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RESUMO

Geraldi MP. Pesquisa sentinela da introducéao do virus do Oeste do Nilo no
Brasil pela andlise de doadores de sangue do Amazonas e Mato Grosso do
Sul [dissertacdo]. Sdo Paulo: Instituto de Medicina Tropical de Sédo Paulo da
Universidade de S&o Paulo; 2012.

O virus do Oeste do Nilo (VON) é um Flavivirus capaz de infectar muitas
espécies de vertebrados, incluindo o homem. Embora reconhecida desde
1940, esta virose nunca havia sido descrita nas Américas, onde emergiu nos
Estados Unidos ao final da década de 1990, com numerosos casos de
meningoencefalite em humanos. Posteriormente, sua transmissdo por
transfusdo de sangue e 6rgaos foi comprovada, levando a implantagdo de
testes moleculares (NAT) para a triagem de doadores nos EUA e Canada a
partir de 2003. Nos anos seguintes, o VON foi sendo progressivamente
detectado em paises como México, Panama e areas do Caribe, sugerindo
sua iminente introdu¢do na América do Sul. De fato, evidéncias soroldgicas
foram reveladas em cavalos e aves na Colébmbia, Venezuela, Argentina e
muito recentemente no pantanal mato-grossense (em cavalos). A vigilancia
epidemioldgica para este agente € de grande importancia para a saude
publica, visto o potencial de morbimortalidade deste virus para humanos.
Sendo assim este trabalho tem o objetivo de investigar a presenca do RNA
do VON em amostras de doadores de sangue, pacientes com
meningoencefalite ou febre de origem indeterminada e soros e amostras
cerebrais de equinos. Foram analisadas 2.202 doacdes de sangue do
Amazonas (HEMOAM), 3.144 do Mato Grosso do Sul (HEMOSUL); liquido
cefalorraquidiano de 51 pacientes com suspeita de meningoencefalite viral
(Hospital das Clinicas/[FMUSP, Sao Paulo) e soro de 198 pacientes com
sindrome febril aguda, negativos para Dengue e Malaria (Fundacdo de
Medicina Tropical de Manaus). Além disto, 293 amostras de soros de
equinos da regido do Pantanal e 63 biopsias de tecido cerebral de cavalos
gue foram a Obito por encefalite de etiologia desconhecida. Estas amostras
foram submetidas ao teste automatizado cobas TaqScreen WNV (Roche) na
plataforma cobas s201 em sistema de pool de 6 unidades (doacdes de
sangue) ou individualmente (pacientes). Todas as amostras apresentaram
amplificacdo satisfatoria do controle da reacdo, porém nenhuma apresentou
resultado positivo para a presenca do RNA do VON. Embora ja exista
evidéncia da exposi¢do de equinos no Brasil ao VON, ndo parece haver até
o momento, disseminacdo importante deste agente entre humanos e
equinos, uma vez que o RNA viral ndo foi detectado nem em doadores de
sangue e nem em equinos, incluindo os de cidades proximas aos locais
onde cavalos soropositivos foram encontrados (Corumba — MS).

Descritores: Virus do Oeste do Nilo. Reacdo em Cadeia por Polimerase
(PCR). Doacéao (Sangue). Equinos. Flavivirus.
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ABSTRACT

Geraldi MP. Sentinel survey of the introduction of West Nile virus in Brazil by
analyzing blood donors of Amazonas and Mato Grosso do Sul [dissertation].
Séao Paulo: Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo da Universidade de
Séo Paulo; 2012.

The West Nile Virus (WNV) is a Flavivirus able to infect many species of
vertebrates, including man. Recognized since 1940, this virus had never
been described in the Americas, which emerged in the United States at the
end of the 1990s, with numerous cases of meningoencephalitis in humans.
Later, transmission by transfusion of blood and organs was confirmed,
leading to the deployment of molecular testing (NAT) for screening of donors
in the U.S. and Canada since 2003. In the following years, WNV has been
progressively detected in countries like Mexico, Panama and the Caribbean
areas, suggesting their imminent introduction in South America In fact,
serological evidence was revealed in horses and birds in Colombia,
Venezuela and Argentina and most recently in Pantanal, Mato Grosso
(horses). Epidemiological surveillance for this agent is of great importance to
public health, given the potential morbidity and mortality of this virus to
humans. Therefore this study aims to investigate the presence of WNV RNA
in samples of blood donors, patients with meningoencephalitis or fever of
unknown origin and serum and brain samples from horses.

We analyzed 2202 blood donations from Amazon (HEMOAM), 3144 from
Mato Grosso do Sul (HEMOSUL); cerebrospinal fluid of 51 patients with
suspected viral encephalitis (Hospital das Clinicas / FMUSP, Séao Paulo) and
serum samples from 198 patients with acute febrile syndrome, negative for
Dengue and malaria (Foundation for Tropical Medicine in Manaus). In
addition, more 293 serum samples from horses of the Pantanal and 63
biopsies of brain tissue from horses that died of encephalitis of unknown
etiology. These samples were subjected to automated cobas TaqScreen
WNV test (Roche) on the platform in cobas S201with a system of 6 units pool
(blood donations) or individually (patients). All samples showed satisfactory
control amplification, but none showed as positive for the presence of RNA
VON. Although there is already evidence in horses in Brazil of exposure to
WNYV, there seems to be far that an important spread of this agent between
humans and horses, since the viral RNA was not detected either in blood
donors or in horses, including cities near the locations where seropositive
horses were found (Corumba - MS).

Descriptors: West Nile virus. Polymerase chain reaction (PCR). Donation
(Blood). Flavivirus. Equidae.
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1. Introducéo

1.1. Virus do Oeste do Nilo

Este virus foi inicialmente isolado em 1937 do sangue de uma mulher na
regido nordeste de Uganda, na margem ocidental do rio Nilo, recebendo assim
0 nome de "West Nile Virus" (WNV), ou Virus do Oeste do Nilo (VON)
(SMITHBURN, K.C, 1940). Novos isolados deste virus s6 foram obtidos 10 anos
depois, de trés criangas egipcias aparentemente saudaveis
(MELNICK,J.L.,1951). ApOs este inicio vagaroso de observagdo de novas
infecgbes, centenas de casos foram relatados em humanos, aves e mosquitos
em uma vasta area geogréfica que incluia a Africa, Oriente Médio, Europa e

Asia.

Trata-se de um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, género
Flavivirus e ao complexo antigénico da encefalite japonesa (Solomon, 2003).
Suas particulas virais sdo pequenas, com tamanho aproximado de 50 nm de
diametro, esféricas, além de possuir capsideo com simetria icosaédrica
(Solomon, 2003). O genoma € composto por uma fita de RNA (acido
ribonucleico) positiva de aproximadamente 11.000 bases (Lanciotti, 2000), com
um cap 5’ tipo 1, m’GpppAmpN,. Além disto, o genoma dos flavivirus ndo
possui uma cauda de poliadenilato na regido 3" e contém uma longa fase de

leitura aberta (ORF) que codifica trés proteinas estruturais: capsideo (C),
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membrana (M), envelope (E), e sete proteinas nao estruturais: NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5, que parecem estar envolvidas diretamente ou
indiretamente na sintese de RNA viral (Rice, 1996). A ORF é flanqueada por
regides nao codificantes (NCR) 5 e 3" com aproximadamente 96 a 100 e 400 a
700 nucleotideos respectivamente. Estas duas regides possuem estrutura de

“stem-loop” (grampos), os quais influenciam diretamente na replicacéo viral.

Existem duas linhagens deste virus, a linhagem | associada a encefalite
humana, sendo encontrada na Africa, india, Europa, Asia e América do Norte e
do Sul; e a linhagem Il encontrada em focos enzoéticos na Africa (Petersen,

2001; CDC 1999(a)).

1.2. Relevancia para a Espécie Humana

Patogenia

Alguns dos Flavivirus sdo reconhecidamente causadores de doencas em
humanos nas areas tropicais e subtropicais, como a Dengue, a Febre Amarela,
Febre hemorragica de Omsk e o virus da encefalite transmitida por carrapatos.
Estes agentes etioldgicos podem ser transmitidos por vetores artrépodes, como

mosquitos e carrapatos (NIH, 2005).

Por ter relacdo antigénica com outros flavivirus transmitidos por
mosquitos, estudos experimentais para determinar o vetor do VON foram
realizados logo apés a sua descoberta. Estes estudos demonstraram que varias
espécies de mosquitos poderiam ser infectadas e transmitir com sucesso esse

virus em laboratorio (Kitoaka, M., 1950).
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Nas maiores epidemias de VON, que ocorreram apds 1996, o Culex
pipiens pipiens foi verificado como seu principal vetor. Na epidemia da Roménia
em 1996, por exemplo, esta foi a espécie de mosquito mais coletada e o Unico

isolado de VON foi feito a partir desta espécie (Savage, H.M. 1999) (Tabela 1).

Tabela 1 - Alguns arbovirus e seus vetores de transmissao. (tabela adaptada de Meltzer, 2012)

Arbovirus

Flavivirus Bunyaviruses Reoviruses

Transmissao por Transmissao por Transmissao por Transmissao por
mosquito mosquito Carrapato Carrapato

Virus da Febre Virus da Febre do Virus da Febre Virus do carrapato do
Amarela vale Rift Hemorragica de Colorado
Crimea Congo
Virus da Dengue Virus Oropouche
Virus do Oeste do Nilo| Virus Caraparu

O periodo de incubacdo do VON pode variar de trés a quatorze dias. Em
geral, esse agente viral podera causar febre, sinais de meningite asséptica ou
encefalite, dores no corpo, rash cutaneo e linfoadenopatia. Em casos mais
severos a febre pode ser mais alta, podera ocorrer astenia intensa, rigidez de
nuca, torpor, desorientacdo, tremores, convulsdes, paralisia, coma e, mais

raramente o 6bito, principalmente em idosos (Chin, 2000; Nelson, 2001).

1.3. Introducdo no Hemisfério Ocidental

Inicialmente o VON apresentava uma distribuicdo restrita apenas ao vale

do Nilo e Oriente Médio. Posteriormente, ocorreram infecgdes na Asia (Israel,
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india, Paquistdo, llha de Bornéu e paises da antiga Unido Soviética) e Africa
(Africa do Sul, Egito, Uganda, Congo, Mocambique, Republica Centro Africana

e Nigéria) (Petersen, 2001; Hubalek Z 1999).

Na Europa, a primeira evidéncia do VON se deu ainda na década de 50,
em dois pacientes albaneses com sorologia positiva. Em 1963 o virus foi isolado
de pacientes e mosquitos no delta do Reno, sul da Franca, e a partir de 1967 foi
isolado em Portugal, Italia, Austria, Roménia, Espanha e Grécia. (Hubalek,

1999).

No verdo de 1999, ocorreu uma alta mortalidade de corvos no bairro
Queens, em Nova lorque — Estados Unidos, onde posteriormente identificaram-
se 0s primeiros casos de encefalite viral por VON em humanos, constituindo o

primeiro surto do VON no hemisfério ocidental (Rappole, 2000; Petersen, 2001).

Este virus demonstrou notavel velocidade de disseminacao, e em apenas
dois anos apos a sua deteccdo em Nova lorque, foi capaz de se alastrar para o
oeste dos Estados Unidos (CDC, 2002), sendo encontrado em mais da metade
dos estados americanos em 2002, assim como, para o norte, no Canada, e ao
sul, nas llhas Cayman e regidao do Caribe. O ano de 2003 foi reconhecido como
o de maior nimero de casos de meningoencefalite epidémica por arbovirus no
Hemisfério Ocidental e 0 de maior niumero de casos de meningoencefalite pelo

virus do Nilo Ocidental ja reportado (CDC, 2003).

Existem algumas teorias que tentam explicar como teria ocorrido a
disseminacdo quase global do VON, ja que anteriormente estava
aparentemente restrita as regides da Africa, Asia e Oriente Médio. Postula-se
que aves migratorias provenientes da Africa teriam sido responsaveis pela

introducdo do virus no sul da Europa. Outros acreditam que aves exoticas
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importadas ou contrabandeadas poderiam estar envolvidas nos casos ocorridos
na América do Norte. Outros ainda acham que um portador humano em periodo
de viremia ou até mosquitos infectados transportados poderiam ter sido
responsaveis pelo inicio da epidemia nos Estados Unidos (Solomon, 2003;
Tyler, 2001). Independente da forma com que o virus chegou ao continente
ocidental, a proximidade genética entre as variantes israelense (IRS 98) e
americana (NY 99) sugere que o virus americano tenha origem no Oriente

Médio (Petersen, 2001; Giladi M 2001).

1.4. VON na América do Sul

O primeiro relato de infeccdo por VON no continente sul-americano foi na
Colébmbia em 2005, onde 12 amostras de soro de cavalo foram reativas para o
VON nas regifes de Cordoba e Sucre, sendo que nenhum destes cavalos havia

sido vacinado contra VON ou viajado para fora daquela regido (Mattar, 2005).

No ano seguinte foram relatados trés casos de morte de cavalos no centro
de treinamento do Joquei Clube em San lIsidro, na Argentina, por infeccdo por
VON, detectadas através de PCR em tempo real a partir de tecidos cerebrais

(Morales, 2006).

Ja em 2007, na Venezuela, de 791 amostras de sangue coletadas de
cavalos, 141 reagiram para anticorpo anti-flavivirus e em 34 dessas amostras
anticorpos anti-VON estavam presente. Além dos cavalos, foram reportadas 5
amostras soropositivas para o virus em 3 espécies de aves (T. leucomelas, C.
flaveola e G. gallus) residentes do pais, indicando que o virus poderia estar

instalado na América do Sul (Lateef, 2007).
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Recentemente a presenca do VON foi observada em um grande ndmero
de aves em diferentes regides da Argentina. No entanto, as aves que
apresentaram anticorpos anti-VON em altos titulos eram espécies locais e ndo
migratorias, o que reforca ainda mais a possibilidade de que o VON esteja

instalado na América do Sul (Adrian Diaz, 2008).

Em 2011, as primeiras evidéncias sorolégicas que o VON havia chegado
ao Brasil foram reportadas (Pauvolid-Corréa, 2011). O grupo estudou 168
amostras de soro de cavalo e 30 amostras de soro de jacaré da regido do
Pantanal, centro-oeste do Brasil. Estas amostras foram inicialmente testadas
por blocking ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) especifico para
flavivirus, utilizando a técnica descrita por Blitvitch em 2003, a qual faz uso do
anticorpo monoclonal 6b6c-1, e posteriormente as amostras soropositivas foram
novamente testadas através do teste de reducdo especifica em placa de
anticorpos neutralizantes (PRNT — plaque-reduction neutralisation test) para o
VON e para os flavivirus mais estreitamente relacionados ao VON que circulam
no Brasil. Das 93 amostras soropositivas por ELISA (55,4%) de cavalos, 5 (3%)
amostras foram positivas para VON, 9 (5,4%) foram positivas para o virus da
encefalite de St. Louis, 18 (10,7%) foram positivas o virus llhéus e 3 (1,8%)
amostras foram positivas para o virus Cacipacore. Nenhuma das amostras de

jacaré foi positiva utilizando o teste ELISA especifico para flavivirus.
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1.5. Ecologia

As aves sdo os hospedeiros e reservatorios naturais do VON, o qual pode
infectar mais de 150 espécies de péassaros, especialmente corvos, pardais e
melros. Além das aves, o VON jé foi isolado a partir de mosquitos como: Aedes,
Culex, Anopheles, Minomya e Mansonia, na Africa, Asia e Estados Unidos (llkal,
1997; Burke, 2001). Quatorze espécies de Culex, especialmente o Culex
pipiens, sdo as mais suscetiveis a infeccdo pelo virus por terem o héabito de se
alimentar de um amplo nimero de espécies de aves (Turell, 2000; Kulasekera,

2001; Jupp, 2001; CDC, 2003).

O homem, assim como cavalos, caes e outros animais domésticos sdo
hospedeiros incidentais, que apresentam baixa viremia, ndo estando envolvidos
com o ciclo do parasita no meio ambiente (Kramer, 2001; CDC, 2003; PAHO,
2002). A multiplicacdo do VON no ciclo passaro-mosquito-passaro se da
guando mosquitos adultos emergem no inicio da primavera e prolonga-se até o
outono. Entre os humanos, o pico da doencga ocorre no fim do verdo e comeco
do outono. O fato de ter sido observado que 99% dos casos descritos em 2002
ocorreram entre 1° de julho e 31 de outubro (hemisfério Norte) levou a
associacao dos casos com o0 periodo em que os insetos fémeas (vetores)

estariam mais ativos.

Nos Estados Unidos, um eficiente sistema de investigacdo epidemioldgica
possibilitou o reconhecimento de que aves migratorias desenvolveram um papel
fundamental na disseminac&o do VON a partir de Nova York (onde os primeiros
casos de VON foram detectados) para o sul e oeste do pais (Petersen, 2002).

Nos estados do sul dos EUA, e talvez em outros paises com condicbes
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climéticas ideais do Hemisfério Sul, inclusive o Brasil, é possivel que haja

transmissao durante o ano todo (CDC, 2002; Nash, 2001).

De qualquer maneira, independentemente do exato mecanismo
responsavel pela epidemia atual do VON que acomete os dois hemisférios, hoje
existem evidéncias significativas de quatro modos de transmissao do VON entre
humanos: 1) transfusdo de sangue; 2) transplante de o6Orgdos; 3)
transplacentaria, e 4) aleitamento materno (Solomon, 2003; Brinton, 2002;

Southam,1954).

1.6. Introduc&o do VON na América Latina - Aves

As aves migratérias desempenharam um papel fundamental na
disseminag&o mundial do virus, tanto no eixo norte-sul (desde a Africa do Sul
até RuUssia) quanto no eixo leste-oeste (desde Marrocos e Portugal, até

Indonésia e Filipinas) (Rappole, 2000).

A América do Sul recebe anualmente centenas de espécies de aves
migratdrias provenientes do hemisfério norte-americano, principalmente das
regides Nearticas, areas onde o virus tem sido detectado recentemente (Sick,
1997; Pereira, 1997). Essas aves, quando migram para a América do Sul,
provavelmente utilizam as rotas do leste americano, onde ha regibes de baixa
elevacdo, passando pelo Golfo do México, llhas das Antilhas, chegando a
Ameérica do Sul pela costa da Venezuela e Coldmbia. A partir deste ponto as
aves podem utilizar quatro rotas distintas de migracdo para o sul: 1) Rota
Cisandina; 2) Rota Brasil Central; 3) Rota do Rio Negro e Pantanal; 4) Rota

Atlantica (Stotz, 1992). Como podemos observar na Figura 1 das quatro rotas
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possiveis para a migracao, trés delas passam pela Amazbénia, uma provavel

porta de entrada para o VON no Brasil.

Rotas de migraghio na América do Sul
Rota Atlantica

esnssnass Rota dox Rion Xmg\n ¢ Tocantins
e e Rota do Ri0 Negro ¢ Pantanal
— ¢ = Rota Crsandina

Figura 1 - Rotas de migracao das aves na América do Sul (Luna, EJA 2003)

No Brasil, sdo conhecidas 97 espécies de aves provenientes do
hemisfério norte e 73 espécies que realizam deslocamentos em direcdo ao
norte da América do Sul. Sabe-se também, que 18 espécies de aves estédo
associadas aos deslocamentos verticais nos Andes e nas montanhas do
sudeste brasileiro bem como aos movimentos motivados por floracbes,

frutificacdes e fatores climaticos (Ferreira ,1994; Sick, 1997; Pereira,1997).
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Entre as diversas ordens de aves, seu comportamento migratorio varia a
ponto de influenciar a escolha das rotas. Aves da ordem passeriforme preferem
deslocar-se por ambientes terrestres como matas, campos e o cerrado. Outras
aves, englobadas pelo grupo dos nao-passeriformes, apresentam habitos
aguaticos, dai seguirem rotas que sigam o mar ou grandes cole¢des de agua.
Note-se que os passeriformes, justamente por estarem associados a ambientes
terrestres, aproximam-se mais das 4&reas urbanizadas, podendo ser
responsaveis pela introducdo do VON em cidades que passem durante sua

migragao.

1.7. Diagndstico

A infeccao pelo VON é confirmada pela deteccdo de componentes virais
proteicos, os antigenos e/ou anticorpos contra os mesmos, ou genémicos, ou
ainda pela recuperacdo do mesmo atraves de crescimento em cultura de

células de mamiferos ou mosquitos (Johnson, 2001).

O VON pode ser facilmente identificado em exames de amostras de

tecido cerebral postmortem com o uso de técnicas de imuno-histoquimica.

O teste laboratorial comumente usado para o diagndstico rapido de
infeccdo pelo VON é a deteccdo de imunoglobulina M (IgM) e de IgG pelo
método ELISA. Como esses testes nao sdo totalmente especificos para VON, o
diagnostico depende do isolamento do virus e da confirmagéo pelo teste de
reducdo especifica em placa de anticorpos neutralizantes, muito embora varios
testes laboratoriais tenham sido desenvolvidos para um rapido diagndstico

(Code of Federal Regulations. FDA 2005; Lanciotti, 2000).
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O teste ELISA para deteccdo de VON pode ser feito no soro ou LCR
(liquido cefalorraquidiano, que é especifico para infeccdo de SNC), sendo que
50% dos pacientes apresentam IgM positivo ha admissao e 95% positivam até o
10° dia, aproximadamente. Estudos longitudinais de infeccdo pelo VON tém
demonstrado que a IgM especifica anti-VON pode persistir no soro por até 12
meses ou mais. Portanto, a presenca de anticorpo IgM especifico anti-VON em
amostra de soro pode ndo ser necessariamente diagnostico de infec¢do aguda
pelo VON, exigindo-se cautela na interpretacdo do resultado de IgM positivo

sem quadro clinico compativel (FDA, 2002; Bernard, 2002).

Testes sensiveis e rapidos para a deteccdo do VON utilizando a reacao
em cadeia de polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR) e PCR em Tempo
Real tém sido recentemente descritos, baseando-se em uma metodologia
simplificada e permitindo a detec¢do de quantidades inferiores a 0,1 unidades
formadoras de placa (PFU) (Gandelman-Marton, 2003; Marfin, 2001; Lanciotti,
2001: Brinton 2002). Utiliza-se também a técnica do TMA (transcription
mediated amplification), como outra opcdo ao PCR, uma vez que apresenta

resultados semelhantes quanto a sensibilidade.

O Termo “Janela imunolégica” designa o intervalo entre a infecgéo pelo
VON e a deteccdo de anticorpos anti-VON no sangue atraves de exames
sorolégicos (ELISA). Estes anticorpos sdo produzidos pelo sistema imune do
organismo em resposta ao virus, indicando nos exames a confirmacdo da
infeccdo pelo virus. Para o VON, o periodo da janela imunolégica é
normalmente de 3 a 14 dias (Stramer, 2005; Busch,2005), mas em alguns

casos pode ser mais prolongado.
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Se um teste de detec¢do por sorologia de VON é feito durante o periodo
da janela imunolégica, ha grande possibilidade de um resultado falso-negativo,
caso a pessoa esteja realmente infectada. Portanto, se o teste for feito neste
periodo e o resultado for negativo, é necessario realizar um novo teste, dentro
de 14 a 28 dias (Stramer, 2005). Neste periodo ocorrera a soroconversao, que é
0 reconhecimento do VON pelo organismo e a producdo de anticorpos para

combater o virus.

Uma maneira de diminuir os resultados falso-negativos é a utilizacdo de
outra metodologia de diagndstico, o teste de acido nucléico (NAT-nucleic acid
test), que visa buscar na amostra o RNA viral e ndo a resposta do organismo a
este agente. Esse teste foi introduzido em 1995 pela industria do plasma com o
objetivo de responder as rigorosas normas impostas pela Unido Europeia aos
produtos derivados de plasma humano, também sendo adotado em bancos de
sangue visando diminuir o risco de uma possivel transmissdo viral por
transfusao, ja que este teste permite detectar agentes virais como o HIV, o HCV
e o0 HBV durante o periodo da “janela imunoldgica” nas infecgbes virais agudas
que nado foram detectadas pelos métodos convencionais de rastreio

(Laperche,2008; Wendel, 2007).
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1.8. Detecc&o em Doadores de Sangue e Orgéos

Solidos

Devido as observacbes de que o VON pode causar viremia transitéria
apoés a infeccdo, e pelo grande numero de portadores assintomaticos ou que
apresentam quadro clinico leve, sugeriu-se que este virus pudesse ser

transmitido por transfusdo de sangue e/ou hemocomponentes.

Em 2002, apenas trés anos depois do seu aparecimento no hemisfério
ocidental, o VON causou a maior epidemia de encefalite por arbovirus da
histdria dos Estados Unidos. Investigacdes epidemiolégicas feitas pelo grupo de
Pearler nesse mesmo ano demonstraram que 23 pacientes, com infec¢ao
confirmada pelo VON, foram infectados através de bolsas sangue contaminadas
(Biggerstaffm, 2002; Campbell, 2002; Pealer, 2003). Modelos mateméticos

sugeriram que centenas de pessoas foram infectadas por esta mesma via.

Em julho de 2003, pouco antes de uma nova onda de casos, a partir de
colaboracdo entre hemocentros, fabricantes de kits de teste e agéncias
governamentais, foi implantada uma metodologia para triagem através do teste
de acido nucléico, em mini pool de 6 ou 16 doa¢cbdes de sangue ou até mesmo
individualmente (dependendo do fabricante do kit), com o objetivo de identificar

as bolsas contaminadas.

Ap6s a implementacdo da triagem para o VON nos hemocentros
americanos, Busch reportou 183 casos (1 para 3703) de doacdes virémicas no
periodo de primeiro de julho a 31 de outubro através do teste NAT - minipool.

Outros 30 adicionais também foram identificados através do teste NAT-
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individual. De todas as doacdes virémicas, 5% foram identificadas apenas com
o NAT - individual (sendo que essas amostras eram negativas para IgM), 29%
foram identificadas apenas por NAT individual ap6s a soroconverséo, e 66%

foram detectadas através do teste em minipool.

Susan Stramer, utilizando amostras de doacdes de sangue da Cruz
Vermelha Americana, identificou 586 amostras positivas para o VON durante 0s
anos de 2002 a 2004. Em 2002, a prevaléncia desse agente viral em doacdes
foi de 1 para 1057 doacdes provindas de seis areas de alta incidéncia do VON.
Em 2003, a primeira amostra positiva coletada foi no més de junho em Los
Angeles, a partir de um doador que tinha voltado de viagem do Colorado, e a
dltima bolsa de sangue positiva coletada foi em primeiro de dezembro na
Georgia. Naquele ano foram identificadas 436 doagfes positivas para VON das
2.935.249 coletadas (prevaléncia: 1 para 6732 doacdes). Das 436 bolsas de
sangue positivas, 328 foram coletadas a partir de doadores do Kansas e
Nebraska, cuja prevaléncia da regido foi estimada em 1 para 147 doagbes. Ja
em 2004, a primeira doacgéo positiva foi coletada no més de junho em Phoenix,
Arizona e a ultima no més de outubro em Los Angeles. Neste ano foram
identificadas 104 bolsas de sangue positivas para o VON, de um total de
2.386.630 doacOes (prevaléncia de 1 para 22.948). Cinqlenta e quatro (52%)
das 104 doacdes positivas para esse agente etioldgico foram coletadas a partir
de doadores de quatro Estados ao Sul da Califérnia, concedendo a essa regido
uma prevaléncia de 1 em 1566 doacdes (Stramer 2005). Podemos observar na
Figura 2 a sazonalidade da epidemia nos EUA, ficando claro que é uma doenca
gue ocorre preferencialmente no verdo americano, ja& que 0s maiores nimeros

de casos se concentram nos meses de junho a setembro.
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Figura 2 - Numero de doadores de sangue americanos que foram confirmados sendo positivos para o RNA
do VON em 2002, 2003, e 2004, de acordo com a semana de coleta (Susan L. Stramer 2005).

Mesmo apos a implementacdo deste teste, foram identificados mais sete
casos de transmissao transfusional a partir de bolsas de sangue falso negativas
para o teste NAT em mini-pool. Esse fato pode ser decorrente da baixa viremia
gue o virus pode atingir no plasma, inferior ao limite de deteccdo dos métodos

empregados.

1.9. Transmissao por Transplante de Orgéaos

Além da transmissao transfusional, um caso de transmissdao do VON
através de transplante de 6rgaos foi descrito, no qual o doador foi infectado um
dia antes da doacdo dos oOrgdos por uma bolsa de sangue contaminada
(lIwamoto, 2003), todos os pacientes que receberam os 6rgdos adoeceram.
Posteriormente, o VON foi confirmado em outros trés de quatro pacientes de
orgdos transplantados de um doador comum infectado. Dois receptores
desenvolveram doenca neuroinvasiva, um teve infeccdo de VON assintomética

e um quarto recipiente ndo foi aparentemente infectado (Petersen, 2002). Em
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ambos 0s casos 0s o6rgdos transplantados foram figado, rim e pulm&o e héa
evidéncias que o VON permaneca alojado nos mesmos, mesmo depois do

clareamento viral (Southam, 1954).

Outro fato interessante é que estes virus podem aderir-se as células
vermelhas do sangue e a proporcdo de virus aderente pode ser maior que a
circulante no plasma, além de manterem a capacidade de infectar novas

células, como foi demonstrado em células Vero em cultura (Rios, 2007).

1.10. Sazonalidade

A incidéncia de doencas relacionadas ao VON é sazonal em zonas
temperadas na América do Norte, Europa e Mediterraneo, com o pico da
atividade ocorrendo nos meses de veréo e inicio do outono, quando ocorre a
propagacdo dos vetores. Quando esse virus atinge regides equatoriais, ele
perde a caracteristica sazonal e pode ser encontrado durante o ano todo,
porque o clima favorece a manutencdo tanto dos vetores (mosquitos), quanto

dos hospedeiros amplificadores (passaros) (Stramer, 2005; Hayes, 2005).

Na época de ocorréncia da doenca, os testes realizados nos bancos de
sangue, podem ser através da investigagdo individual ou em grupo (mini-pool)
contendo 6 ou 16 amostras de doacdes ja falou a mesmissima coisa acima, ou
la ou cad. Ha estudos demonstrando um pequeno numero de casos de
transmissao transfusional, todas decorrentes de bolsas falso negativas no teste
NAT - mini-pool devido a baixa viremia dos doadores (CDC, 2004), as quais,
teriam sido detectadas como positivas se fossem testadas em metodologia

individual. O teste NAT-mini-pool falha em detectar 23% dos doadores
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infectados em comparagdo com o NAT - individual (CDC, 2004). Porém a
implementacao do teste NAT — individual em todos os bancos de sangue como
Unico teste para VON é logisticamente e financeiramente inviavel. Por causa
disso, o teste NAT - individual € utilizado em apenas algumas &reas
epidémicas. Para que ocorra a mudanca do teste NAT — minipool, para o
individual, é necessario que haja 2 casos de teste em minipool repetidamente
positivos juntamente com uma taxa semanal de 1 para 1000 doacgdes positivas,

algoritmo denominado “gatilho” (Custer, 2004).

1.11. Flavivirus em doadores de sangue

Além do VON, pacientes que necessitam de transfusdo sanguinea podem
estar sujeitos a outras infec¢cdes causadas por outras espécies de flavivirus
transmissiveis através do sangue, como é o caso do virus da Dengue, Febre
Amarela, Hepatite C e G, virus da encefalite de St. Louis e virus da encefalite
japonesa. Entre estes, destaca-se o virus da Hepatite C que tem sua
transmissao transfusional comprovada e para o qual a triagem sorolbgica e
molecular é realizada em dezenas de paises. Ja a transmissédo transfusional do
virus da Dengue foi descrita em um ndimero muito pequeno de casos, em
contraste com os milhdes de casos observados anualmente. A presenca do
virus em doadores de sangue ja foi verificada, e uma vez que nao se faz
qualquer teste de rastreio para este agente, maiores investigacbes séo
necessérias para entender a baixa eficacia de sua transmisséo transfusional, ou
ainda, a razdo de nao provocar os sintomas usuais quando transmitida por esta

via (Wendel S 2008).



30

2. Justificativa

Conforme exposto, hd uma grande probabilidade do VON ja ter sido
introduzido em nosso pais. No inicio do projeto ndo havia na literatura nenhum
estudo experimental publicado com quaisquer tipos de amostras, demonstrando

ou descartando a existéncia do VON no Brasil.

A populagédo de doadores de sangue representa um universo amostral
interessante por representar a populacdo em geral, e por permitir a obtencéo de
um grande numero de amostras simultaneamente. A localizagdo do HEMOAM
(Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas) em Manaus,
recebendo amostras de toda populacdo do estado do Amazonas e o HEMOSUL
(Hemocentro de Mato Grosso do Sul), proximo da area onde foram identificados
0s soros de equinos positivos para o VON, sao estratégicos para esta vigilancia.
A regiao do HEMOAM é fronteirica a Venezuela e a Colémbia, onde o virus ja
foi identificado, e com intenso fluxo de pessoas entre as regifes. Além dos
fatores geograficos e faunisticos do estado do Amazonas, o HEMOAM é uma
instituicdo de exceléncia no Estado, com um parque tecnolégico instalado e
contando com recursos humanos qualificados, permitindo a continuidade deste
projeto de forma sistematica na regido, permitindo inclusive a extensdo para

outros alvos como aves, mosquitos e pacientes com encefalite a esclarecer.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo prospectivo, observacional.

3.2. Amostras Humanas

3.2.1. Doadores de Sangue

Foram coletadas no total 5346 amostras de doadores de sangue, 2202
provenientes do Hemocentro do Amazonas (HEMOAM, Manaus) e 3144
provenientes do Centro de Hemoterapia e Hematologia de Mato Grosso do Sul
(HEMOSUL, Campo Grande). As amostras do HEMOAM foram coletadas em
tubos tipo K;EDTA com gel separador (Greiner Bio-One), centrifugadas a 1.600
X g durante 20 minutos e congelados a -20°C. As amostras do Hemosul foram
coletadas em tubos Gel BD SST® Il Advance (BD Diagnostics), centrifugadas a
1.600 x g durante 20 minutos e congelados a -20°C. Estes tubos entdo foram
enviados em recipientes térmicos contendo gelo seco através de uma
transportadora ao laborat6rio onde foram processadas. Apos o0 processamento
das amostras do HEMOAM, o restante do plasma foi aliquotado em microtubos
de 2 mL e armazenados a -70°C no laboratério de Virologia do Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo. As amostras de Mato Grosso

do Sul foram descartadas apds o processamento.
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Nenhuma das amostras de doadores humanos foi congelada e

descongelada mais de trés vezes.

3.2.2. Liquido Cefalorraquidiano

O professor Hélio Gomes, Departamento de Neurologia, Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo —
SP, Brasil gentiimente cedeu 51 amostras de liquor de pacientes com
meningoencefalites de etiologia desconhecida para serem testadas para o VON.
Estas amostras foram coletadas através de punc¢do lombar por um profissional

médico.

3.2.3. Soros de Febre de origem indeterminada

A pesquisadora Katia Torres, disponibilizou 198 amostras de soro de
pacientes com febre de origem indeterminada da fundacéo de Medicina Tropical

de Manaus.

3.2.4. Amostras de Equinos

A pesquisadora Tatiana Ometto, do Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo — SP, Brasil, concedeu 293 amostras de
soro de equinos da regido do Mato Grosso e 63 biopsias cerebrais também de
equinos que foram a ébito por meningoencefalites de etiologia desconhecida da

regido do Pantanal, centro-oeste do Brasil. O diagnéstico de raiva foi
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descartado nestas amostras. Estas amostras de biopsias foram extraidas por

meio da utilizacao do kit Qiagen Tissue (Qiagen).

3.3. Critérios de Inclusao

3.3.1. Doadores de sangue

Para este estudo foram selecionados doadores de sangue do sexo
feminino ou masculino (obrigatoriamente acima de 18 anos, pois é um critério
para a doacdo de sangue), da capital ou interior dos Estados patrticipante do
estudo, cadastrados em uma das unidades de coleta e transfusdo de sangue
vinculadas ao HEMOAM, ao HEMOSUL, considerados aptos para a doacéo e

que tenham lido e assinado o TCLE.

3.3.2. Para amostras de liquor

Foram incluidos neste projeto amostras de liquor de pacientes com

menigoencefalites de etiologia desconhecidas
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3.4. Critérios de Exclusao

Para as amostras de doadores de sangue o critério de exclusdo foi o
candidato ser considerado inapto para a doacdo apos a triagem clinica. Nao

houve critérios de exclusao para amostras de liquor e equinos.

3.5. Coleta da Amostra de Doadores de Sangue

Nos estados onde ocorreram as coletas de amostras de doadores de
sangue para este projeto, um profissional de saude (que foi previamente
orientado através de instru¢des e procedimentos operacionais padréo, voltados
para estas atividades), realizou o procedimento de rotina para doadores de
sangue e abordou o doador sobre o projeto convidando-o a participar
voluntariamente do estudo ap6s a apresentacdo dos objetivos e métodos desse,
para isto, foi feito registro através do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (anexo 1) aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Fundacdo HEMOAM e pela Comissdo de Etica do Hospital das Clinicas da

Universidade de Sao Paulo — USP (CAPPesq).
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3.6. Sistema automatizado cobas TaqScreen West Nile

Virus Test

As amostras foram processadas na plataforma automatizada cobas s 201,
da empresa Roche utilizando o equipamento cobas s201® e o TaqScreen West
Nile Virus Test. Este é um teste qualitativo in vitro para a deteccdo direta do
RNA do VON, podendo ser utilizado para rastreio de amostras individuais ou em

pool constituidos de até 6 amostras.

Este teste utiliza uma técnica genérica de extragdo dos acidos nucleicos
no equipamento COBAS® AmpliPrep. O RNA viral é entdo detectado através de
amplificacdo automatica por PCR em tempo real no analisador COBAS®
Tagman. O teste incorpora uma controle interno para a monitoracdo do
desempenho do teste em cada teste individual, assim como a enzima
AmpErase para reduzir a chance de contaminacdo por material previamente

amplificado.

3.7. Principios do Procedimento

Este teste baseia-se em 4 processos principais:

a) Pooling das amostras e pipetagem dos controles automatico utilizando

o pipetador Hamilton MICROLAB® STAR.

b) Extracdo automatica das amostras utilizando o equipamento COBAS®

AmpliPrep.
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c) Amplificacdo e deteccdo em tempo real dos produtos da PCR utilizando

0 analisador COBAS® TagMan®.

d) Gestdo automética dos dados utilizando o software de Pooling e

Gestao de Dados (PDM).

a) Pooling das amostras e pipetagem dos controles automatico
utilizando o pipetador Halmilton MICROLAB® STAR

Nesta etapa ocorre a transferéncia das amostras a partir dos tubos
primarios das amostras para os tubos de reacdo necessarios para 0
equipamento cobas s 201. Nesta etapa ocorre a formacdo dos pools de 6

amostras.

b) Extracdo automatica das amostras utilizando o equipamento
COBAS® AmpliPrep.
A extracdo das moléculas de RNA do VON e do RNA envelopado
(controle interno) sdo processadas simultaneamente, seguindo 5 sequencias

dentro do equipamento COBAS® Ampliprep:

1- Lise das particulas virais e inativagdo das nucleases a partir da insercao

de uma solucéo de protease.

2- Ligacdo dos acidos nucleicos na superficie das particulas de magnéticas

de vidro.

3- Lavagem de substancias nao ligadas as particulas magnéticas e

impurezas.
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4- Reducéo da concentragdo salina.

5- Liberacdo das moléculas de RNA das particulas magnéticas de vidro a

uma temperatura elevada com tampéao de eluicéo.

c) Amplificacdo e deteccdo em tempo real dos produtos da PCR
utilizando o analisador COBAS® TagMan®.
a. Amplificagdo

Ap6s o isolamento do acido nucleico, o extraido € preparado para a PCR
em tempo real. Nesta etapa € utilizado a mistura principal cobas TagScreen
WNV (WNV MMX), para a amplificacdo e deteccdo do RNA viral e do RNA do
controle interno. Uma vez que é adicionado acetato de manganés na mistura
principal WNV MMX, esta se torna ativada e permite que ocorra a transcrigdo
reversa, seguida da amplificacdo por PCR de uma regido altamente conservada
do RNA do VON e do RNA do controle interno, utilizando iniciadores
especificos. A deteccdo em tempo real do DNA amplificado é conseguida
através da emissdo crescente de sinais fluorescentes decorrentes da
degradacgdo nucleolitica-5° das sondas especificas para o VON e para o
controle interno. Sao utilizados 2 corantes fluorescentes: sendo uma para
marcar a sonda do controle interno e o outro para marcar a sonda do VON,

permitindo assim a identificacdo simultanea do VON e do controle interno.

b. Transcrigéo reversa e Amplificacado por PCR

As reac0Oes de transcricdo reversa e de amplificacéo sdo realizadas com a
enzima recombinante termoestavel, a DNA polimerase Z05. Na presenca de
manganés, esta enzima apresenta atividades de transcricdo reversa e de DNA
polimerase, permitindo assim, que tanto a transcricdo reversa como a

amplificacdo por PCR ocorram na mesma mistura.
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c. Amplificagdo Seletiva

A amplificacdo seletiva do &cido nucleico alvo é conseguida com a
utilizacdo de iniciadores oligonucleotidicos especificos e a utilizacdo da enzima
AmpErase (uracil-N-glicosilase) e de trifosfato de deoxiuridina (dUTP). Esta
enzima reconhece e catalisa a destruicdo de cadeias de DNA que contenham
dUTP’s, mas ndo de DNA contendo deoxitimidina ou RNA contendo ribouridina.
A dUTP néo se encontra no DNA natural, mas esta sempre presente no produto
da PCR, devido ao uso substitutivo de trifosfato de timidina pelo dUTP no
reagente da WNV MMX. Isso faz com que os produtos da PCR anteriores se
tornem suscetiveis & degradacdo pela acdo da enzima, evitando assim uma
possivel contaminacdo. Esta enzima sera inativada quando exposta a

temperaturas acima dos 55°C, ndo destruindo os novos produtos da PCR.

d. Deteccéo

Durante a amplificagdo por PCR, a elevada temperatura intermitente
produzida durante os ciclos térmicos desnatura o produto da PCR alvo e do
controle interno para formar uma cadeia simples de DNA. As sondas e 0s
iniciadores oligonucleotidicos se hibridizam novamente com este DNA de
cadeia simples, onde ocorre posteriormente a amplificacdo. A amplificacéo pela
polimerase, hibridizacdo e deteccdo da fluorescéncia das sondas do VON e

controle interno ocorrem simultaneamente.

O cobas TaqScreen WNV MMX contém sondas de deteccdo que sao
especificas para o acido nucleico do VON e do controle interno. Cada sonda
esta marcada com dois corantes fluorescentes, sendo que um atua como
corante sinalizador e o outro como corante supressor. Um corante especifico

esta associado com a sonda especifica para o alvo do VON e é medido em um
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comprimento de onda especifico. Um segundo corante sinalizador esta
associado a sonda do controle interno e é medido em outro comprimento de
onda. Este sistema permite a deteccdo do alvo amplificado do VON e do

controle interno simultaneamente.

Antes de iniciar a amplificacdo por PCR, as sondas estdo intactas e a
fluorescéncia do corante sinalizador € suprimida pelo corante supressor devido
a transferéncia de energia de tipo Forster. Durante a amplificacdo, as sondas
hibridizam-se as sequencias de DNA de cadeia simples especificas e sdo
clivadas pela atividade da nucleasse 5'a 3" da DNA polimerase Z05. Uma vez
gue os corantes de sinalizagdo e supressdo estejam separados, a atividade
fluorescente do corante sinalizador é captada pelo equipamento. Como a cada
ciclo da PCR séao geradas quantidades crescentes de sondas clivadas, ocorre o

aumento concomitante do sinal de fluorescéncia do corante sinalizador.

A deteccdo em tempo real dos produtos da PCR é conseguida através da
medicao da fluorescéncia dos corantes sinalizadores liberados, representando o

alvo de VON e controle interno.

d) Gestdo automatica dos dados utilizando o software de
Pooling e Gestdo de Dados (PDM).

O software ROCHE PDM Data Manager permite examinar os resultados.
Este software atribui automaticamente a todos os testes resultados como nao

reativos, reativos ou invalidos, permitindo ao usuario aceitar ou néo o resultado

atribuido.
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3.8. Reagentes

Para o processamento total das amostras foram utilizados os seguintes

reagentes, todos incluidos no Kit Cobas TagScreen West Nile Virus Test.

Cobas TaqScreen West Nile Virus Test
WNV CS1 - MGP - particulas Magnéticas de Vidro

93% de isopropanol

WNV CS2 - Lys — Reagente de Lise

Citrato de sodio dihidratado
42,5% de tiocianato de guanidina
<14% de polidocanol

0,9% de Ditiotreitol

WNV CS3 - Pase — solucéo de proteinase

Tampéao TRIS
<0,05% de EDTA
Cloreto de célcio
Acetato de calcio
<7,8%de proteinase

WNV EB - Tampao de eluicéo

Tampéao TRIS



<0,002 de RNA de Poli rA (sintético)

EDTA

0,09% de Azida Sdédica

WNV CS4 - WNV MMX — Mistura principal do WNV

Tampao Tricina

Acetato de potassio

Glicerol

<18% Dimetilsulféxido

<0,07% de dATP, dCTP, dGTP, dUTP

<0,002 de iniciadores de VON a jusante e a montante

<0,002 de sonda de VON com marcacdao fluorescente

<0,002 de sonda para o controle interno com marcagéo fluorescente

<0,002 de aptamero oligonucleotidico

<0,05% de DNA Polimerase Z05 (de origem microbiana)

<0,1& de enzima AmpErase (uracil-N-glicosilase)

0,08% de Azida Sdédica

WNV Mn* - solucdo de Manganés WNV

<0,6% de Acetato de manganés

Acido acético glacial



42

0,09% de Azida Sdédica

WNV IC - controle interno do VON

Tampao Tris

<0,002 de RNA de Poli rA (sintético)

EDTA

<0,001% de RNA do controle interno, ndo infeccioso encapsulado em

proteina de cobertura do bacteri6fago MS2

0,05% de Azida Soédica

Cobas TaqScreen West Nile Virus control Kit
WNV (+) C — controle positive para o VON

Tampao Tris

<0,002 de RNA de Poli rA (sintético)

EDTA

<0,001% de RNA sintético de VON nédo infeccioso encapsulado em

proteina de cobertura do bacteriofago MS2

0,05% de Azida Sdédica

WNV () C —controle negativo do VON (plasma humano)

Plasma Humano Negativo, ndo reativo em testes aprovados para
anticorpo contra HCV, anticorpo contra HIV1/2 e HBsAg; RNA do Von néo

detectavel por métodos de PCR.
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0,1% de conservante ProClin® 300

Cobas TaqScreen West Nile Wash Reagent
TS WR - reagente de lavagem cobas TagqScreen

Citrato de sodio dihidratado

0,1% de conservante Metilparabeno

3.9. Rotina

As amostras séo processadas em lotes e cada lote € composto por 24
reacdes, podendo ser até 22 amostras em pools mais uma reacao referente ao
controle positivo e outra ao controle negativo ou ainda 22 rea¢gfes de amostras
individuais mais uma reacédo de controle negativo e outra de controle positivo.
Cada pool é idealmente composto por 6 amostras individuais, sendo assim cada
lote pode ser composto por 22 reagBes com 22 amostras individuais ou 22
reacbes em pools de 6 totalizando 132 amostras. A pipetagem dos tubos
primarios para os tubos de reacdo dos lotes sédo efetuadas pelo pipetador
Hamilton MICROLAB® STAR. Este processo pode durar cerca de 20 minutos a

1 hora dependendo de como os lotes séo arranjados.

Ap0s a pipetagem nos tubos de reagdo do lote, estes séo transferido para
0 equipamento COBAS® AmpliPrep, onde sofrerdo extracdo dos acidos
nucleicos. Este equipamento pode ser abastecido com até 3 lotes por vez e
apoés o primeiro lote ter sido totalmente processado, pode-se colocar novo lote
ainda com o equipamento em funcionamento. Isto pode ser feito a cada

momento em que um lote é totalmente processado. O processo de extragdo do



44

primeiro lote do dia leva cerca de 2 horas, sendo que os lotes subsequentes ao

primeiro sdo concluidos cerca de 30 minutos apos.

Quando todas as amostras e os controles de um lote foram totalmente
extraidos, eles séo transferido automaticamente para o analisador COBAS®
TagMan®, onde as amostras serdo amplificadas e detectadas por fluorescéncia.

Este processo leva cerca de 1 hora e 30 minutos.

3.10. Controle positivo para verificagao do Kit

Amostras confirmadamente positivas para o RNA do VON provindas de
doadores de sangue da Cruz Vermelha Americana, gentilmente cedidas pela
Dra. Susan Stramer, foram utilizadas como controle positivo para a

padronizagéo da reacéo no equipamento s 201 da Roche.

3.11. Controles do Kit

Controle positivo

Para cada lote de reacdo o Kit cobas® TagScreen West Nile Virus Test
utiliza um controle positivo que é composto por RNA sintético de VON néao

infeccioso encapsulado em proteina de envelope do bacteriofago MS2.

Controle interno positivo

O Kit cobas® TagScreen West Nile Virus Test possui um controle interno
positivo de armored RNA, que é utilizado em todas as amostras, servindo de

controle para a preparagdo, extracdo, amplificacdo e detecgédo do processo de
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cada amostra. Este controle interno € processado simultaneamente com as

amostras.

3.12. Controle Negativo

Para cada lote de reagdo o Kit cobas® TagScreen West Nile Virus Test
utiliza um controle negativo que é composto por plasma humano negativo. Este
plasma € ndo detectavel para o0 RNA do VON em metodologia de PCR além de
ser ndo reativo em testes aprovados para anticorpo contra HCV, anticorpo

contra HIV-1/2 e HBsAg.

3.13. Caracteristicas de desempenho

3.13.1. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do cobas TaqScreen West Nile Virus Test utilizando o
equipamento cobas s 201 foi avaliada testando um painel aleatério, cego de 21
membros, composto por seis amostras de plasma negativo, seis amostra de
plasma positivo a uma concentracdo de 0,49x o limite de detecgcédo (LD) do
teste, e trés amostra de plasma positivo, cada uma a concentracdo de 2,5x,
5,0x e 10x o LD. Estes testes foram efetuados em trés locais diferentes com um
operador em cada local, utilizando 3 lotes do kit e 1 sistema cobas s 201. Em
cada local, foram testados 4 painéis com 0s controles positivos e negativos
associados, todos os dias durante 5 dias, somando um total de 180 testes de

cada membro do painel. Foram avaliados todos os dados de reprodutibilidade
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vélidos, calculando a percentagem de resultados de teste reativos para cada
nivel do painel. Os dados foram analisados por lote de Kkit, local/operador,
dia/execucdo e geral. O estudo demonstrou um desempenho consistente do
cobas TagScreen West Nile Virus entre lotes, locais/operadores do teste e dias/

execucao (dados ndo mostrados).

3.13.2. Sensibilidade Analitica

Linhagem 1

O LD do cobas TaqScreen West Nile Vius Test para a linhagem 1 foi
avaliada utilizando o Health Canada West Nile Virus Reference Standard
(Saldanha, J et al, 2005). O LD foi determinado com base na taxa de
positividade com limites inferiores de confianca de 95% (unilateral), assim como
calculado por andlise de PROBIT para estimar o LD de 95% e os intervalos de
confianga bilaterais de referéncia de 95% para o painel (dados ndo mostrados).

O LD de 95% utilizando este painel para a linhagem 1 foi de 40,3 cépias/mL.

Linhagem 2

O LD do cobas TaqScreen West Nile Vius Test para a linhagem 2 foi
avaliado utilizando o Painel de Qualificagcdo do RNA do VON QWN701 (Briese,
T et al 2002; Hayes et al 1999). O LD foi determinado com base na taxa de
positividade com limites inferiores de confianca de 95% (unilateral), assim como
calculado por analise de PROBIT para estimar o LD de 95% e os intervalos de
confianca bilaterais de referéncia de 95% para o painel (dados ndo mostrados).

O LD de 95% utilizando este painel para a linhagem 2 foi de 3,8 cépias/mL.



47

3.13.3. Especificidade Analitica

A especificidade analitica do cobas TaqScreen West Nile Vius Test foi
avaliada utilizando um painel de 52 microrganismos, incluindo 47 isolados virais,
4 estirpes bacterianas e 1 isolado de levedura. Os microrganismos foram
adicionados a plasma humano normal, negativo para o virus, e testado com e
sem o VON adicionado a uma concentracdo de 3 x o LD. Com excecédo de 4
isolados da familia do Virus da encefalite Japonesa, (virus da encefalite
Japonesa, virus da encefalite de Murray Valley, virus da encefalite de Saint
Louis e virus Kunjin), para todos os outros foram obtidos resultados néo reativos
para todas as amostras sem a adicdo do VON, e foram obtidos resultados
reativos para todas as amostras nas quais foram adicionado o VON. Isto ocorre
porque estes virus compartilham homologia na sequéncia de nucleotideos com

0 VON, e consequentemente com os iniciadores e sondas.
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4. Resultados

A validacao da corrida é feita pelo proprio software do cobas s 201. Para
tanto, ele leva em consideracdo o0s resultados dos controles positivos e
negativos sendo que os resultados das amostras sdo validos apenas quando o
lote a qual pertencerem for valido. O lote é formado pelas amostras e/ou pools
de amostras mais uma réplica do controle positivo e uma réplica do controle
negativo. A todo lote processado € atribuido um estado: vélido ou invalido.
Quando os controles do lote foram validos, o lote foi considerado valido. Porém,
caso os controles falhem todo o lote é considerado invalido. Esta invalidagao de

resultados com base em falhas de controles de reacdo é efetuada

automaticamente pelo software do equipamento.

Para que o controle negativo seja valido, o resultado interpretado deve ser
ndo reativo para o VON e o controle interno deve ser considerado reativo. Se o

controle interno obtiver resultado ndo reativo, o resultado emitido sera invalido.

Para que o controle positivo seja valido, o resultado interpretado de ser
reativo para o VON e o controle interno deve ser considerado reativo também.
Se o controle interno for considerado n&o reativo, o resultado interpretado sera

invalido.

Como ha a adicdo de um controle interno para cada amostra ou pool este
resultado também é considerado na validacdo dos mesmos. Para que a
amostra ou o pool de amostras sejam considerados nao reativo e valido, o
controle interno associado deve ser valido e a amostra ndo devera apresentar

amplificacdo para o VON, caso contrario, o resultado deve ser considerado
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invalido, devendo ser novamente processada. Ja4 para que uma amostra ou 0
pool de amostras sejam consideradas reativas validas, aquela amostra ou pool
devera ser reativa para VON, ndo importando o resultado do controle interno, o

qual podera ser reativo ou ndo-reativo.

Caso um pool de amostras seja um reativo valido, este pool sera

desmembrado e testado individualmente.

As 2202 amostras de doadores de sangue coletadas no Estado do
Amazonas pelo HEMOAM foram processadas em 26 lotes, com pools de 6
amostras, todos com controle positivo, negativo e controle internos validos.

(Tabela 2)

Tabela 2 - Resultado das amostras de doadores de sangue do Estado do Amazonas, provenientes do

HEMOAM.

N° do Lote N° de pools / lote C+ C- Cl dos pools VON

Lote 1 19 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 2 20 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 3 22 Vaélido Vaélido Valido Negativo
Lote 4 5 Vaélido Vaélido Vaélido Negativo
Lote 5 19 Vaélido Vaélido Vaélido Negativo
Lote 6 22 Vaélido Vaélido Vaélido Negativo
Lote 7 3 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 8 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 9 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 10 21 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 11 1 Valido Valido Valido Negativo
Lote 12 20 Valido Valido Valido Negativo
Lote 13 2 Valido Valido Valido Negativo
Lote 14 19 Valido Valido Valido Negativo
Lote 15 22 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 16 21 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 17 2 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 18 2 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 19 19 Valido Valido Valido Negativo
Lote 20 1 Valido Valido Valido Negativo
Lote 21 21 Valido Valido Valido Negativo
Lote 22 20 Valido Valido Valido Negativo

Lote 23 20 Vaélido Vélido Vélido Negativo
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Lote 24 17 Vaélido Valido Vaélido Negativo
Lote 25 4 Vaélido Valido Valido Negativo
Lote 26 1 Valido Valido Valido Negativo
As 3144 amostras de doadores de sangue coletadas no Estado do mato
Grosso do Sul pelo HEMOSUL foram processadas em 26 lotes, com pools de 6
amostras, todos com controle positivo, negativo e controle interno validos.
(Tabela 3)
Tabela 3 - Resultado das amostras de doadores de sangue do Estado do Mato Grosso do Sul, provenientes
do HEMOSUL.
N° do Lote N° de pools / lote C+ C- Cl dos pools VON
Lote 27 21 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 28 21 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 29 20 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 30 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 31 20 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 32 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 33 19 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 34 19 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 35 16 Valido Valido Valido Negativo
Lote 36 21 Valido Valido Valido Negativo
Lote 37 22 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 38 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 39 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 40 17 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 41 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 42 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 43 20 Valido Valido Valido Negativo
Lote 44 17 Valido Valido Valido Negativo
Lote 45 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 46 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 47 14 Valido Valido Valido Negativo
Lote 48 20 Valido Valido Valido Negativo
Lote 49 21 Valido Valido Valido Negativo
Lote 50 19 Valido Valido Valido Negativo
Lote 51 20 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 52 21 Valido Vélido Valido Negativo
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Os 293 soros de equinos provenientes do Mato Grosso foram testados

individualmente. Todas as amostras foram negativas para o VON (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultado das amostras de soros de equinos do Estado do Mato Grosso, Brasil.

N°do Lote N°de amostras / lote C+ C- Cl dos pools VON

Lote 53 10 Valido Vélido Vaélido Negativo
Lote 54 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 55 22 Valido Vélido Vaélido Negativo
Lote 56 20 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 57 22 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 58 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 59 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 60 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 61 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 62 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 63 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 64 21 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 65 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 66 22 Valido Valido Valido Negativo

Além dos soros dos equinos, as bidpsias cerebrais de equinos que foram
a Obito por meningoencefalites de etiologia desconhecida da regido do Pantanal
também foram testadas individualmente. Todas as 63 amostras foram negativas

para o VON (Tabela 5)

Tabela 5 - Resultado das amostras de bidpsia cerebrais de equinos.

N°do Lote N°de amostras / lote C+ C- Cl dos pools VON

Lote 67 19 Valido Valido Valido Negativo
Lote 68 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 69 22 Valido Valido Valido Negativo

As 51 amostras cedidas pelo professor Hélio Gomes, de liquor de

pacientes com meningoencefalites de etiologia desconhecida foram testadas



52

individualmente para o VON. Todas obtiveram resultados negativos para o virus

(Tabela 6).

Tabela 6 - Resultado das amostras de liquor de pacientes com meningoencefalite de etiologia desconhecida.

N°do Lote N°de amostras / lote C+ C- Cl dos pools VON

Lote 70 13 Valido Vélido Vaélido Negativo
Lote 71 13 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 72 25 Valido Vélido Valido Negativo

Também foram testados individualmente 198 soros de pacientes que
apresentaram febre e sintomas de meningoencefalite de etiologia
desconhecida, provindas do Instituto de Medicina Tropical de Manaus. (Tabela
2 - Resultado das amostras de doadores de sangue do Estado do Amazonas,

provenientes do HEMOAM.Tabela 7)

Tabela 7 - Resultado dos soros de pacientes com meningoencefalite de etiologia desconhecida de Manaus

N°do Lote N°de amostras / lote C+ C- Cl dos pools VON

Lote 73 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 74 22 Vaélido Vélido Valido Negativo
Lote 75 22 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 66 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 77 22 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 78 22 Vélido Vélido Vélido Negativo
Lote 79 22 Valido Valido Valido Negativo
Lote 80 22 Valido Valido Valido Negativo

Lote 81 22 Valido Valido Valido Negativo
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5. Discusséao

Assim como a epidemia de HIV, a introducédo do virus do Oeste do Nilo
nos Estados Unidos expds novamente a fragilidade do estoque sanguineo aos
agentes emergentes. Os atuais métodos moleculares permitiram uma solucdo
rapida e eficaz, servindo como um alerta para outros paises, pois a
disseminacdo do VON pode ocorrer e estd ocorrendo, conforme discutido

anteriormente.

Levando em consideragdo que a maioria dos casos de infec¢do por VON
€ assintomatico, podendo chegar até 70% dos casos, ou produz sintomas nao
proibitivos para a doacdo (Custer B, 2009), tentamos avaliar a hipotese de
possivel introducdo do VON no Brasil. Munidos de uma amostragem de
doadores de sangue aptos para doacdo das regibes Norte (provenientes do
HEMOAM) e Centro-Oeste (provenientes do HEMOSUL), chegamos a um
resultado a principio satisfatério para o pais, ja que nao foi evidenciado o RNA
viral em nenhuma das amostras. Este resultado, embora tranquilizante, deve
ser avaliado sob duas éticas; primeiramente, a da insuficiéncia técnica e
amostral de nosso estudo ou secundariamente devido aos fatores biol6gicos

gue explicariam a resisténcia dos ecossistemas brasileiros a entrada do VON.

Dentre a primeira 6tica, um fator que poderiamos destacar seria que no
primeiro dia de incubacdo e apds o nono dia, este virus torna-se indetectavel
para metodologias NAT no formato de minipool, pois a carga viral fica abaixo do
limite de deteccéo. Isso se deve a prépria cinética do virus que alcanga a sua
carga viral maxima por volta do quinto dia apés a infeccao (Petersen, 2010).

Assim sendo, como todas as amostras de doadores de sangue foram testadas
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em minipool, pode ser que alguma possivel amostra positiva ndo tenha sido
detectada, afinal, a janela de tempo fica reduzida a apenas oito dias. (Petersen
LR, 2010). Para reduzir este tipo de efeito, os Estados Unidos, onde a epidemia
por este virus € significativa e um problema de salde publica, possuem um
sistema de gatilho que identifica a hora adequada de mudar o formato de
triagem de minipool (formato menos sensivel e mais econdmico) para testes
individuais (formato mais sensivel e dispendioso) (Custer, B. 2004),
aumentando para 15 o nudmero de dias da janela para detec¢cdo do VON e

evitando assim possiveis transmissdes transfusionais.

Como s6 testamos estas amostras em minipool e obtivemos resultados
negativos nado significa que estes doadores nunca tiveram contato com este
agente viral, ou ainda que ndo possuam 0 virus, mas apenas que estavam
abaixo do limite de deteccéo do teste. Para podermos afirmar que os individuos
realmente ndo tiveram contato seria necessario realizar um estudo soroldgico

para o VON destas amostras, onde se busca em geral anticorpo tipo IgG.

Lavezzo, em 2010, relatou resultados muito semelhantes em um estudo
parecido com este trabalho, no qual procurou 15 tipos diferentes de arbovirus,
incluindo o VON, em doadores de sangue. As 205 amostras analisadas por
PCR eram provenientes da regido Norte (Rio Branco, Para, Acre e Belém), além
de amostras de Tupd — S&o Paulo. E valido ressaltar que na época deste
estudo, a cidade de Tupad passava por um surto de dengue. As amostras
provenientes de S&o Paulo formam analisadas apenas para dengue, enquanto
gue as outras amostras foram analisadas para os outros 14 Arbovirus (VON,
Febre Amarela, Saint Louis virus, dentre outros), porém todas as amostras

foram negativas para todos o0s agentes virais, inclusive para a dengue.
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Em um estudo posterior, a doutoranda de nosso laboratério (IMT-USP)
Adriana Tateno, aplicou as mesmas amostras do HEMOAM uma PCR genérica
para Flavivirus. Apenas uma doacéo foi positiva, e seu sequenciamento revelou
tratar-se de uma infec¢do pelo virus da dengue de sorotipo 2. Este achado
confirma de modo indireto, a auséncia do VON e outros Flavivirus aparentados

em nossa casuistica (dado ainda ndo publicado).

E pertinente citarmos também o caso ocorrido na regido da Andaluzia na
Espanha em Setembro de 2010. Naquele ano ocorreu um surto de VON, onde
51 de 102 cavalos sintomaticos para febre do Nilo apresentaram IgM positivo
para o VON, sendo que apenas 1 dos 51 cavalos apresentou amplificagdo
positiva do soro e LCR por PCR em tempo real (Garcia-Bocanegra, 2011).Neste
mesmo ano na Espanha, também foram identificados casos em humanos. Apds
0 ingresso do primeiro paciente com suspeita de infeccdo por VON em um
hospital da regido de Andaluzia, uma vigilancia ativa, com a inclusdo do VON no
diagndstico diferencial para casos de meningoencefalites humana, foi iniciada
ainda no més de Setembro. Uma semana ap0s este fato, o primeiro caso foi
confirmado e um dia apés esta confirmagdo um segundo paciente com suspeita
de infeccdo por VON surge. No inicio do més de outubro, medidas de
precaucdo foram adotas para evitar uma possivel transmissdo transfusional
naquela regido. Estas medidas continham diretrizes como: a exclusdo de
doadores que estiveram em regifes de alto risco nos ultimos 28 dias, evitar o
uso de doacdes realizadas na regido de risco (regibes onde cavalos ou casos
humanos foram relatados), introducdo do NAT para o VON e quarentena de
todos os hemoderivados de doagdes ocorridas apos 1 de setembro nas regides
de risco até a realizacdo retrospectiva do NAT para este agente etiolégico,

assim como o teste NAT para todos os 6rgéos, tecidos e sangue de cord&o. E
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valido lembrar que a metodologia utilizada para o NAT foi & mesma utilizada
nesta dissertacdo. Estas medidas foram mantidas até o final de dezembro de
2010, cerca de 1 més ap6s o ultimo caso em cavalo ser diagnosticado. Durante
estes trés meses foram analisadas 10.768 amostras da regido de risco para
infeccdo por VON na Espanha, sendo que 10.341 foram doac8es de sangue,
232 testes em tecidos e 195 de sangue de corddo. Das 10.341 amostras de
doacao, 9.748 foram da regido de Cadiz, onde 37 cavalos foram detectados
com o VON, levando oito destes animais a 6bito. Na regido de Malaga, onde um
caso de VON foi descrito em equino, foram analisadas 427 doacdo de sangue e
na regiao da Sevilha, onde cinco casos em equinos foram identificados, 195
amostra de doadores foram analisadas. Apesar de estas amostras estarem
muito proximas a focus de VON, nenhuma doacéo de sangue, tecido ou sangue
de corddo foram identificadas positivamente. Estes dados, que foram
apresentados no Congresso Regional da Sociedade Internacional de
Transfusdo de Sangue, realizado em Lisboa-Portugal, pelo Dr. Salvador
Oyonarte Gémez, reforcam 0s nossos resultados, pois mesmo em uma regiao
com transmissao ativa e dezenas de casos de VON em equinos e alguns em
humanos, nédo foi possivel detectar qualquer doacao positiva em uma casuistica

maior qgue a nossa.

Porém se levarmos em consideracao o indice de doacdes positivas de 1/
147 para VON nos estados do Kansas e Nebraska, nos Estados Unidos, em
2003 (Stramer 2005), poderiamos argumentar que 0 NOSSO numero amostral
seria mais que suficiente para encontrar um individuo portador do VON. Mas
sabemos também, que a epidemia americana é muito contrastante com o que
ocorre no resto do mundo, principalmente na América Latina, ja que

pouquissimos casos foram realmente relatados nesta regido.
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O Unico caso em que foi realmente identificado o VON na América do Sul
ocorreu na Argentina em 2006 (Morales, 2006), por crescimento do virus em
cultura celular proveniente de tecido de bidpsia cerebral postmortem de um

equino.

No Brasil, foram identificadas, até o presente momento, nhove amostras
soropositivas para o VON, sendo cinco delas publicadas no trabalho de
Pauvolid-Corréa em 2011 e quatro delas em trabalho apresentado no evento
FAMERP-UTMB pela pesquisadora Tatiane Ometto. Contrastando com o
ocorrido na Espanha em 2010 (Garcia-Bocanegra, 2011), as amostras
brasileiras coletadas de cavalos na regido do Pantanal, algumas inclusive com
sorologia positiva, ndo obtiveram amplificacdo por PCR do virus provenientes
dos soros nem das amostras de biopsia cerebral de cavalos com
meningoencefalites de etiologia desconhecida. Sabe se que os sinais clinicos
da encefalite por VON em equinos sao dificeis de diferenciar de outros sinais
clinicos causados por outros agentes etiolégicos, como Herpesvirus Equino 1,
Raiva, Encefalite Equina do Leste, dentre outras (Epp, 2007; Nelson, 2004). E
interessante também lembrar o estudo realizado na Franga, onde 72 cavalos
com suspeita de encefalite equina causada por VON, apenas 33 (44%) foram
realmente diagnosticados com esta infeccdo, além disso, o VON era
sabidamente circulante naquela regido e um agente comum para este tipo de

enfermidade em cavalos (Leblond, 2007).

Levando em consideracéo o tamanho amostral de amostras soropositivas,
o0 trabalho espanhol (Garcia-Bocanegra, 2011) apresentou apenas 1
amplificacdo positiva pra VON na PCR em tempo real dentre 51 amostras
soropositivas, 0 que representa apenas 1,9 %. Isso poderia até sugerir que o

namero amostral de equinos soropositivos foi reduzido para uma taxa muito
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baixa de amplificacdo. Podemos citar além disso o caso ocorrido no Rio de
Janeiro em 2010, onde uma possivel identificacdo do VON no LCR de um
paciente foi proposta, porém testes confirmatérios posteriores identificaram uma
reacdo cruzada com um outro agente etioldgico, a dengue (Soares, CN, 2010),

0 qual é muito comum no Estado carioca.

Levando em consideracdo a segunda Otica, uma explicacao plausivel
para o fato de n&o identificar cavalos soropositivos com doencga ou sequelas da
infeccdo por VON no Brasil seria o fato do pais possuir uma grande diversidade
de Flavivirus. Estes animais provavelmente ja sofreram alguma infeccéo
anterior por agentes etiol6gicos da mesma familia do Flavivirus e por isso
possuiam algum tipo de protec¢do imune cruzada. Isto poderia ocorrer porque no
Brasil, cerca de onze Flavivirus ja foram identificados, sendo eles: todos os
sorotipos de dengue (1, 2, 3 e 4), virus da Febre Amarela, virus de llhéus, virus
Rocio, virus Cacipacore, virus Bussuquara, virus Iguape e virus da Encefalite
de Saint Louis (Figueiredo, 2007). E valido lembrar que o virus da Encefalite de
Saint Louis, o virus Rocio e o VON fazem parte do mesmo sorocomplexo, o da
Encefalite Japonesa. Além disso, ja foi demonstrado que a prévia inoculagédo de
um hamster com Flavivirus do sorocomplexo de Encefalite Japonesa, protegia

estes animais contra a tentativa de infecéo posterior com VON (Tesh, 2002).

Sendo assim, expandindo esta teoria de protecdo imune cruzada também
para as aves, que sado 0s reservatérios naturais deste agente, dificultaria mais
ainda a introduc&o do VON no Brasil e enfraqueceria a teoria da introdugéo do
VON por aves migratérias. Para reforcar ainda mais esta possivel hipétese, a
pesquisadora Tatiana Ometto, testou 478 amostras de aves coletadas da regido
amazonica e matogrossence e outras, entre 2008 e 2010, tanto por metodologia

sorolégica, PRNT, quanto por PCR especifico para o0 VON (Ometto TL, 2010),
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porém ndo conseguindo achar nenhuma amostra reativa. Além deste caso, um
inquérito sorolégico em aves desenvolvido no Brasil em 1994, apontou uma
soropositividade maior ao virus da encefalite de Saint Louis do que outros
Flavivirus (Ferreira, 1994), dificultando ainda mais a introducdo do VON por
aves, ja que estas apresentaram maior contaminacao por flavivirus do mesmo

sorocomplexo, possibilitando talvez uma reacdo imune cruzada.

Reconhecemos que a metodologia aplicada neste trabalho ndo seria a
mais indicada para um trabalho de vigilancia epidemioldgica, sendo a sorologia
por IgG uma técnica mais indicada para este tipo de estudo. Porém como o
Brasil possui muitos Flavivirus (Figueiredo, 2007), poderia acarretar diversos
falsos positivos para o VON, ja que reacdes sorologicas cruzadas sdo comuns
na sorologia para Flavivirus. Podemos citar o trabalho da Fiocruz de Pauvolid-
Corréa, 2011 como exemplo, uma vez que foram detectadas 93 amostras
soropositivas para Flavivirus a partir 168 amostras de cavalos, o que
representou 55% das amostras analisadas por metodologia ELISA. Apds isso,
utilizando PRNT, detectaram-se apenas 5 (3%) amostras de VON, 9 (5,4%) de
virus da encefalite de Sant Louis, 18 (10,7%) de virus Ilhéus e 3 (1,8%) de virus
Cacipacore. As outras 58 amostras restantes, 56 foram consideradas
soropositivas para Flavivirus indeterminado e duas amostras foram
consideradas soronegativas. Além disso, soropositividades maiores que 50% ja
foram relatadas em locais onde ocorreram epidemias por Flavivirus (Epp, 2007).
No Brasil, onde inquéritos sorolégicos buscando Flavivirus em equinos é raro,
alguns trabalhos apresentaram taxas de soropositividade superior a 25% para
Flavivirus em equinos (lversson, 1993). O trabalho de Rodrigues em 2010
também identificou uma prevaléncia de 44,8% para flavivirus em equinos na

regido do Pantanal, regido esta igual a utilizada na amostragem de equinos
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desta dissertacao. Ja em relacdo as amostras em humanos, em 2007 um surto
do virus da encefalite de Saint Louis ocorreu no interior do estado de S&o
Paulo, concomitantemente a um surto de Dengue, o que ocasionou diversos

diagndsticos errados (Mondini 2007).

Por causa deste alto indice de flaviviroses no Brasil, muitas vezes
acarretando reacfes cruzadas, todos os resultados de sorologia necessitariam
de um teste confirmatério direto para o VON, neste caso uma PCR ou uma
cultura viral, para a real confirmagdo da introducdo do VON no Pais. O
isolamento do virus pelo crescimento em cultura de células é dificil, sendo
necessaria grande quantidade de amostra e preferencialmente fresca e os
resultados sé sdo considerados positivos quando se observa o efeito citopatico
em células Vero. O isolamento do VON pode demorar de trés a sete dias,
dependendo da quantidade de virus presente na amostra (Pealer, 2003).
Apesar de termos evidéncias sorolégicas que o VON tenha sido introduzido no
Brasil (Pauvolid-Corréa 2011; Ometto TL, 2010) nenhuma evidéncia
confirmatéria do virus ainda foi achada, nem por amplificagdo do RNA viral ou

amplificacdo de particulas virais em cultura celular.

Como foi dito antes, apesar de temos apresentado um resultado
confortante, é importante manter as investigagcdes epidemioldgicas ativas tanto
em aves, mosquitos e mamiferos, para que ndo ocorra 0 que ocorreu nos EUA
e isto ndo vire um grande problema de salde publica, podendo chegar até ao

comprometimento dos estoques de sangue dos bancos de sangue.

Como o VON é transmitido por diversos tipos de mosquitos, inclusive os
mesmos do da dengue, a manutencao de inquéritos epidemiologicos para estes

vetores ndo seria algo muito laborioso para implantacdo, pois jA existem
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similares para a dengue. Além disto, os equinos por serem altamente
suscetiveis a infeccdo pelo VON e desenvolverem sinais clinicos com mais
frequéncia que os humanos, podem ser utilizados para o monitoramento da
circulacdo deste agente etioldgico e predizer possiveis surtos na populacao

humana (Leblond, 2007; Ward, 2008).

Embora o VON néo tenha sido detectado diretamente pela metodologia
aplicada neste trabalho, existem indicios que isso poderda ocorrer
eventualmente, uma vez que ja foram identificados evidencias indiretas da
circulacdo do VON no Brasil. Caso isso ocorra, € muito importante ter um plano
de acdo imediato para assegurar que o Pais ndo perca o controle deste surto.
Caso isto ocorra a tecnologia utilizada neste trabalho se mostrard muito util,
pois possibilitard uma varredura rapida e eficiente para os bancos de sangue,

ou até mesmo para um possiveis diagnésticos.
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6. Concluséao

N&o se encontrou evidéncia molecular de individuos com infeccdo aguda
pelo VON no Brasil, testando-se amostras de doadores de sangue de regides
fortemente candidatas a albergarem o VON por apresentarem condi¢cdes
ecoldgicas propicias. Amostras de liquor e de soro e tecido cerebral de equinos
também foram negativas, corroborando os achados em doadores. No entanto,
por sua enorme repercussao transfusional e de saude publica, deve ser mantida
e expandida a vigilancia para este agente, estendendo-se também para os seus

vetores entomoldgicos e reservatoérios ornitoldgicos.
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ANEXO A — TCLE HEMOAM / AM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — HEMOAM / AM

TITULO DO ESTUDO: Pesquisa sentinela da Introdugéio do virus do Oeste do Nilo no Brasil
pela andlise de doadores de sangue da Amazonia.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: O estudo ir4 contribuir para uma possivel descoberta da
introducgédo do virus do Oeste do Nilo na populacéo de doadores de sangue do Amazonas.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo sera coletado uma amostra de 5 mL de sangue. Serédo
feitos testes para verificar a presenga do virus. Alguns destes testes serdo feitos no Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo e posteriormente serdo realizados na Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM.

RISCOS E DESCONFORTOS: N&o existem riscos associados a participacéo deste estudo. O
Unico desconforto é a picada da agulha.

BENEFICIOS: Como as amostras serdo analisadas para o virus do Oeste do Nilo véarios
meses apOs a coleta, ndo sera possivel notifica-lo, caso se descubra que na época da doacéo o
Sr.(a) estava infectado. Como a dengue, essa é uma infeccdo curta, que se resolve em cerca de trés
semanas. Desta forma, sua participagdo lhe trard apenas beneficios indiretos, mas ajudard no
conhecimento da possivel introdu¢do do virus do Oeste do Nilo no Brasil. Mesmo assim, caso
verifique-se que a sua amostra continha o virus do oeste do Nilo, o Sr.(a) sera convocado pelo
HEMOAM e orientado (ver abaixo acompanhamento assistencial)

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Caso o individuo seja positivo para o virus, esse sera
notificado e encaminhado para o acompanhamento pelo sistema de salde publica do Estado do
Amazonas. Os casos serdo reportados para a Fundacdo de vigilancia em Saude do Estado do
Amazonas e Instituicbes competentes.

VOLUNTARIEDADE: A participa¢@o neste estudo € voluntaria. Os participantes deste estudo
podem retirar sua participacdo a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento no
HEMOAM.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os dados pessoais referentes a
participacéo dos individuos neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo sendo divulgados de forma
a declarar identidade dos participantes.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado (sangue
periférico) sera utilizado somente para o que se propde neste estudo e sera armazenado para estudos
posteriores sobre este virus do Oeste do Nilo, ou outros virus semelhantes que podem ser
descobertos na sua amostra, sempre apés a aprovagdo do comité de ética em pesquisa do HEMOAM,
conforme a Resolugdo N° 347/2005.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informagdes claras, eu concordo em participar do estudo em questéo.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)
(impresséo dactiloscopica)
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ANEXO B - TCLEHC/SP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — HOSPITAL DAS CLINICAS / SP

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

L N O ettt ee ettt et
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..ot Sexo: MO F O
DATA NASCIMENTO: ........ oo, L.
N = Ne
........................... APTO: ..o
BAIR R O CIDADE
CEP:e e, TELEFONE: DDD (cevermmennn )
2.RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....coviiiiiiiiiciecceee, SEXO: MO r0O

DATA NASCIMENTO.: ....../uevecd......

SN 21T oo A N APTO:
CBAIRRO: e CIDADE:
CCEP: TELEFONE: DDD
(oo Y eeeeee et eer e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA PESQUISA SENTINELA DA
INTRODUCAO DO VIRUS DO OESTE DO NILO NO BRASIL PELA ANALISE
DE DOADORES DE SANGUE DA AMAZONIA

PESQUISADOR : .JOSE EDUARDO LEVI
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CARGO/FUNGAO: PESQUISADOR. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL (CRBio) N° .23.407/01-

UNIDADE DO HCFMUSP:

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO I RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [
4.DURACAO DA PESQUISA : 2 anos.

1 — Desenho do estudo e objetivo(s):

A St(a). esta sendo convidado a participar de um estudo sobre a introdu¢ao do
virus do Oeste do Nilo no Brasil pela analise de doadores de sangue da Amazonia. Esse
estudo contribuira para uma possivel descoberta sobre a introdu¢ao desse novo virus
no territério brasileiro.

Para poder efetuar este estudo precisamos investigar doadores de sangue de
todo o estado da Amazonas, por sua proximidade com paises como Colémbia e
Venezuela, onde esse virus ja foi identificado.E um virus que pode ser muito nocivo aos
receptores de transfusdes de sangue, embora o doador possa ser saudavel e daf vém a
importancia de monitorar a entrada do mesmo em nosso pais.

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propoésitos e
identificacdo dos que forem experimentais e ndo rotineiros:

Para verificar a presenca do virus do oeste do Nilo, faremos um teste
experimental em 20.000 doag¢oes colhidas no Hemoam por um periodo de cerca de 6
meses. Precisaremos de um tubo de sangue de 5 mL adicional ao que ja é coletado de
rotina na doacgao.

3 — Relagao dos procedimentos rotineiros e como sao realizados:

O procedimento de rotina para a coleta de sangue é, apos a entrevista de triagem e
a aprovagao, o doador fica sentado na cadeira de doagao. A equipe do banco de sangue
realiza a limpeza da regiao do braco onde sera feita a pun¢ao com a agulha. Uma vez
puncionado, sao coletados 4 tubos de sangue para as analises de rotina e por dltimo a
bolsa de sangue. Nesse caso serdo 5 tubos ao invés de 4(um a mais), porém nao é
necessario realizar nova puncao, pois a mesma agulha serve para a coleta dos tubos e da
bolsa.

4 — Descricao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2
e3;

Os desconfortos e riscos sdo aqueles associados a doagdo de sangue, dos quais o sr.(a) ja foi
informado pela equipe do banco de sangue.
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5 — Beneficios para o participante

Como as amostras serdo analisadas para o virus do Oeste do Nilo varios meses ap6s a

coleta, ndo sera possivel notifica-lo, caso se descubra que na época da doacéo o Sr.(a) estava
infectado. Como a dengue, essa € uma infeccao curta, que se resolve em cerca de trés semanas.
Desta forma, sua participagdo lhe trara apenas beneficios indiretos, mas ajudara no conhecimento da
possivel introdugéo do virus do Oeste do Nilo no Brasil. Mesmo assim, caso verifique-se que a sua
amostra continha o virus do oeste do Nilo, o Sr.(a) sera convocado pelo HEMOAM e orientado (ver
abaixo acompanhamento assistencial)

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos
quais o paciente pode optar;

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo,

Vocé tera livre acesso a todas informacgOes relativas a esta pesquisa € a sua
participagdo nela, em qualquer momento que desejar. Vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador ¢ o Dr. José Eduardo Levi — Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de Sao Paulo, que pode ser encontrado no endereco Rua Dr Enéas de
Carvalho Aguiar 470, 2% andar, Lab. de Virologia do IMT-SP Telefone(s) fone 11 3062
2645 e-mail : dudilevi@usp.br

Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5°
andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail:
cappesq@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na Instituicdo:

Sua decisdo de abandonar o estudo em qualquer momento, nao implicara em qualquer
alteragdo na qualidade de seu atendimento médico.

09 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum

paciente:

Os dados desta pesquisa serao mantidos em sigilo, sendo disponiveis apenas para o
proprio paciente, o médico lhe assistindo e os pesquisadores envolvidos.


mailto:dudilevi@usp.br
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10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores:

O Sr.(a) tem direito de ser mantido atualizado dos resultados parciais das pesquisas e
dos resultados finais, bastando para isso contactar o pesquisador e/ou as instituicoes
envolvidas.

11 — Despesas e compensagdes:

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também nédo h& compensacéo financeira relacionada a sua participacdo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

O material biolégico coletado (sangue periférico) sera utilizado somente para o que se propde

neste estudo e sera armazenado para estudos posteriores sobre este virus do Oeste do Nilo, ou
outros virus semelhantes que podem ser descobertos na sua amostra, sempre apds a aprovacao do
comité de ética em pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo PESQUISA SENTINELA DA
INTRODUQAO DO VIRUS DO OESTE DO NILO NO BRASIL PELA ANALISE
DE DOADORES DE SANGUE DA AMAZONIA. Eu discuti com o Dr. José Eduardo
Levi sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais
sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencial idade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necesséario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante
Data / /

legal

Assinatura da testemunha Data / /
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para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responséavel pelo estudo  Data / /



