCR. Assim, o diagnostico molecular do
ZIKV realizado por ensaios de sonda de hidrolise ¢ consideravelmente mais sensivel quando
comparado ao teste de indice. Além disso, observou-se que o protocolo de deteccio do RNA
do ZIKV por uma RT-PCR simples ndo demonstrou sensibilidade nos ensaios realizados. No
entanto, a detecgdo molecular do ZIKV foi vidvel quando realizada por um protocolo nested-
RT-PCR.

Portanto, o protocolo de RT-PCR simples executado foi insuficiente para detectar
o RNA do ZIKV, mesmo utilizando iniciadores altamente especificos, evidenciando a limitagao
dessa técnica e a importancia em priorizar o ensaio RT-qPCR para o diagnostico desse
arbovirus. Os resultados encontrados corroboram com outros estudos, sugerindo que pacientes
infectados pelo ZIKV apresentam baixos niveis de copias virais circulante no sangue, exigindo
ensaios moleculares de alta sensibilidade para um diagnostico preciso®>%%%3, Esses achados
provavelmente poderiam afetar o diagnostico molecular, uma vez que todas as amostras deste
estudo foram representadas por soro obtido de amostras de sangue. Além disso, estudos indicam
que niveis mais altos de copias virais do ZIKV foram observados em outras amostras biologicas
humanas, como urina, saliva e sémen, denotando a persisténcia do ZIKV em outros fluidos por
periodos mais longos de tempo ap6s o inicio da sintomatologia da infec¢do, aumentando a
janela de detecgdo mesmo apds o periodo virémico®*%3#, Por outro lado, embora tenha sido
observada baixa sensibilidade, a acurdcia global (92,74%) do diagndstico para infec¢do por
ZIKV através do protocolo nested-RT-PCR mostrou que este ensaio pode ser util como teste
diagnostico confirmatorio.

Da mesma forma, foi observada sensibilidade relativamente baixa e elevada
especificidade para detecgdo de RNA de DENV pelo protocolo nested-RT-PCR em comparagao
com o ensaio de RT-qPCR, apesar da alta acuracia geral constatada. Em contraste com os
resultados observados, outro estudo relatou que a sensibilidade do ensaio nested-RT-PCR para
detec¢do de RNA de DENV pode ser superior quando comparado ao teste de diagndstico
padrdo-ouro®’. Curiosamente, trés amostras positivas para RNA de DENV detectado por

nested-RT-PCR ndo apresentaram amplificag@o pelo teste de referéncia. Portanto, ¢ importante
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mencionar que o protocolo nested-RT-PCR usado neste estudo ¢ capaz de detectar RNA do
DENV em amostras de soro, conforme confirmado por sequenciamento genético.

O RNA do CHIKV ndo foi detectado em ambos os ensaios realizados
provavelmente devido a baixa incidéncia de casos suspeitos notificados nos dezoito municipios
pertencentes a area de estudo durante o periodo de amostragem’?.

Apesar da alta acuracia analitica geral e do custo relativamente menor em
compara¢do com os ensaios de RT-qPCR com sonda de hidrélise, os protocolos nested-RT-
PCR podem ser inviaveis para diagnodsticos de rotina nos servigos de saide, especialmente
durante surtos epidémicos, quando elevado nlimero de amostras bioldgicas € processado. Além
disso, os recentes avancos dos ensaios de RT-qPCR, incluindo a detec¢do simultinea desses
trés arbovirus e a possibilidade de sorotipagem do DENV, tem resultado em uma resposta
laboratorial oportuna e precisa®>®%¢, No entanto, protocolos nested-RT-PCR podem ser
ferramentas fundamentais para estudos e pesquisas de vigilancia epidemiologica molecular.

Nesse contexto, os casos negativos para as arboviroses avaliadas podem ser
atribuidos a outros patdégenos ndo investigados durante o acompanhamento clinico.
Considerando o total de notificagdes no periodo estudado, é possivel inferir que critérios
epidemiologicos e clinicos sdo insuficientes para diagndsticos precisos. Além disso, o
diagnostico laboratorial preciso pode ter implicagdes para o manejo e evolugdo clinica dos
pacientes, como tratamento eficaz, destacando a importancia dos ensaios moleculares para a

detec¢do precoce e confirmagio definitiva das etiologias das sindromes febris agudas’>’!.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, os testes laboratoriais executados demonstraram a limita¢do do
ensaio nested-RT-PCR para detectar RNA de DENV e ZIKV em comparagdo com aos
protocolos de RT-qPCR, embora elevada especificidade tenha sido demonstrada. Portanto, o
diagnostico molecular pelo ensaio RT-qPCR ¢ o método mais confidvel para diagnosticar casos
suspeitos de dengue e febre zika, principalmente em paises com circulagdo concomitante desses
arbovirus.

Considerando que a possibilidade de coinfecgdo ¢ real nessas areas, o uso dessa
ferramenta de diagnostico molecular ¢ essencial, visto que ndo ha vacina eficaz para prevenir
surtos e nenhum programa de vigilancia epidemioldgica eficiente tem sido capaz de controlar
a dissemina¢do mundial dessas arboviroses.

Em relagdo aos aspectos clinicos e epidemiologicos avaliados, apesar da baixa
qualidade das informacgdes disponiveis nas fichas de notificacdo, este estudo reporta dados de
extrema relevancia para a compreensdo da circulagdo desses arbovirus na regido estudada,
especialmente por seu carater inédito para o local.

Portanto, o estudo realizado fornece informagdes locais singulares sobre a avaliagdo
clinica e laboratorial de pacientes com suspeita de infec¢@o por arbovirus durante o primeiro
surto de ZIKV e CHIKYV no Brasil, em uma regido que tem apresentado elevada incidéncia de
casos de dengue, representando uma contribui¢do relevante para o entendimento da ocorréncia

concomitante dessas sindromes febris agudas.
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