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RESUMO

O Zika virus (ZIKV), endémico em alguns paises do mundo, tem se mostrado como um
problema de saude mundial com manifestacdes neurologicas graves, como a sindrome
congénita do ZIKV e a sindrome de Guillain-Barre no Brasil. Por ser um arbovirus, o controle
eficiente da disseminagdo do vetor Aedes esta intrinsecamente relacionado a politicas publicas
de saneamento, investimentos para o desenvolvimento de insumos biotecnoldgicos e as
consequéncias de processos de crescimento urbano desordenado. Com isso esse estudo busca
analisar os aspectos clinicos, epidemiologicos e laboratoriais de pacientes atendidos no
Hospital Municipal Moacir Rodrigues do Carmo, com diagndstico sugestivo de ZIKV, através
de analise dos prontudrios e coleta das amostras sanguineas que foram realizadas entre janeiro
a junho de 2018, para a realiza¢do do imunodiagnostico ¢ também submetidas a analise
molecular. Do total de 94 pacientes com doenca febril aguda, 37 (39,4%) apresentaram suspeita
clinica de DENYV, 28 (29,8%) ZIKYV, 29 (30,8%) CHIKV. Na andlise individual das arboviroses
observou-se que nao houve diferenca significativa dos casos suspeitos de DEN (p = 0.9278) e
de CHIK (p =0,5319), entre ambos os géneros. Contudo, os casos suspeitos de ZIK foram mais
observados em mulheres (22; 78,6%) com p = 0,0072. Das 94 amostras analisadas através do
teste imunoenzimatico vimos que um total de 06/94 (6,38%) amostras sororreagentes para [gM
e 12/94 (12,76%) para IgG, anti-DENYV, enquanto que 06/94 (6,38%) foram sororreagentes para
IgM e 38/94 (40,42%) para IgG, anti-ZIKV. Foram observadas ainda 02/94 (2,12%) amostras
indeterminadas para IgM anti-DENV. Quanto a analise molecular, ap6s realizagao de RT-qPCR
de 94 amostras, 04 (3,76%) foram consideradas positivas para ZIKV o que determina que esses
pacientes estavam no curto estagio de viremia. Observamos, que os casos suspeitos de ZIKV,
em sua ampla maioria, ndo foram confirmados pelo diagnostico laboratorial, que ratifica o fato
dos sintomas comumente observados entre as arboviroses serem inespecificos, € que o
diagndstico clinico epidemioldgico ndo ¢ uma boa ferramenta diagnéstica para caracterizar a
infecg¢ao por ZIKV. Ressalta-se que a diminuigdo dos casos de ZIKV apds a epidemia de 2016
vem sendo explicada pela imunidade cruzada observada em pacientes com infec¢ao prévia por

DENV e também em pacientes que receberam a vacina da febre amarela.

Palavras-chave: arboviroses, diagnostico laboratorial, zika virus, dengue, febre amarela.



ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV), endemic in some countries of the world, shows as a worldwide health
problem with severe neurological manifestations, such as a congenital ZIKV syndrome and a
Guillain-Barre syndrome in Brazil. Because it is an arbovirus, the efficient control of Aedes
vector dissemination is intrinsically related to public sanitation policies, investments for the
development of biotechnological inputs and as a consequence of disorderly urban growth
processes. With this research study, we analyze the clinical, epidemiological and laboratory
aspects of patients treated at the Moacir Rodrigues do Carmo Municipal Hospital, with a
suggestive diagnosis of ZIKV, through the analysis of medical records and collection of blood
tests that were performed between January and June. 2018 for immunodiagnosis and also
subjected to molecular analysis. Of the 94 patients with acute febrile illness, 37 (39.4%) had
suspected DENV, 28 (29.8%) ZIKV, 29 (30.8%) CHIKV. In the individual analysis of
arboviruses, it was found that there was no significant difference in suspected cases of DEN (p
=0.9278) and CHIK (p = 0.5319), between the two genders. However, suspected cases of ZIK
were more frequently observed in women (22; 78.6%) with p = 0.0072. Of the 94 analyzes
analyzed by the total immunoassay test of 06/94 (6.38%), recorded seroreactive for IgM and
12/94 (12.76%) for 1gG, anti-DENV, while 06/94 (6), 38%) were seroreactive for IgM and
38/94 (40.42%) for I1gG, anti-ZIKV. We also observed 02/94 (2.12%), undetermined for anti-
DENV IgM. Regarding molecular analysis, after performing RT-gPCR on 94 samples, 04
(3.76%) were positive for ZIKV or to determine which patients were in the short stage of
viremia. We note that most suspected cases of ZIKV have not been confirmed by laboratory
diagnosis, which have ratified or observed facts of common symptoms observed among
arboviruses that are nonspecific, and that clinical epidemiological diagnosis is not a good
diagnostic way to characterize a ZIKV infection. It is noteworthy that the decrease in ZIKV
cases after the 2016 epidemic has been explained by the cross immunity observed in patients

with previous DENV infection and also in patients who received the yellow fever vaccine.

Key words: arboviruses, laboratory diagnosis, zika virus, dengue, yellow fever.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses sdo caracterizadas por um grupo de doencas virais, transmitidas por
vetores (arthropod-borne virus). Estas tem sido reconhecidas pela Organizacdo Mundial de
Satde (OMS) como um problema global de saude publica, em virtude de sua crescente
dispersdo territorial e necessidade de agdes de prevencao e controle cada vez mais complexas
(WHO, 2009). A designagdo dos arbovirus ndo ¢ somente relacionada a sua veiculagdo através
dos artrépodes, mas principalmente pelo fato de seu ciclo replicativo ocorrer nos insetos. Neste
sentido, para classificar um artropode como veiculador de um arbovirus € necessario que este
tenha a capacidade de infectar vertebrados e invertebrados; de iniciar uma viremia em um
hospedeiro vertebrado por tempo suficiente para permitir a infeccdo do vetor invertebrado; e
de iniciar uma infec¢@o produtiva e persistente da glandula salivar do invertebrado, a fim de
fornecer virus para infec¢do de outros hospedeiros vertebrados (CASSEB et al. 2013). Dessa
forma, os arbovirus possuem hospedeiros variados, sejam vertebrados ou invertebrados,
ocasionado doengas em humanos ¢ em outros animais, sendo constituidos basicamente de cinco
familias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (LOPES
etal. 2014).

Dentre os virus que apresentam maior circula¢do atualmente no Brasil estdo o DENV,
CHIKV e ZIKV (BRASIL, 2015). DENV e ZIKV pertencem a familia Flaviviridae e CHIKV
a familia Togaviridae. Os sinais e sintomas relacionados com as arboviroses causadas por estes
agentes sdo bastante semelhantes, o que acaba interferindo no diagnostico clinico preciso
dessas doencas (RODRIGUEZ-MORALES, 2015). Além disso, ainda ndo se conhece
profundamente os desdobramentos da associagdo desses arbovirus em um mesmo paciente,
fato possivel de ocorrer por estes circularem, muitas vezes, na mesma regido geografica e serem
transmitidos pelos mesmos vetores, Aedes aegypti e Ae. albopictus (ROTH, 2014).

A incidéncia das arboviroses, com destaque para a DEN tem se mostrado bastante alta,
assim como sua dispersdo em todo territorio brasileiro. De acordo com os dados
epidemioldgicos apresentados pelo Ministério da Satide o nimero de casos graves e Obitos tem
sido alarmantes na populacdo brasileira (BRASIL, 2015). O desafio enfrentado para controlar
essas arboviroses, devido a complexidade das agdes necessarias para tal, e a incidéncia de
surtos em diversos paises, as tornam cada vez mais preocupantes (ALENCAR et al. 2008;
STAPLES et al. 2009).

No Rio de Janeiro em 2016, segundo dados do Boletim Epidemioldgico, foram

notificados 83.962 casos provaveis de DEN, correspondente a uma taxa de incidéncia de 507,3
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casos/100 mil habitantes. No entanto em 2017, segundo o levantamento da secretaria estadual
de satde foram notificados 10.697 casos suspeitos de DEN, que corresponde a uma taxa de
incidéncia de 64,3 casos/100 mil habitantes (SES, 2017). Ja em 2018 foram notificados 15.143
casos provaveis de DEN no Estado, correspondendo a uma baixa taxa de incidéncia de 91,0
casos por 100 mil habitantes (SES, 2019).

Com relagdo aos casos de ZIK, em 2016 foram notificados 68.943 casos provaveis no
Estado do Rio de Janeiro, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 416,6 casos/100 mil
habitantes (SES, 2016). Porém, em 2017 houve uma sensivel reducao, onde foram notificados
2.508 casos suspeitos de ZIK, que correspondeu a uma taxa de incidéncia de 15,1 casos/100
mil habitantes (SES, 2017). Em 2018 foram notificados 2.418 casos provaveis de ZIK no
Estado, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 14,5 casos por 100 mil habitantes (SES,
2019).

Os desdobramentos clinicos mais importantes relacionados com o ZIK foram os casos
associados a Sindrome de Guillain-Barré em adultos (BROUTET et al. 2016; MALONE et al.
2016) e a Sindrome Congénita do ZIK (MIRANDA-FILHO et al. 2016; BRASIL et al. 2016;
CALVET et al. 2016; BESNARD et al. 2016). Com isso, em 1° de fevereiro de 2016, a OMS
decretou a infecg¢@o por ZIK uma emergéncia em satide publica de preocupagdo mundial, em
virtude das alteragdes neuroldgicas e de um surto de microcefalia, reportados no Brasil em
2015 (WHO, 2016).

Como vimos acima, tem havido uma grande redu¢do nos casos de ZIK com o passar
dos anos (2017 a 2019). Estudos vem apontando para uma possivel reacdo de imunidade
cruzada com DENV e a vacina do YFV. No caso do DENV, por ser da mesma familia e género
viral (NGONO, 2019), e no caso da vacina, por ter uma homologia de 65% da proteina NS5,
que também ¢ vista na infec¢ao pelo ZIKV (BLOM, 2018; DUBANKOVA, 2019).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DOENCAS NEGLIGENCIADAS

A saude sendo analisada como um objeto, abrange todas as necessidades associadas ao
fenomeno saude-enfermidade e nessa Otica adquire forga tecnoldgica para solucionar os
problemas individuais e coletivos (TEIXEIRA, 1989).

Entre os séculos XVIII e XIX, as politicas publicas de satde, originalmente
normalizadas para a¢des individuais, logo evoluiram para uma compreensdao mais ampla sobre
a influéncia dos determinantes sociais na instalagio e prognéstico das doengas (CANADA,
1994). Determinantes sociais estes que, segundo a OMS, sdo definidos como condi¢des sociais
em que as pessoas vivem e trabalham. A partir dessa definicdo claramente descritiva,
reconhecemos a necessidade de entendermos que as etiologias resultam nas desigualdades e a
partir delas, os determinantes sociais que sao compreendidos como condi¢des que afetam a
saude e que podem ser alterados através de agdes com base em informagdes (ANTHONY,
2011).

Os indicadores de saude no Brasil sdo baseados principalmente em auto avaliagdes
realizadas em diferentes populagdes. Esses relatdrios evidenciam rotineiramente que existem
fortes correlagdes entre morbidade, e a consequente esperancga de vida com a estratificagdo da
populagdo por renda per capita e distribuigao geografica (GIOVANELLA et al. 2014).

O termo “doencgas negligenciadas” foi proposto em 1970 pela Fundacdo Rockefeller
configurando todas as doencas endémicas causadas por agentes infecciosos e parasitarios em
populagdes de baixa renda. A OMS e a organizagdo Médicos Sem Fronteiras estabeleceram a
classificagcdo por doencas “globais” (Tipo I) “negligenciadas” (Tipo II) as transmissiveis que
apresentam maior ocorréncia nos paises em desenvolvimento, e “mais negligenciadas” (Tipo
III), exclusivas dos paises em desenvolvimento (DE SOUZA, 2010). Nesse contexto a Doenga
de Chagas, Leishmanioses, Lepra, Malaria, Filarioses, Hanseniase, Tuberculose, DEN, YF e
outras arboviroses resultam, principalmente em criangas, no desenvolvimento cognitivo
prejudicado, morte e aumento da pobreza no pais (OMS, 2013). Nos tltimos anos todas estas
doengas representaram somente 1,3% dos registros de novos medicamentos (IPEA, 2011), o
que certamente minimiza a expectativa de uma melhora progressiva deste quadro nevralgico

atualmente estabelecido para os doengas negligenciados.
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2.2. ZIKA VIRUS

2.2.1. Perfil epidemiologico no Brasil

Especulacdes demonstraram que o ZIKV foi introduzido no Brasil, possivelmente
durante a Copa do Mundo de Futebol de 2014, dado o inicio da epidemia nas capitais
nordestinas onde ocorreram jogos, ou por meio de atletas da canoagem, de varios paises do
Pacifico afetados pela ZIK, que vieram disputar o campeonato mundial no Rio de Janeiro em
2014 (HEUKELBACH, 2016). Outra hipotese aponta que o ZIKV teria ido da Polinésia
Francesa até a Oceania, e de 14 viajou até a Ilha de P4scoa (Chile), em humanos infectados, em
seguida partiu rumo a América Central e ao Caribe (METSKY et al. 2017). Em agosto de 2018
uma pesquisa publicada na International Journal of Genomic, mostrou que por meio de um
estudo filogendmico, o ZIKV chegou no Brasil em 2013 trazido por imigrantes haitianos e/ou
soldados brasileiros que cumpriam missdo de paz no Haiti (CAMPOS, 2018).

ZIKYV, por ser da mesma familia, ¢ relacionado ao YFV e DENV, também transmitidas
pelo Ade. aegypti, este ultimo com potencial de desencadear a febre hemorragica
(VASCONCELOS, 2015). Os primeiros casos de infec¢do por ZIKV foram identificados no 1°
semestre de 2015 no Rio Grande do Norte e da Bahia, antecedendo os demais relatos que
ocorreram em outros estados do Nordeste (ZANLUCA et al. 2015; CAMPOS et al. 2015;
CALVET et al. 2016; BRASIL et al. 2016).

Reconhecida, quase que simultaneamente em 2015, na Bahia e em Sao Paulo, a
circulagdo da ZIK foi rapidamente confirmada pelo uso de métodos moleculares e,
posteriormente, no Rio Grande do Norte, Alagoas, Maranhao, Para e Rio de Janeiro, mostrando
uma capacidade de dispersdao impressionante (HEUKELBACH, 2016). Os sinais e sintomas
clinicos, semelhantes aos de outras arboviroses, geraram dificuldade no diagnostico clinico,
contudo os achados laboratoriais indicaram que ndo se tratava de DENV e CHIKV
(VASCONCELOS, 2015). A autoctonia pelo ZIKV foi confirmada no Brasil em abril de 2015
(BRASIL, 2015).

Dados de 2015 mostraram 103 casos suspeitos de microcefalia relacionada ao ZIK'V no
estado do Rio de Janeiro, correspondendo a 3,45% do total de casos brasileiros (SVS, 2016),
estabelecendo-se dessa forma o ‘“Protocolo de Vigilancia e Resposta a ocorréncia de
Microcefalia Relacionada a Infeccao pelo Virus Zika”.

Em 1° de fevereiro de 2016, a OMS decretou a infec¢dao por ZIK uma emergéncia em

saude publica de preocupacdo mundial e refor¢ou esse decreto no ano de 2018, em virtude das
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alteracdes neuroldgicas reportadas (sindrome de Guillain-Barré) e de um surto de microcefalia,
reportados no Brasil em 2015, apds eventos semelhantes na Polinésia Francesa em 2014
(WHO, 2016; MOREIRA et al, 2018 ). Em marco de 2016, a OPAS desenvolveu defini¢des
de casos e orientacdo de vigilancia para ZIK e complicagdes associadas, para auxiliar no
diagnostico e tratamento dessa arbovirose € no mesmo ano a OMS declarou que ZIK e suas
complicagdes continuam a ser um desafio, exigindo uma acao coordenada a longo prazo, mas
ndo mais representavam uma emergéncia de Saude Publica (PAHO, 2016).

Devido a transmissdo em curso e a ocorréncia de complicagdes associadas e risco de
recorréncia de grandes surtos, paises e terrritorios da Regido das Américas e outras regides
onde existem vetores competentes, precisam continuar a realizar a vigilancia do ZIKV e suas
complica¢des, implementando com isso medidas de prevengdo e controle (JUNIORCAIUS et
al. 2017).

No Brasil, de acordo com dados de 2016 foram registrados 215.319 casos provaveis de
ZIK, onde foram confirmados laboratorialmente 8 dbitos (BRASIL, 2016).

Em 2017 foram registrados 17.338 casos provaveis de ZIK no pais, com taxa de
incidéncia de 8,4 casos/100 mil habitantes; destes, 8.703 (50,2%) foram confirmados. A analise
da taxa de incidéncia de casos provaveis de ZIK, segundo regides geograficas, demonstra que
as regides Centro-Oeste e Norte apresentam as maiores taxas de incidéncia: 38,8 casos/100 mil
hab. e 12,5 casos/100 mil habitantes, respectivamente. Entre as UFs, destacam-se Mato Grosso
(65,0 casos/100 mil habitantes), Goids (56,6 casos/100 mil habitantes), Tocantins (46,2
casos/100 mil habitantes) e Roraima (40,1 casos/100 mil habitantes) (BRASIL, 2017).

Um outro Boletim epidemioldgico do Ministério da Saude que controla e avalia as
alteracdes no crescimento e desenvolvimento relacionados a ZIK e outras etiologias
infecciosas, relata que, entre 2015 e 2017, houveram notificacdes de 15.150 casos suspeitos
relacionadas a infec¢do pelo ZIK e outras etiologias infecciosas, dos quais 1.987 (13,1%) foram
excluidos, ap0s criteriosa investigagdo, por ndo atenderem as defini¢des de casos vigentes. Do
total de casos notificados, 2.903 (19,2%) permaneciam em investigacao até o final de 2017.
Quanto aos casos com investigacdo concluida, 6.718 (44,3%) foram descartados, 3.037
(20,1%) foram confirmados, 310 (2,0%) foram classificados como provaveis para relagdo com
infeccdo congénita durante a gestagdo e 195 (1,3%) como inconclusivos. Entre os casos
confirmados, 1.639 (61,9%) estavam recebendo cuidados em puericultura, 975 (36,8%) em
estimulagdo precoce e 1.679 (63,5%) no servico de atengao especializada. A maioria dos casos
notificados concentra-se na regido Nordeste do pais (60,7%), seguindo-se as regides Sudeste

(23,8%) e Centro-oeste (7,3%). Os cinco estados com maior nimero de casos notificados sdo
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Pernambuco (16,9%), Bahia (16,2%), Sao Paulo (9,0%), Paraiba (7,4%) e Rio de Janeiro
(7,4%) (BRASIL, 2017).

Boletins epidemioldgicos de 2018 mostraram uma queda em todo o territério nacional
da infec¢do por ZIKV, onde foram registrados 8.680 casos provaveis da doenga, com uma
incidéncia de 4,2 casos/100 mil habitantes (BRASIL, 2019). A mesma queda pode ser vista no
Estado do Rio de Janeiro onde foram notificados 2.418 casos provaveis, correspondendo a uma

taxa de incidéncia de 14,5/100 mil habitantes (SES, 2019).

2.2.2. Agente etioldgico

O ZIKV pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, assim como DENYV, e
dessa forma evolutivamente existe uma proximidade entre esse virus com outros arbovirus
transmitidos por mosquitos como o YFV e o virus da Febre do Nilo Ocidental (JUNIOR et al.
2015). Seu genoma viral ¢ composto de RNA fita simples de polaridade positiva. Seu invélucro
viral (Figura 1) contém duas proteinas de superficie (M e E), semelhante a outros Flavivirus,
além de outras proteinas ndo estruturais (NS3 envolvida na helicase de RNA e protease e NS5
relacionada a polimerase de RNA, dependente de RNA) podem também ter relagdo a outras
funcdes regulatorias, como o controle da replicagdo, transcri¢do, tradugdo e resposta imune,
durante a replicacdo intracelular, ou seja sdo proteinas que participam de etapas fundamentais
no processo de replicagao viral (KUNO et al. 2007).

O primeiro isolamento deste virus ocorreu em 1947 na floresta de Zika, em Uganda, a
partir de uma amostra de soro de um macaco Rhesus que servia de sentinela para estudo
vigilancia da YF (DICK et al. 1952). De acordo com a analise filogenética do genoma viral,
observou-se que provavelmente o ZIKV surgiu nesta localidade em torno de 1920, e apods duas
fases de migracdo para o Oeste Africano deu inicio as duas linhagens africanas. Possivelmente
a de Uganda, deve ter migrado na década de 1940 para a Asia, dando origem a linhagem
asiatica, com surtos registados na Indonésia e a epidemia na Micronésia (FAYE et al. 2014).
Essa linhagem asiatica também foi a responsavel pelos casos de transmissao autoctone deste
virus, recentemente ocorridos no Brasil (ZANLUCA et al. 2015). Atualmente o ZIKV apresenta
dois genotipos que estdo circulantes nas Américas (ENFISSI et al. 2016, G.KUNO e CHANG
et al. 2007). Segundo o trabalho de Faye et al. (2014), num estudo realizado com 37 isolados
do ZIKV, oriundos de mosquitos, pacientes e animais, obtidos na Africa, parece ter ocorrido
recombinacdo génica e alteragdes no padrdo de glicosilacdo da proteina E, provavelmente

derivado de adaptacdes ao vetor Ae. dalzieli. Outros estudos realizados por Freire et al. (2105)
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em 17 sequéncias genomicas do virus, indicam que ocorreram mudangas no uso de cédons para
a proteina NS1 na linhagem asiatica do ZIKV podendo ter relagdo com a reproducao e o titulo

viral em humanos.

-
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Figura 1. Imagem de Microscopia crio eletronica do ZIKV imaturo.
Vista em superficie (a,c), coradas radialmente. Setas pretas grossas
indicam a densidade entre o nicleo do RNA interno e a membrana viral.
A seta de dupla extremidade indica as camadas interna e externa da
membrana. Setas negras numeradas e finas em b e d ddo o eixo de
simetria icosaédricos. A unidade assimétrica ¢ mostrada como um
tridngulo preto em a e ¢. Barra de escala, 100 A (PRASAD et al. 2017).

2.2.3. Manifestagoes clinicas

A infeccdo por ZIKV tem causado doenga exantematica febril, acompanhada por
discreta ocorréncia de outros sintomas gerais, tais como cefaleia, exantema, mal-estar, edema
e dores articulares, essas ultimas por vezes intensas. No entanto, apesar da aparente
benignidade da doenga, mais recentemente na Polinésia Francesa e no Brasil, quadros mais
graves, incluindo comprometimento do sistema nervoso central (sindrome de Guillain-Barré,
mielite transversa e meningite) associados a ZIK tém sido comumente registrados
(VASCONCELOS, 2015).

Os sintomas incluiam artralgia, edema de extremidades, febre baixa, rash
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maculopapular (frequentemente pruriginoso), dores de cabeca, dor retro-orbitaria, sem
conjuntivite ndo purulenta, vertigem, mialgia e disturbio digestivo (ZANLUCA et al. 2015).
Alguns autores chamam a aten¢do para a auséncia de febre nos casos, ou presenga de febre
baixa e de curta duracdo, e do prurido e exantema serem as manifestagdes mais frequentes
(BRASIL et al. 2016). Ha relato de parestesia em maos, pés e na face na fase aguda da doenca
acompanhado dos sintomas exantema, dor retro orbitaria ¢ edema em maos e pés (CAO-
LORMEAU et al. 2016; BRASIL et al. 2016).

Uma grave complicagdo da ZIK que ocorre através da transmissdo perinatal ¢ a
sindrome congénita da ZIK, na qual criangas e fetos podem ter diversos sinais e sintomas
relacionados, entre eles: microcefalia, artrogripose (MARTINES et al. 2016), hipertonia, mal
formagao dos rins e figado, epilepsia, morte da massa encefalica, hidropisia fetal, alteragdes de
retina e nervo optico e esofagite (EICKMANN et al. 2016). Em alguns casos, pode resultar em
abortamento espontaneo. Ainda que existam todos esses sintomas relacionados a sindrome
congénita da ZIK, nem todos os bebés nascidos com a infec¢do por ZIK irdo ter todos os
sintomas relacionados a sindrome, em alguns casos, aqueles que ndo sofrem de microcefalia
no inicio de sua vida po6s uterina, podem vir a apresentar posteriormente um retardo no
crescimento cefalico e com isso, ter a microcefalia p6s natal (CDC, 2017). Apesar dessas
informacdes derivadas de diversos estudos realizados, ainda se faz necessario outros estudos
para melhor entender os mecanismos de transmissdo vertical do ZIKV (EICKMANN et al.
2016).

Outro importante comprometimento neuroldgico provocado pela ZIK ¢ a sindrome de
Guillain-Barré, que ¢ uma doenca autoimune aguda provocada por algum agente infeccioso. A
maior parte dos casos de sindrome de Guillain-Barré ocorre entre 1 a 3 semanas apds um
processo infeccioso, respiratorio ou gastrointestinal, na maior parte das vezes. Os primeiros
relatos de caso com associacdo a ZIK ocorreram durante uma epidemia na Micronésia em 2007
e na Polinésia Francesa em 2013 (OEHLER et al. 2014; LEITE, 2015; BRASIL, 2015). A
sindrome de Guillain-Barr¢ ¢ uma polirradiculoneuropatia autoimune, aguda e potencialmente
grave. Manifesta-se como paralisia arreflexa ascendente com ou sem alteragdes sensitivas,
iniciando-se em membros inferiores com fraqueza, que progride em horas a alguns dias. Ha
disestesia frequentemente associada (VAN DEN BERG et al. 2014). Cerca de 50% dos
pacientes tem paresia facial na sindrome de Guillain-Barré. O VII nervo craniano ¢ o mais
afetado, mas, ocasionalmente, os pares XII, X, II, IV e VI, assim como o XI, sdo acometidos.
O envolvimento dos nervos cranianos pode levar a altera¢des na degluticdo e na manutencao

de ventilagdo adequada. A maioria dos pacientes necessita hospitalizacdo e em até 30% dos



23

casos precisam de ventilagdo mecanica (WIM ANG et al. 2004; CDC, 2017).

Atualmente, ha muito o que ser estudado sobre essa sindrome e suas correlagdes, como
a associacdo da ZIK com a DEN em um mesmo individuo, que pode levar a complicacdes
neuroldgicas e autoimunes, conforme os dados epidemioldgicos evidenciaram na Polinésia
Francesa na epidemia de 2013 (ROTH et al. 2014). Ha relatos também de casos envolvendo
individuos com DEN que além da sindrome de Guillain-Barré tiveram outras manifestagdes
neuroldgicas, como paralisia periférica multipla, paralisia facial periférica, encefalite e mielite
(FERREIRA et al. 2005). Na infec¢do pelo CHIKV também foram relatados individuos com
apresentacdes tipicas de envolvimento do sistema nervoso central e periférico, com
mieloneuropatias, encefalites, além da sindrome de Guillain-Barré (AZEVEDO et al. 2015).

Hé ainda séries de casos no Brasil mostrando maior prevaléncia de cardiopatia em
criangas com a sindrome congénita da ZIK, como em um estudo transversal no Recife, no qual
de 103 criancas estudadas, 13,5% apresentavam alteracdes cardiacas congénitas
(CAVALCANTI et al, 2017). Em um estudo transversal no Rio de Janeiro, com 120 criangas
com historia de exposicao intrauterina confirmada ao ZIKV, mostrou que 10,8% apresentaram

cardiopatia (CAVALCANTI et al. 2017; OROFINO et al. 2018).

2.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As manifestacoes clinicas da DEN, ZIK e CHIK, na maioria dos casos, se apresentam
de forma muito parecida, dificultando o diagnostico clinico diferencial entre estas trés
arboviroses. Desta forma, os exames complementares laboratoriais sdo imprescindiveis para
determinagdo de um diagndstico conclusivo (Figura 2).

O diagnostico laboratorial das infecgdes pelo ZIKV baseia-se principalmente em testes
de biologia molecular e imunologico. A amplificacdo do RNA viral através da reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) pode ser feita em diversos materiais
bioldgicos, como soro, liquor, liquido amnidtico, saliva e urina (KHURSHID, 2019). Nos
pacientes com suspeita de infec¢ao por transmissao horizontal, sua positividade estd associada
com a fase aguda da infec¢@o entre trés e sete dias apds o inicio dos sintomas, quando ocorre
viremia geralmente em baixos niveis (CALVET et al. 2016). Quando disponiveis, sdo os testes
de escolha para diagnostico apds a fase aguda. A interpretacdo dos testes sorologicos para
ZIKV, como ELISA para IgM e IgG deve ser feita com cuidado, visto que esses apresentam
reatividade cruzada para outras arboviroses, especialmente em pacientes previamente

infectados com outros flavivirus, como o DENV. Para confirmacio deve ser feita sorologia
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para DENV e apos duas semanas repetir o exame, onde ¢ feita a comparagao de titulos, so ¢
considerada confirmatoria a positividade de ZIKV em titulos em que os anticorpos
neutralizantes forem quatro vezes superiores a DENV (NUNES, 2016).

No caso de DENYV, a secre¢ao da proteina viral ndo estrutural NS1 de células infectadas
pelo virus possibilita o diagnostico precoce, pois NS1 pode ser detectada em amostras de
sangue ¢ de tecidos em até nove dias apds o inicio da febre (SIMMONS et al. 2012). O
diagnostico definitivo das infec¢des por DENV, CHIKV e ZIKV ¢ realizado com a deteccdo
viral por meio da RT-PCR durante a fase aguda da infec¢@o, que ocorre desde o primeiro até o
quinto dia do inicio dos sintomas (L'HUILLIER, 2017). Essa anélise molecular possibilita a
diferenciacdo destas arboviroses, resultando em diagndstico conclusivo. Faye et al. (2014)
relataram que o PCR em tempo real, em contraste com os ensaios soroldgicos convencionais,
tem muitas vantagens, incluindo a rapidez, especificidade, avaliacdo quantitativa, baixa taxa
de contaminacdo e facilidade de padronizacdo, permitindo a otimizacdo do diagnostico
diferencial das infec¢des arbovirais em locais onde estes arbovirus cocirculam. Contudo, os
testes de biologia molecular ainda s3o caros, ndo estdo amplamente disponiveis e limitam-se
ao diagnoéstico na curta fase de viremia dessas arboviroses.

A confirmacao laboratorial da etiologia viral para essas trés doengas febris agudas tem
sido realizada por meio de teste sorologico especifico (ELISA) para cada virus. Esse teste ¢
preconizado a partir do 6° dia de infeccao, ou seja, apds o estabelecimento do quadro clinico.
A soroconversao para [gM caracteriza a fase aguda da infecgdo, assim como o aumento em 4
vezes do titulo de IgG em amostras pareadas do soro do paciente, indica que houve uma
infeccdo prévia. Devido a reacdo cruzada do DENV com outros flavivirus, como o ZIKYV, os
resultados sorologicos ndo apresentam uma sensibilidade confiavel, enfatizando a necessidade
de se priorizar o diagnostico diferencial na fase aguda da doenga (BRASIL, 2015). Por isso, os
testes moleculares sdo mais confidveis e sdo utilizados comumente para confirmar casos
suspeitos (CAMPOS et al. 2015, MALAKAR et al. 2016), em paralelo alguns pesquisadores
também utilizam a cultura celular com o virus inoculado para o diagnéstico, porém ¢ um
procedimento que demanda tempo e deve ser realizado em laboratério com nivel de

biosseguranga 3.
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2.4. IMUNIDADE CRUZADA: DENGUE, ZIKA E FEBRE AMARELA

Os virus manipulam a biologia celular para utilizar a linhagem monocitica/macrofagica
como vias de disseminacdo, persisténcia a longo prazo nos tecidos e replicacao viral. Virus
entram nas c¢lulas através de endocitose, fagocitose, macropinocitose ou fusao de membrana.
Esses processos desempenham papéis importantes nos mecanismos que contribuem para a
patogénese desses agentes e no estabelecimento de persisténcia e laténcia do genoma viral. Na
infeccdo viral, os mondcitos respondem com uma expressdo elevada de moléculas de
sinalizagdo pro-inflamatorias e respostas antivirais, como ¢ mostrado no caso do ZIKV
(NIKITINA, 2018).

ZIKV ¢ um flavivirus antigenicamente relacionado que compartilha reatividade cruzada
nas respostas de anticorpos e células T, e co-circula no Brasil, em especifico no Rio de Janeiro,
com outros arbovirus (NGONO, 2019).

A organizacdo das proteinas do ZIKV revela que ele tem uma estrutura quase idéntica
ao DENYV, incluindo o arranjo da proteina E. Além de semelhangas estruturais entre as
particulas virais, os principais alvos para as respostas de anticorpos em infecgdes, sdo a proteina
estrutural E e a proteina ndo estrutural NS1, ambas partilham, de forma substancial, identidade
de sequéncia de aminoacidos. Pesquisando e observando o relacionamento estrutural e genético
entre ZIKV e DENYV, frente a uma resposta imunoldgica foi comprovado que uma infecc¢ao pré
existente de DENV pode imunizar, mesmo que parcialmente, para ZIKV (PRIYAMVADA,
2017).

Sabemos que a resposta imunoldgica frente aos virus podem acontecer de diversas
maneiras, umas das mais comuns ¢ o reconhecimento de algum epitopo do patdégeno. Quando
analisamos essa resposta imunologica de forma cruzada, que existe entre ZIKV e DENV,
podemos constatar que tal resposta acontece pelo reconhecimento da proteina NS1 em ambas
as infecgdes, sendo assim, uma resposta igualitaria para DENV e ZIKV (ABBAS, 2015).

Com relagdao a imunidade cruzada de ZIKV com o YFV, estudos mostram que a
imunizag¢do via vacina da YFV pode também imunizar para a infec¢ao pelo ZIKV. A vacina do
YFV foi desenvolvida e distribuida globalmente e até hoje, mais de 300 milhdes de doses da
vacina foram administradas aos seres humanos. A semelhanca morfoestrutural descrita acima,
entre ZIKV e DENV, também ¢ observada entre ZIKV e YFV, e possivelmente a vacina pode
vir a produzir um efeito benéfico nas respostas imunologicas cruzadas. A NS5 ¢ uma proteina
multifuncional, altamente preservada, que constitui a polimerase viral. Analise das sequéncias

de proteina NS5 da vacina viva atenuada do YFV que ¢ utilizada atualmente, quando
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comparada com a do ZIKV revela uma homologia de 64% com a NS5 do ZIKV. Esta
similaridade vem sendo alvo de diversas pesquisas e estudos nos quais vem confirmando a
reatividade cruzada entre as células T-CDS, responsaveis pela resposta imunologica de

receptores de vacinacdo do YFV com o ZIKV (BLOM, 2017 ).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar os aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais de pacientes atendidos no
Hospital Municipal Moacir Rodrigues do Carmo (UPA Beira Mar), com diagnostico sugestivo

de ZIK.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar, através dos sinais e sintomas visto nos prontuarios, os pacientes suspeitos
de arboviroses (DEN, CHIK e ZIK) atendidos na unidade de saude estudada, através de
um formulario de coleta de dados estruturado;

e Correlacionar os sinais e sintomas identificados nos prontudrios com a faixa etaria e
género, de acordo com a arbovirose (DEN, ZIK e CHIK);

e Correlacionar os dados do diagnostico clinico para ZIKV, com aqueles obtidos pela
analise laboratorial (biologia molecular e imunodiagnostico);

e Analisar a ocorréncia dos casos da ZIK no estado do Rio de Janeiro nos anos de 2015

a 2018, frente aqueles identificados em Duque de Caxias (presente estudo).
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4. METODOLOGIA

4.1. PESQUISA BIBLIOGRAFICA

A fundamentacgao teorica foi realizada durante todo periodo de desenvolvimento da
pesquisa, com base em revisao bibliografica de materiais ja publicado na literatura cientifica e
em manuais de dominio publico divulgados por Orgdos governamentais nacionais e
internacionais. Foram utilizados para a pesquisa bibliografica os termos de indexagdo:
arboviroses; diagndstico laboratorial; zika virus; dengue, disponiveis nas principais bases de

dados cientificos, dentre elas: Bireme; MEDLINE; LILACS; e Scielo.

4.2. AREA DE ESTUDO

Inicialmente em 1950, o municipio de Duque de Caxias foi dividido de dois distritos:
Duque de Caxias e Imbarié. Quatro anos depois, foram criados os distritos de Campos Elyseos
e Xerém, ambos desmembrados do distrito de Imbarié e anexados ao municipio de Duque de
Caxias. Atualmente sdo considerados quatro distritos: Duque de Caxias, Campos Elyseos,
Imbarié e Xerém (Figura 3).

Dugue de Caxias € um municipio brasileiro do interior estado do Rio de Janeiro,
integrante da Regido Metropolitana da cidade do Rio de Janeiro, situado na regido da Baixada
Fluminense, figurando como o terceiro municipio mais populoso do estado, depois da capital
e de S&o Gongalo. Com uma populacdo de 914.383 habitantes, dividida em 469.938 (51%)
mulheres e 444.445 (49%) homens (IBGE, 2010; 2016) e possui um Indice de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) de 0,711.

A UPA Beira Mar, locus da pesquisa, localizada na mesma area do Hospital Municipal
Dr. Moacyr Rodrigues do Carmo, 1° distrito de Duque de Caxias, € o principal estabelecimento
de saude publica deste municipio. Esta Unidade funciona 24 horas e é responsavel pelo
atendimento diurno de cerca de 600 pacientes por dia.
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Figura 3. Mapa do Municipio de Duqgue de Caxias dividido em distritos.
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4.3. ANALISE DOS PRONTUARIOS

A analise dos prontuarios foi realizada de acordo com os critérios clinicos estabelecidos
pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2016), tendo um perfil de estudo quantitativo e descritivo
realizado em parceria com a SMS-PMDC, na UPA Beira Mar, localizada no Hospital Municipal
Moacyr Rodrigues do Carmo em Duque de Caxias. Os prontudrios foram fotografados e
armazenados em formato JPG e em seguida salvos em pastas com identificag@o das iniciais dos
pacientes e por numeragdo para serem analisados a posteriori por meio de um formulério
estruturado (Anexo 1).

Aqueles prontudrios que apresentaram sintomatologia que ndo direcionavam para uma

das arboviroses estudadas foram alocados nas categorias DEN/ZIK ¢ DEN/CHIK (Tabela 1).
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Tabela 1. Critérios clinicos utilizados para a classificacao dos casos suspeitos de DEN, ZIK e

CHIK.

CRITERIOS CLINICOS DE AVALIACAO

DEN CHIK ZIK DEN/ZIK DEN/CHIK
. Hiperemia
Artralgia . pt' |
Discrasia  moderada a conjun |\~/a Sem Dor nos olhos Mal estar
. secrecdo ou
intensa .
prurido
Edema
Artralgia dArt;zl/gla
moderada/intensa
Eventos Artrite Exantema Mialgia
sitémicos pruriginoso
Cefaleia Exantema
Evento sistémico Mialgia

Estdo sendo utilizados os seguintes critérios de inclusdo e exclusdo dos prontudrios

médicos obtidos:

» Critérios de inclusdo: pacientes, sem distin¢do de género e idade, que tenham
diagnostico clinico-epidemioldgico de DEN, CHIK ou ZIK; pacientes que apresentem
endereco de Duque de Caxias, RJ.; pacientes atendidos de janeiro a junho de 2018.

» Critérios de exclusdo: pacientes com sintomatologia que ndo caracterize as
arboviroses (DEN, CHIK e ZIK); morador de area que ndo abranja aquela do presente
estudo; pacientes cujos prontudrios ndo tenham os dados avaliados no estudo

preenchidos corretamente ou ilegiveis.

A coleta de dados foi realizada com base nas variaveis de caracterizagdo amostral, tais

como: idade, género e sintomas.

4.4. COLETA DE AMOSTRAS SANGUINEAS

Foram coletadas amostras sanguineas de pacientes que deram entrada na UPA Beira
Mar de Janeiro de 2018 a Junho de 2018 com diagndstico clinico de arboviroses (DEN, CHIK
e ZIK). A equipe responsavel pela coleta foi composta por estudantes de pds-graduacao



32

(PPGBIOTRANS) e de graduacdo da UNIGRANRIO, bolsistas de iniciacdo cientifica
vinculados ao NPDI. Tais estudantes foram divididos em duplas, de forma a cumprirem as
atividades de coleta, de segunda a sexta-feira, nos turnos manha (8h as12h) e tarde (13h as
17h).

A coleta de sangue total (10-15 mL) foi feita através de venupuntura da veia braquial
pelo método a vacuo, apos antissepsia com alcool etilico diluido a 70%, de acordo com as
diretrizes de coleta de sangue da Organizacdo Mundial de Saide (OMS, 2010). As amostras
foram colocadas em tubo de ensaio sem anticoagulante e em seguida centrifugadas para retirada
do soro. Os soros foram identificados, aliquotados e transportados em recipientes com gelo
seco para 0 LVM-UFRJ onde foram armazenados em tubos plasticos tipo Eppendorf e
congelados em freezer a -80°C, permanecendo até a realizacdo das analises laboratoriais
diagndsticas (sorologia e biologia molecular).

4.5 IMUNODIAGNOSTICO

Para a realizagdo do diagnostico soroldgico, as amostras foram submetidas a testes
soroldgicos que permitam identificar a presenca de anticorpos IgM e IgG, para ZIKV e DENV,
separadamente. Os quatro kits utilizados para deteccdo de anticorpos IgM e IgG para estes
arbovirus (ZIKV e DENV) foram da XGEN (Biometrix, Curitiba, Parand, Brasil). As reacdes
foram feitas de acordo com as instrucdes do fabricante, e se baseiam em testes de Ensaio de
Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para verificar as
reagdes antigeno-anticorpo, que acabam por se tornar detectiveis através de reacdes
enzimaticas. As microplacas utilizadas nos kits ZIKV e DENV sdo revestidas com antigeno
sintético da proteina NS1 do ZIKV e DENYV, respectivamente. Na primeira incubagao, a fase
solida ¢ tratada com amostras diluidas diretamente nos pocos e se houver anticorpos no soro
em teste ocorrera a ligacdo antigeno-anticorpo. Apos a lavagem, todos os componentes
presentes nos pocos sao descartados, mantendo apenas a ligacdo antigeno-anticorpo. Na
segunda incubagdo, a ligagdo antigeno-anticorpo ¢ detectada através da adicdo de anticorpos
dirigidos contra imunoglobulinas da espécie anti hlgM e anti hlgG, marcados com peroxidase
(HRP). A enzima capturada na fase solida reage ao substrato/cromogénio e gera um sinal Optico
que ¢ proporcional a quantidade de anticorpos anti-ZIKV ou anti-DENV (IgM ou IgQG),
presentes na amostra.

As amostras foram consideradas positivas para ZIK ou DEN quando os valores se

mostraram maiores do que o cut-off, de forma que ap0s a leitura da densidade 6tica no final do
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teste, foi feito um calculo do ponto de corte, a partir de onde os resultados foram interpretados
como reagentes. Ja os negativos, foram baseados nos resultados abaixo do cut- off, como nao
reagentes ou indeterminados (Quadro 1). Também foram consideradas positivas as amostras
cujo o valor do cut-off foi 4 vezes maior para IgM quando comparado com IgG, seja para ZIKV
ou DENV.

No caso dos testes utilizados para a investigacao de anticorpos contra ZIKV, as amostras
foram consideradas positivas (IgM ou IgG), apenas quando negativas para IgM ou IgG de
DENYV e vice-versa. Essa restricdo foi feita devido a possiveis resultados falso-positivos

ocasionados por reacdes cruzadas entre ZIKV e DENV numa area endémica para arboviroses.

Quadro 1. Interpretacio dos resultados imunodiagnosticos para DENV e ZIKV.

DENV ZIKV
S/Co Interpretacao S/Co Interpretacao
<0,9 Negativo <0,9 Negativo
09-1,1 Indeterminado 09-1,1 Indeterminado
>1,1 Positivo >1,1 Positivo

S/Co — Valor de corte

4.6 IDENTIFICACAO VIRAL EM SORO

4.6.1. Extracdo do RNA viral

Para a extracdo de RNA viral das amostras de soro, foi utilizado o kit ReliaPrep®, da
empresa Promega (EUA), seguindo as especificagdes do fabricante.

A quantificacio do RNA foi realizada com o espectrofotdmetro NanoDrop®. Os RNAs
eluidos foram mantidos em freezer -80°C (COSTA et al. 2009) até a amplificacdo através da
RT-gPCR.

4.6.2. Reacdo da transcriptase reversa e da polimerase em cadeia em tempo real (RT-qPCR)

Para deteccdo da presenca de &cido nucléico de ZIKV, cada amostra de RNA obtida
pela extracdo foi submetida a uma RT-qPCR. Para isso, utilizamos um kit de RT-gPCR One

Step, contendo reagentes capazes de realizar a reagdo da transcricdo reversa utilizando
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oligonucleotideos especificos para a regido alvo gerando um cDNA complementar especifico
para a regido de amplificacdo. Para investigar a presenca do ZIKV foram utilizados iniciadores
e sondas especificas para a regido alvo do genoma viral. Os iniciadores e sondas utilizados
foram sintetizados numa estratégia de Primetime gPCR® (IDT, Integrated DNA Technologies).
Nessa metodologia, uma mistura da sonda e oligonucleotideos especificos produzida numa
mistura contendo todos os reagentes necessarios para amplificacdo da regido de interesse
(Tabela 2) (LANCIOTTI et al. 2007). O kit One-step RT-PCR utilizado foi o kit TagMan®
Fast Virus 1-Step Master Mix (Thermofisher Scientific).

Os valores limites de ciclo (Cicle thresholds [CT]) abaixo de 38,5 sdo considerados
positivos seguindo as diretrizes do CDC (LANCIOTII et al. 2008). Todas as reacdes de RT-

gPCR foram realizadas em triplicatas, incluindo controles negativos e positivos.

Tabela 2- Primetime usado para detec¢do de ZIKV: Sequéncias e posi¢do de anelamento dos
oligonuleotideos que compdem o Primetime desenhado para identificacio do ZIKV em

amostras clinicas.

) o Posicéo de ’
Oligo Sequéncia (5" -> 3") Fluoroéforo
Anelamento
Senso CCGCTGCCCAACACAAG 1086-1102
Anti-Senso CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162-1139 FAM
Sonda AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 1107-1137

4.7. ETICA DA PESQUISA

Conforme resolucdo 466/2012, do Conselho Nacional de Saude, esta pesquisa foi
submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Grande Rio (CEP-Unigranrio)
e aprovada sob protocolo CAAE 70324417.1.0000.5283 (Anexo 2). Todos os participantes
tomaram ciéncia da pesquisa, através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 3) que foi disponibilizado antes do procedimento de coleta de

Sangue dos mesmos.
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4.8. ANALISE ESTATISTICA

As informagdes obtidas dos prontudrios (idade, género e sintomas), assim como o
calculo das médias e medianas foram planilhadas utilizando o programa computacional
Microsofi® Excel. A andlise estatistica descritiva quali-quantitativa foi realizada pelo uso do
programa Bioestat® versdo 5.0, aplicando o teste do chi-quadrado com a corregdo pelo teste
exato de fisher. Valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo (AYRES, 2007).

Para a coleta de dados e analise do perfil epidemioldgico da DEN, CHIK e ZIK em
Duque de Caxias foram considerados os casos notificados na base de dados (municipal)
do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN). Dessa forma, foi possivel
separar 0s casos notificados e casos confirmados, considerando o total de registros de
residentes no municipio entre os anos 2015 e 2018. Foram excluidos do estudo analise 0s casos
notificados de residentes em outros municipios.

Os dados repassados pela Coordenadoria de Imuniza¢do do Municipio de Duque de
Caxias, considerando a populacdo vacinada contra a YF (doses aplicadas) foram extraidos do
Sistema de Informag6es do Programa Nacional de Imunizagdes (SIPNI).

As tabulagbes e anéalises dos dados obtidos do SINAN e SIPNI foram efetuadas através
do programa Tabwin 32 e do aplicativo Microsoft Office Excel 2010. Para critério de selecéo,
utilizaram-se as variaveis: ano primeiros sintomas e municipio de residéncia; bairro de

residéncia; sexo; diagndstico final e evolugéo.
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5. RESULTADOS

5.1. DIAGNOSTICO CLINICO

Entre os meses de janeiro a junho de 2018 foram coletadas 94 amostras sanguineas de
pacientes atendidos na UPA Beira Mar com diagndstico clinico de arboviroses (DEN, CHIK e
ZIK). Destas amostras, 37 (39.4%) foram classificadas como DEN, 28 (29.8%) como ZIKV ¢
29 (30.8%) tiveram diagnostico clinico de CHIK.

Na ultima estimativa demogréfica para a regido estudada (IBGE, 2016), foi observado
um quantitativo total da populacdo de Duque de Caxias de 914.383 habitantes, sendo 444.445
(49%) do género masculino e 469.938 (51%) do género feminino. O calculo da idade mediana
dos pacientes do presente estudo foi de 41 anos (entre 11 ¢ 73). A maioria dos casos foi do
género masculino (48/94; 51%).

Na andlise individual das arboviroses observou-se que ndo houve diferenca significativa
dos casos suspeitos de DEN (p = 0.9278) e de CHIK (p = 0,5319), entre ambos os géneros
(Tabela 3). Contudo, os casos suspeitos de ZIK foram mais observados em mulheres (22;
78,6%) com p = 0,0072.

Levando em consideracdo as faixas etdrias estratificadas em <20 e >60 anos (392201
habitantes) e 20 a 59 anos (522182 habitantes) foi observado diferenca significativa para os
casos provaveis de ZIK e CHIK, com p = 0,0041 e p = 0,0181, respectivamente (Tabela 3).
Entretanto, com relagdo a ZIK esta diferenca significativa ocorreu basicamente impulsionada
pelo nimero de mulheres suspeitas, enquanto que em CHIK houve o contrario, os homens
suspeitos foram responsaveis pela diferenga significativa.

Quanto aos aspectos clinicos apresentados pelos pacientes, entre os 37 casos suspeitos
de DEN, a mialgia (27/37; 73%), artralgia leve (24/37; 64,9%) e cefaleia (28/37; 75.7%) foram
os mais observados. O exantema (27/28; 96,4%) e o prurido (25/28; 89,3%) foram mais
observados nos pacientes suspeitos de ZIK, que apresentaram ainda 22 (78,6%) pacientes
suspeitos com cefaléia. Assim como, a artralgia moderada a intensa (29/29; 100%) e a artrite

(27; 93,1%) foram identificadas principalmente nos casos suspeitos de CHIK (Tabela 3).
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Tabela 3. Dados demograficos e caracteristicas clinicas dos casos suspeitos de arboviroses,

Duque de Caxias (UPA Beira Mar), no periodo de janeiro a junho de 2018.

JANEIRO A JUNHO DE 2018

DENV ZIKV CHIKV

Género n=237 (%) n =28 (%) n=29 (%)
Masculino 19 (51,4) 6(21,4) 13 (44,8)
Feminino 18 (48,6) 22 (78,6) 16 (55,2)
p (0=0.05)" 0,8727 0,0072 0,5319

Faixa etaria
<20 e >=60 9 4 5
20-59 anos 28 24 24
p (0=0.05)" 0,1016 0,0041 0,0181
Sintomas

Febre <38.5 C 17 (45.,9) 12 (42,9) 10 (34,5)
Febre >38.5C 20 (54,1) 16 (57,1) 19 (65,5)
Exantema 5(13,5) 27 (96,4) 8 (27,6)
Prurido 0(0) 25 (89.,3) 13,4
Mialgia 27 (73) 19 (67,9) 22 (75.,9)
Artralgia leve 24 (64,9) 14 (50) 0 (0)
Artralgia mod/int 0 (0) 13 (46,4) 29 (100)
Artrite 0(0) 12 (42,9) 27 (93,1)
Conjuntivite 2(54) 11 (39,3) 10 (34,5)
Cefaléia 28 (75,7) 22 (78,6) 19 (65,5)
Discrasia 0 (0) 0 (0) 1(3,4)
Neurologico 0(0) 0 (0) 13,4)

DEN - Dengue; ZIK - Zika; CHIK - Chikungunya; *Teste Qui-quadrado; mod/int - moderada a intensa

Com relagdo aos dados demogréaficos, entre o total de casos suspeitos de DEN, ZIK e
CHIK, excluindo-se aqueles classificados como duvidosos (DEN/CHIK e DEN/ZIK), a
incidéncia de DEN foi de 8/100.000 habitantes, seguida daquelas observadas para ZIK
(6/100.000 habitantes) e CHIK (6/100.000 habitantes). Na determinacdo da incidéncia das

arboviroses por género, observou-se semelhanca entre homens e mulheres, que apresentaram

um quantitativo de 8/100.000 habitantes e 12/100.000 habitantes, respectivamente. Porém, as
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chances de ocorrer (odds ration) DEN e CHIK foram basicamente as mesmas para homens e
mulheres, ja ZIK apresentou uma maior possibilidade de ocorrer nas mulheres. Dentro das
faixas etdrias, a incidéncia foi maior na de 20 a 59 anos, para as trés arboviroses. Contudo, as
chances de ocorrer (odds ration) ZIK e CHIK nesta faixa etaria foi sensivelmente maior quando

comparada com a DEN (Tabela 4).

Tabela 4. Dados demograficos dos casos provaveis de arboviroses de Duque de Caxias (UPA
Beira Mar) no periodo de janeiro a Junho de 2018.

Incidéncia por 100.000 hab. Chances de Ocorrer (Odds Ration)
Género DENV ZIKV CHIKV | DENV Z1IKV CHIKV
Masculino 04 01 03
1,0 5,0 1,0
Feminino 04 05 03
Total 08 06 06 - - -
Faixa Etaria
<20 e >=60 03 01 01
1,66 5,0 5,0
20-59 anos 05 05 05
Total 08 06 06 - - -

DEN - Dengue; ZIK - Zika; CHIK — Chikungunya; hab. — habitantes.

5.2. BIOLOGIA MOLECULAR (RT-qPCR)

Todas as 94 amostras sanguineas coletadas de pacientes com suspeita clinica de
arboviroses (DEN, ZIK e CHIK) foram avaliadas pelo teste de biologia molecular, por meio
do RT-qPCR, para identificacdo viral (ZIKV) em fase aguda de infecgao. Destas, 04 (3,76%)
foram consideradas positivas para ZIKV o que determina que esses pacientes estavam no curto
estagio de viremia (Tabela 5).

Das 04/94 (3,76%) amostras positivas, 01 (0,94%) apresentaram clinica sugestiva para
ZIK e 03 (2,82%) tinham clinica sugerida para outra arbovirose (DEN ou CHIK), ou ainda
clinica inespecifica (DEN/ZIK ou DEN/CHIK). Quando avaliado o TIS dos pacientes com ou
sem clinica sugestiva, observou-se uma média de 3,66 dias (Tabela 5). Este TIS esta condizente

com o periodo de viremia para esta arbovirose, que varia de 0 a 6 dias ap0ds a infecgao.
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Tabela 5. Teste de biologia molecular (RT-qPCR) de amostras positivas para ZIKV, frente a

clinica do paciente e o tempo de inicio dos sintomas (TIS) em dias.

Janeiro a Junho de 2018

ZIKV
ID das amostras
TIS (dias) Clinica CT RT-qPCR
004 - NP 33,46 POS
090 05 P 27,34 POS
104 03 NP 29,90 POS
184 03 NP 31,73 POS

ID — Identificag¢do; ZIKV — Zika virus; POS — positivo; NP — ndo provavel; P — provavel; TIS — tempo de inicio
dos sintomas; CT — Cycle Threshold

5.3. IMUNODIAGNOSTICO (ELISA)

As 94 amostras com suspeita clinica de DEN, ZIK e CHIK foram submetidas
separadamente ao imunodiagnostico, para detec¢do de IgM e IgG, anti-ZIKV e anti-DENV.
Tais ensaios foram importantes para determinacdo de amostras de fase aguda de infecgdo
(sororreagentes para IgM), porém com o TIS que varia, de acordo com a literatura, de 4 a 12
dias. Apods este periodo comega-se a observar, predominantemente a presenca de IgG,
caracterizando o inicio da fase cronica de infeccao.

De acordo com os critérios soroldgicos de detec¢do de anticorpos foi observado um
total de 06/94 (6,38%) amostras sororreagentes para IgM e 12/94 (12,76%) para IgG, anti-
DENYV, enquanto que 06/94 (6,38%) foram sororreagentes para IgM e 38/94 (40,42%) para
IgG, anti-ZIKV. Foram observadas ainda 02/94 (2,12%) amostras indeterminadas para IgM
anti-DENV (Tabela 6).

Das amostras sororreagentes para IgM anti-ZIKV, 03/06 (50,0%) também foram
sororreagentes para IgG. E destas nenhuma apresentou o célculo de cut-off quatro vezes maior
para IgM, quando comparado com o IgG e foram negativas para IgM e IgG anti-DENV. Isto
indica que as 06/06 (100,0%) amostras sororreagentes somente para IgM, caracterizam a fase
aguda da doenca (Tabela 6). Isto aumenta o quantitativo de amostras relacionadas a fase aguda
da infeccdo por ZIK de 04/94 (3,76%) para 09/94 (9,57%), ja que uma das amostras foi positiva
no RT-qPCR e sororreagente apenas para I[gM anti-ZIKV. Ressalta-se que das 28 amostras com
clinica sugestiva para ZIK, apenas 4 (14,2%) foram positivas para IgM também no

imunodiagnostico.
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Possiveis reagdes cruzadas foram observadas entre as amostras sororreagentes para IgG
anti-DENV e anti-ZIKV, uma vez que, 19/94 (20,21%) foram positivas para ambos os
arbovirus.

Quando avaliado os pacientes sororreagentes apenas para IgM (anti-ZIKV e anti-
DENV), com ou sem clinica sugestiva, foi observado um TIS médio de 4 dias. J& os pacientes
sororreagentes para IgG (anti-ZIKV e anti-DENV) apresentaram um TIS médio de 5,43 dias
(Tabela 6).

Tabela 6. Imunodiagnostico (IgM e IgG) anti-ZIKV e anti-DENV de amostras de soro de
pacientes com suspeita clinica de arboviroses (DEN, ZIK e CHIK), frente a clinica do paciente
e o tempo de inicio dos sintomas (TIS) em dias.

Janeiro a Junho de 2018

ZIKV
ID das anti-ZIKV anti-DENV
amostras TIS (dias) Clinica

IgM IgG IgM IgG
003 NP NEG POS NEG NEG
004 NP NEG POS NEG NEG
005 NP NEG POS POS POS
006 NP NEG POS POS POS
007 NP NEG NEG NEG NEG
008 NP NEG POS NEG POS
009 NP NEG NEG NEG POS
010 NP NEG NEG NEG NEG
011 NP NEG POS INDET POS
012 NP NEG POS POS POS
013 NP NEG NEG NEG POS
014 NP NEG NEG NEG NEG
015 NP NEG NEG NEG NEG
016 1 P NEG POS POS POS
017 NP NEG POS NEG POS
018 NP NEG POS POS POS
019 NP NEG POS NEG POS
020 2 NP NEG NEG NEG POS
021 6 NP NEG NEG NEG POS
023 5 NP NEG NEG NEG POS
025 NP NEG POS POS POS
035 4 NP NEG NEG NEG NEG
036 3 NP NEG NEG NEG NEG
038 3 NP NEG POS NEG NEG
040 5 NP NEG POS NEG NEG
041 12 NP NEG POS NEG NEG

ID — identificag@o; NP — ndo provavel; P — provavel; POS — positivo; NEG — negativo; TIS — tempo de inicio de
sintomas;
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Tabela 6 (continuacio). Imunodiagnostico (IgM e IgG) anti-ZIKV e anti-DENV de amostras
de soro de pacientes com suspeita clinica de arboviroses (DEN, ZIK e CHIK), frente a clinica

do paciente e o tempo de inicio dos sintomas (TIS) em dias.

Janeiro a Junho de 2018

ZIKV
ID das anti-ZIKV anti-DENV
amostras TIS (dias) Clinica

IgM IgG IgM IgG
042 7 NP NEG POS NEG NEG
045 NP NEG POS NEG POS
047 3 NP POS POS NEG POS
051 14 NP NEG POS NEG NEG
055 NP NEG POS NEG POS
056 NP NEG POS NEG NEG
059 5 NP NEG NEG NEG NEG
062 2 NP NEG POS NEG NEG
063 2 NP NEG POS POS NEG
064 6 NP NEG NEG POS NEG
065 8 P NEG POS NEG NEG
067 5 NP NEG POS POS POS
068 7 NP NEG NEG POS NEG
069 3 NP NEG NEG POS NEG
070 4 NP NEG POS NEG POS
073 7 P NEG POS POS POS
074 4 P POS POS NEG NEG
077 9 P NEG POS NEG NEG
080 1 NP NEG POS POS NEG
086 15 NP NEG POS NEG NEG
087 NP NEG POS NEG POS
088 5 P NEG NEG NEG NEG
090 5 P POS NEG NEG NEG
095 3 NP NEG NEG INDET POS
098 4 NP NEG POS NEG NEG
100 1 NP NEG POS NEG NEG
102 1 NP NEG NEG NEG POS
103 6 P NEG POS NEG NEG
104 3 NP NEG POS NEG POS
108 5 NP NEG POS NEG NEG
109 P NEG POS NEG NEG
111 2 NP NEG NEG NEG POS
113 2 NP NEG POS NEG NEG
122 9 P NEG POS NEG NEG
123 13 NP NEG POS NEG NEG
124 8 P NEG POS NEG NEG
125 3 NP NEG NEG NEG POS
127 2 NP NEG NEG POS NEG
131 4 P NEG NEG NEG POS
136 7 P NEG POS NEG NEG
137 3 NP NEG POS NEG POS

ID — identificacdo; NP — ndo provavel; P — provavel; POS — positivo; NEG — negativo; TIS — tempo de inicio de

sintomas;
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Tabela 6 (continuacio). Imunodiagnostico (IgM e IgG) anti-ZIKV e anti-DENV de amostras

de soro de pacientes com suspeita clinica de arboviroses (DEN, ZIK e CHIK), frente a clinica

do paciente e o tempo de inicio dos sintomas (TIS) em dias.

Janeiro a Junho de 2018

ZIKV
ID das anti-ZIKV anti-DENV
amostras TIS (dias) Clinica

IgM IgG IgM IgG
138 7 P NEG POS NEG NEG
139 7 P NEG POS NEG NEG
140 8 NP POS POS NEG NEG
141 6 P NEG POS NEG NEG
142 2 P NEG NEG NEG POS
143 5 P POS NEG NEG NEG
144 NP NEG NEG POS NEG
145 NP NEG POS NEG NEG
146 7 P NEG POS NEG NEG
148 P NEG POS NEG NEG
149 NP NEG POS NEG NEG
150 P NEG POS NEG NEG
151 3 NP NEG NEG POS NEG
155 9 P POS NEG NEG NEG
158 5 P NEG POS NEG NEG
169 NP NEG NEG POS NEG
171 7 P NEG POS NEG NEG
172 13 P NEG POS NEG NEG
173 1 NP NEG POS NEG NEG
175 6 P NEG POS NEG NEG
176 P NEG POS NEG NEG
177 5 NP NEG POS NEG NEG
178 9 NP NEG POS NEG NEG
182 6 P NEG POS NEG POS
183 1 NP NEG POS NEG NEG
184 3 NP NEG POS NEG NEG
186 3 NP NEG NEG NEG POS

ID — identificacdo; NP — ndo provavel; P — provavel; POS — positivo; NEG — negativo; TIS — tempo de inicio de

sintomas;

5.4. DADOS EPIDEMIOLOGICOS DE ZIK

Com base em dados epidemiologicos retrospectivos de ZIK, obtidos de 2015 a 2018,

pode-se observar que apds a entrada do ZIKV, com os primeiros casos autdctones no 1°

semestre de 2015 (dados nao registrados nos boletins epidemioldgicos do Ministério da Saude)

(PAHO, 2016), houve um “pico” no quantitativo de casos no ano de 2016, com um numero de

casos provaveis, no Brasil e Rio de Janeiro, de 215.319 (105,3 casos/100 mil habitantes) e

68.943 (416,6 casos/100 mil habitantes), respectivamente. Estas incidéncias demonstraram
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uma situagdo epidémica, que foi acompanhada pelo numero de casos provaveis e confirmados
de ZIK no municipio de Duque de Caxias neste mesmo ano (Tabela 7).

Apo6s a epidemia observada em 2016, os dados epidemioldgicos dos anos seguintes
(2017 e 2018) demonstraram uma sensivel queda no quantitativo de casos provaveis e
confirmados de ZIK, que se refletiu em uma baixa incidéncia desta arbovirose no Brasil, Rio

de Janeiro e, mais especificamente, em Duque de Caxias (Tabela 7).

Tabela 7. Dados epidemiologicos retrospectivos de ZIK de 2015 a 2018, no Brasil, Rio de

Janeiro e Duque de Caxias.

Dados epidemiolégicos de ZIK

Periodo Localidade”
Casos provaveis Casos confirmados  Incidéncia (/100 mil hab.)
Brasil NR NR NR
2015 Rio de Janeiro NR NR NR
Dugque de Caxias™ 126 14 13,7
Brasil 215.319 130.701 105,3
2016 . .
. . Rio de Janeiro 71.616 2.077 4327
(Epidemia)
Dugque de Caxias™ 3.637 458 397,7
Brasil 17.452 8.839 8,5
2017 Rio de Janeiro 2.544 130 15,3
Duque de Caxias™ 163 26 17,8
Brasil 8.680 3.984 4,2
2018 Rio de Janeiro 2.418 1.334 14,5
Dugque de Caxias™ 344 36 37,6
Presente estudo
(jan. a jllll./18) Duque de Caxias 28 09 3,06

NR - nfo registrado; ZIK - Zika virus; jan. - janeiro; jun - junho; * Dados obtidos do Ministério da Saide - SINAN;
** Dados obtidos da Divisdo de Vigildncia em Saude da Secretaria Municipal de Saude de Duque de Caxias (DVS-
SMSDC).

Um outro dado disponibilizado pela DVS-SMSDC, que por sua vez alimentou o
Sistema de Informagdo do Programa Nacional de Imunizacdes (SI-PNI), foi a estimativa de
doses aplicadas de vacina para YFV, a populacdo de Duque de Caxias, no periodo de 2015 a
2018. Em 2015 e 2016, quando Duque de Caxias ainda ndo era caracterizada como area de
surto de YF, a vacina era oferecida pelo Centro Municipal de Saide (CMS), apenas para os

viajantes. Com o surto de YF no Rio de Janeiro ¢ em Duque de Caxias no ano de 2017, a
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recomendacao do Ministério da Saude foi que todas as Unidades de Satide passassem a vacinar.
Com isso, Duque de Caxias atingiu um quantitativo de 106.636 doses aplicadas a populacao
neste ano. J4 em 2018 foi estimado uma cobertura vacinal de 18.802 doses aplicadas a

populacao de Duque de Caxias.
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6. DISCUSSAO

6.1. DADOS DEMOGRAFICOS E DIAGNOSTICO CLINICO

No presente estudo foram avaliadas 94 amostras clinicas (soro) de pacientes atendidos
na UPA Beira Mar, de janeiro a junho de 2018, com diagndstico sugestivo de arboviroses (DEN,
ZIK e CHIK).

O maior desafio encontrado em periodos de epidemias em &reas endémicas para
arboviroses tem sido definir um diagnostico preciso e de baixo custo. A Portaria GM/MS n°
204 de 17 de fevereiro de 2016 estabelece DEN, CHIK e ZIK como doencas de notificacao
compulsdria semanal e os Obitos suspeitos como de notificagdio compulsdria imediata
(BRASIL, 2016). Contudo, em situagdes de surto ou epidemias, os primeiros casos suspeitos
devem ser confirmados laboratorialmente e os demais seguem o padrao de diagnodstico clinico-
epidemiologico (BRASIL, 2015c¢; 2016a; 2016¢; 2017; 2019).

No Rio de Janeiro, durante a epidemia de ZIK em 2016, os sintomas mais frequentes
foram: exantema, prurido e conjuntivite (BRASIL et al. 2016), esses dados foram os pilares
clinicos para determinagdo dos casos de ZIK no presente estudo. O estudo feito por Braga et
al. (2017) avaliou os critérios clinicos para arboviroses, onde foram incluidos apenas os
pacientes que tiveram resultados de RT-PCR para DENV, ZIKV e CHIKV durante o periodo
do estudo (2014 a 2016) e concluiram que os sintomas citados acima sdao os mais fortemente
encontrados em pacientes com ZIK. A presenca de erupgdo cutanea com prurido ou hiperemia
conjuntival, sem outras manifestagdes clinicas gerais como febre, petéquias ou anorexia,
também foi achada a melhor defini¢do de caso do ZIK para Lanciotti et al. (2008) e Zanluca et
al. (2015), com maior sensibilidade e especificidade, de 86% e 78%, respectivamente. A
definicdo clinica dos casos de CHIK utilizada no presente estudo, foi condizente com aquelas
descritas por outros autores, que se basearam na sindrome clinica de febre alta, dor em
multiplas articulagdes e artrite (STAPLES et al. 2009; THIBERVILLE et al. 2013; KHATUN
et al. 2015; BURT et al. 2017). A infecgdo pelo DENV ¢ sistémica e apresenta caracteristicas
clinicas inespecificas (PAHO 2017). Tais caracteristicas foram consideradas na defini¢do dos
casos de DEN no presente estudo.

A distribuigdo etaria dos casos suspeitos de arboviroses mostrou uma tendéncia para
um maior nimero de pacientes adultos com suspeita de ZIK e CHIK. Estes resultados
corroboram com 0s observados em outros estudos, relacionados com essas mesmas arboviroses

(CARDOSO et al. 2015; BRASIL et al. 2016). Na diferenciacio por patologia, foi observado
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uma distribui¢ao dos casos de forma homogenia, sem discrepancia quantitativa dos casos
suspeitos de DEN, ZIK e CHIK no periodo estudado, demonstrando uma tendéncia a
endemicidade. No que tangue ao género, por mais que tenha sido observado um maior nimero
de casos suspeitos de arboviroses em homens, estes dados foram impulsionados pelos casos de
DEN e CHIK. Quanto nota-se apenas os casos suspeitos de ZIK percebe-se que as mulheres
foram mais afetadas, principalmente na faixa etaria adulta (20-59 anos). Vale ressaltar que
estudos relataram que as mulheres s3o mais propensas a infec¢des por DEN, ZIK e CHIK
(DOKE et al. 2011; BRAGA et al. 2014; BRASIL et al. 2016), provavelmente por se dedicarem
mais as atividades domiciliares, se expondo aos focos residenciais dos vetores. Outros fatores
estariam relacionados as diferengas no uso de roupas, entre homens ¢ mulheres, em relagao a
exposi¢do da pele, em particular tornozelos e pernas, permitindo um maior contato com o0s
vetores (RENAULT et al. 2007, KANNAN et al. 2009). Nao se pode descartar o
comportamento de buscar o médico que ¢ mais frequente em mulheres, além da percepgao de
risco de grave acometimento fetal por ZIK, que também pode ter exacerbado ainda mais a
busca delas pela assisténcia a satde. Coelho et al. (2016), utilizando dados sobre a incidéncia
entre os anos de 2015 a 2016 para DEN e ZIK, na cidade do Rio de Janeiro, concluiram que
mulheres em idade reprodutiva tinham 90% mais chances de adquirir ZIK do que os homens
neste mesmo perfil. Este foi um estudo epidemiologico importante em uma area de transmissao
ativa de ZIKV, que descartou que o comportamento de maior procura ao atendimento a saude
pelo género feminino ou testes sistematicos em mulheres gravidas como a causa de mais relatos
de ZIK em mulheres em idade fértil.

A rapida dispersdao do ZIKV no Brasil, nos anos de 2015 e 2016, acabou indicando
outras vias de transmissdo, como aquela através de mucosas na transmissao sexual (MUSSO
et al. 2015; MOREIRA et al. 2017) e também através de fluidos (saliva e urina) (MUSSO et al.
2015; GOURINAT et al. 2015).

6.2. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Assim como constatado no presente estudo, o diagndstico laboratorial da infec¢do pelo
ZIKV e DENV no Brasil, ainda esta limitado a laboratdrios de pesquisa ou de saude publica.
Além desta capacidade limitada de diagndstico, tratando-se separadamente do ZIKV, devido
aos casos de microcefalia criou-se a necessidade de priorizacao de testes as mulheres gravidas
(CAO-LORMEAU, 2016).

Além da disponibilidade limitada de testes, estes arbovirus (ZIKV e DENV) reagem de
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forma sorologica entre si € com outros flavivirus (virus do Nilo Ocidental e YFV) (VANNICE,
2016). Tais reagdes cruzadas foram observadas no presente estudo em 19 amostras de soro
reagentes para IgG anti-DENV e anti-ZIKV. Entretanto, ndo foi identificado reac¢do cruzada
para IgM em nenhuma das 6 amostras reagentes para ZIKV. Muitos artigos demonstram a
reatividade cruzada entre ZIKV e DENYV, principalmente em areas endémicas para DENV,
onde houve o estabelecimento do ZIKV (ESTOFOLETE et al. 2016; DEJNIRATTISALI et al.
2016; PRIYAMVADA et al. 2017; ZIMMERMAN et al. 2018; LANGERAK et al. 2019).
Assim, infec¢des atuais ou passadas, ou mesmo a vacinagao para outro flavivirus, podem levar
a resultados de anticorpos falso-positivos ou inconclusivos (COLOMBO et al. 2018). O surto
de 2007 na Micronésia foi inicialmente identificado como DENV por um teste rapido de IgM,
no entanto, o Departamento de Satude do Estado de Yap suspeitou de um patégeno diferente e
solicitou a assisténcia do CDC, que posteriormente identificou o ZIKV (DUFFY et al. 2009).

A deteccao de RNA viral durante a infeccdo aguda por RT-PCR ou outros testes de
amplificacdao de acido nucléico (NAATs) fornece resultados mais especificos, mas o ZIKV e
DENYV sao detectaveis apenas durante a curta fase de viremia (VAUGHN et al. 2000;
LANCIOTTI et al. 2008). Isto foi observado nos resultados deste estudo para 4 amostras de
soro de pacientes com suspeita clinica de arboviroses, que por meio do diagnodstico molecular
foram confirmados para ZIKV. No entanto, no caso do ZIKV, a utilidade do teste molecular
para o diagnostico de infeccao aguda ¢ limitado, porque cerca de 80% dos pacientes nao
apresentam sintomas para alertar quanto a infec¢do e, portanto, nenhum quadro clinico de
referéncia para que seja buscado o diagnostico € observado (SINGH, 2018).

Conforme mencionado acima, o valor diagndstico da RT-PCR para a deteccdo de RNA
do ZIKV no sangue (soro) ¢ limitado, uma vez que a viremia ¢ geralmente baixa e restrita aos
primeiros 2 a 5 dias ap6s o inicio dos sintomas (COLOMBO et al. 2018). Maiores cargas de
RNA do ZIKV sdo detectaveis na urina apos um longo periodo (10 a 20 dias ap6s o inicio dos
sintomas), permitindo que a detec¢do do RNA do ZIKV na urina seja uma técnica alternativa
de diagnostico (GOURINAT et al. 2015; BINGHAM et al. 2016; SHINOHARA et al. 2016).
Recentemente, um grupo dos EUA (SABALZA et al. 2018) realizou experimentos sobre a
deteccdo de RNA do ZIKV em amostras de saliva, otimizando um ensaio sorologico usando
um dispositivo micro fluidico. Um teste de amplificag@o isotérmica mediada por transcri¢ao
reversa otimizada (RT-LAMP) e um dispositivo de amplificacao isotérmica foram usados para
detectar RNA de ZIKV. Este estudo evidenciou um protocolo para modificar o atual ensaio de
amplificacdo isotérmica para detecgdo do RNA do ZIKV. O uso de secrecdes glandulares do

corpo humano, particularmente a saliva, como ferramentas de diagndstico fornece uma
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oportunidade para uma analise por diagnostico molecular e protedmica mais simples e mais
eficiente do ZIKV (KHURSHID et al. 2019). No presente estudo, as amostras de soro
detectadas para ZIKV pelo RT-qPCR foram de pacientes que apresentaram um tempo médio
de inicio dos sintomas de 3,66 dias. Estes resultados foram semelhantes aos observados por
Estofolete et al. (2016), onde as amostras de soro positivas processadas pela mesma técnica
diagnostica foram de pacientes que tinham um tempo médio de inicio de sintomas de 2,76 dias,
o que foi considerado em consonancia com a literatura disponivel.

O RNA genomico do ZIKV codifica uma poliproteina que é processada em trés
proteinas estruturais e sete proteinas nao estruturais, incluindo a proteina ndo estrutural 1 (NS1)
(KUNO et al. 1998). Semelhante a do ZIKV, a NS1 do DENV também est4 associado as
membranas intracelulares e a superficie celular (I,GUTSCHE et al. 2011). Todos os genes da
proteina NS1 dos flavivirus compartilham um alto grau de homologia ¢ codificam um
polipeptideo de 46 a 55 kDa, dependendo do seu status de glicosilagio (MULLER et al. 2013).
O ensaio imunodiagnostico para determinag¢do da proteina NS1 ¢ amplamente utilizado em
muitas regides desenvolvidas e em desenvolvimento, com risco de DEN (CHUNG et al. 2015).
A sensibilidade relatada dos testes da proteina NS1 varia de 48,5% a 58,6%, e a especificidade
varia de 92,5% a 99,4%. A sensibilidade combinada dos testes de anticorpos antigeno NSI e
IgM da DENV aumenta para 89,9 a 92,9%, com uma especificidade de 75,0 a 88,8%
(BLACKSELL et al. 2011). Os resultados da proteina NS1 do DENYV, falso positivo, foram
previamente descritos em pacientes com outra doenga febril e neoplasias hematoldgicas

(HUNSPERGER et al. 2014; CHUNG et al. 2015).

6.3. ANALISE POS EPIDEMIA DE 2016

O presente estudo avaliou, de janeiro a junho de 2018, um total de 94 pacientes com
suspeita clinica de arboviroses (DEN, ZIK e CHIK), atendidos no principal Hospital Municipal
de Duque de Caxias, que foi uma regido bastante acometida pela epidemia de ZIK de 2016.
Utilizando os critérios clinicos-epidemiologicos para caracterizar as arboviroses co-circulantes
foram identificados 28 casos provaveis de ZIK no periodo estudado e um total de 9 casos
confirmados (fase aguda).

Os primeiros relatos de ZIK no Brasil foram de 57 notificagdes de casos suspeitos
(BRASIL, 2015e; CARDOSO et al. 2015; BRASIL et al. 2016) com a presenca de casos
autdctones (CALVET et al. 2016); no ano de 2016 a taxa de incidéncia foi de 105,3 casos/100

mil habitantes (BRASIL, 2017). Além disso, no Brasil surge neste mesmo ano a associagdo de
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ZIK com microcefalia entre os recém nascidos (MLAKAR et al. 2016; DE OLIVEIRA et al.
2016). Também foi observado um aumento progressivo do nimero de casos de CHIK em 2015
¢ 2016, na regido do estudo, que por sua vez encontrava-se em circulagdo, desde 2014 (NUNES
et al. 2015; CONTEVILLE et al. 2016).

Atualmente se sabe que o ZIKV compartilha um grau consideravel de identidade
genética e homologia estrutural com outros flavivirus, incluindo o DENV. Em particular, o
envelope de glicoproteina de superficie (E), que estd envolvido na fusdo e entrada viral e &,
portanto, um alvo principal para respostas de anticorpos neutralizantes, onde temos regides que
sdo altamente conservadas entre os dois virus. Isto resulta em reatividade imunolégica cruzada,
que no contexto de exposi¢do prévia ao DENV, pode ter implicagdes significativas para a
geracdo de respostas imunes ao ZIKV e afetam os desfechos das doengas (PRIYAMVADA et
al. 2017).

A partir do ano de 2017 pode-se observar, em todo o Brasil, um sensivel decréscimo
dos casos de ZIK, que associado a endemicidade observada para DEN (DENV1-4) e pelo fato
de possuirem resposta imunologica mediada pela glicoproteina (E), pode-se estabelecer
possiveis relagdes de reatividade imunolégica cruzada (RIBEIRO et al. 2018). Casos de
infec¢do por ZIKV em individuos que ja tiveram contato com o DENV sdo comuns e até
mesmo infec¢cdo concomitante com ambos os virus sdo inevitaveis, por ambos se sobreporem
nas mesmas regioes geograficas e serem transmitidos pelos mesmos vetores. DENV e ZIKV
compartilham 52-57% de homologia total de aminoacidos (BARBA et al. 2016) e sua
reatividade imunolodgica cruzada ja foi descrita anteriormente (ZAMMARCHI, 2015). De
acordo com Ribeiro et al. (2018), apds examinarem 21 amostras clinicas de pacientes nao-
imunes a DENV, mas com infeccdo pelo ZIKV confirmada por RT-PCR ou ensaios de
neutralizacdo, foi observado que apenas uma amostra (5%) demonstrou fraca reatividade
cruzada contra o DENV-2. Estes resultados indicaram que as infec¢des pelo ZIKV ndo geram
uma prote¢do cruzada para DENV. No entanto, a maioria da populacdo de Salvador (local do
estudo) e da América Latina possui imunidade para o DENV e foi infectada por esse virus antes
do surto de ZIKV em 2016. Apo6s as infecgdes pelo ZIKV, os anticorpos contra a proteina nao
estrutural 1 (NS1) do ZIKYV, produzidos em pessoas imunes ao DENV, reagiram de forma
cruzada contra a NS1 do DENV, enquanto que em individuos ndo imunes pelo DENV ocorreu
menos reatividade cruzada.

Segundo Wen et al. (2017), ainda ndo se sabe se a imunidade pré-existente com o DENV
pode proteger ou aumentar a infec¢do pelo ZIKV durante a infec¢do sequencial do mesmo

hospedeiro. No trabalho realizado pelo mesmo autor, mostrou-se que camundongos C57BL/6
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imunes a DENV infectados com ZIKV tém imunidade de reacdo cruzada a infecgdo e a
patogénese pelo ZIKV. Estudos de transferéncia adotiva e deplegao celular demonstram que as
células T CD8 + imunes ao DENV mediam predominantemente as respostas de prote¢ao
cruzada ao ZIKV. Em contraste, estudos de transferéncia passiva sugerem que o soro imune ao
DENYV nao protege contra a infecgdo pelo ZIKV. Assim, a imunidade de células T CD8 + gerada
durante a infec¢ao primaria por DENV pode conferir prote¢ao contra infec¢ao secundaria por
ZIKV em camundongos. A otimizagao adicional das vacinas atuais de DENV para respostas de
células T pode conferir protecdo cruzada e prevenir o aumento mediado por anticorpos da
infeccao por ZIKV (WEN et al. 2017; GORDON et al. 2019; WANG et al. 2019).

Uma potencial protecdo cruzada provocada pelo ZIKV também ¢ corroborada por
estudos que mostram que os anticorpos especificos para envoltérios produzidos durante a
infecgdo pelo ZIKV reagem de forma cruzada com a proteina do envelope de todos os quatro
sorotipos do DENV, independentemente da infec¢ao anterior pelo DENV (STETTLER et al.
2016; ELONG NGONO e SHRESTA, 2019). Segundo Robbiani et al. (2017), as infecgdes
pelo ZIKV em individuos imunes ao DENV aumentam a reatividade cruzada com as células B
de memoria, resultando em maior capacidade de neutralizagdo dos flavivirus e induzindo
imunidade neutralizante contra o ZIKV e DENV. Essa prote¢ao cruzada poderia ser suficiente
para uma imunizac¢do em massa da populag@o. No entanto, a imunidade protetora cruzada pode
nao ser de longa duracdo (e pode diferir dos sorotipos do DENV), porque os anticorpos
neutralizantes cruzados geralmente nao persistem por mais de 12 a 18 meses.

A NS5 dos flavivirus ¢ uma proteina conservada multifuncional que constitui a
polimerase viral. A andlise das sequéncias da proteina NS5 da vacina YFV atenuada viva,
atualmente usada, quando comparada com a do ZIKV, revela uma homologia de 64%
(BARONTT et al. 2014). Devido a esta estreita similaridade, Blom et al. (2017) iniciaram
estudos sobre possiveis respostas de reacdo cruzada entre células T CDS8 de receptores de
vacinagdo YFV e antigenos especificos do ZIKV. A vacina contra YFV (Stamaril®, 0.5 ml,
Sanofi Pasteur) foi administrada a voluntarios saudaveis e o sangue periférico foi coletado antes
(dia 0) e 15 dias ap6s a vacinagdo (dia 15). As células mononucleares do sangue periférico
foram estimuladas com peptideos de NS5 de ZIKV e posteriormente identificados como
linfocitos (CD19, CD14 e marcador de célula morta), células CD3 + CD8 + produtoras de [FNc
+ TNF +. Apenas no dia 15 foram identificadas as células T CD8 produtoras de TNF em
resposta a proteina NS5 do ZIKV. Estes resultados demonstram que a homologia entre a vacina
YFV e a proteina NS5 do ZIKV esta proxima o suficiente para induzir linfocitos CDS8

especificos para ZIKV. Estes resultados foram corroborados por Grifoni et al. (2019) que
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estudaram a reatividade cruzada para varios flavivirus em amostras de soro de pacientes
vacinados para DENV e YFV. Tal resposta imune cruzada foi possivelmente observada na
populacao contemplada no presente estudo, pois ap6s o surto de YFV de 2017, boa parte da
populacdo foi vacinada contra o virus o que pode ter favorecido o declinio dos casos de ZIK

posteriormente.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

(a) o diagnostico clinico-epidemioldgico ndo se mostrou uma boa ferramenta para
caracterizacao dos casos de ZIK na populacao estudada, uma vez que, dos 28 prontuarios com
suspeita de ZIK, apenas 4 tiveram a confirmagao desse diagnostico pelos métodos laboratoriais

utilizados;

(b) os métodos diagnosticos utilizados no presente estudo foram eficazes para confirmacdo dos
casos agudos de ZIK, inclusive com o tempo de inicio de sintomas (TIS) compativel com o

método adotado;

(c) reacdes cruzadas foram observadas no imunodiagnostico de DENV e ZIKV, em amostras
sororreagentes para IgG, sendo cerca de 1/5 (20%) das amostras positivas para ambas

arboviroses;

(d) a sensivel redugao dos casos de ZIK nos anos subsequentes a epidemia de 2016 na area de
estudo, possivelmente esta relacionada a imunidade cruzada positiva presente em pacientes
imunes a0 DENV e/ou que foram vacinados para YFV durante a ampla campanha vacinal de

2017.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho sdo relevantes, tendo em vista que observamos
uma fragilidade no critério clinico epidemioldgico utilizado no diagndstico das arboviroses,
por conta da semelhanga dos quadros clinicos que se apresentam entre DEN, CHIK e ZIK.
Mesmo com o auxilio de técnicas laboratoriais de imunodiagnostico, pode-se sofrer com a
questdo da imunidade cruzada.

Uma das op¢des que temos para atenuar os erros no diagnostico das arboviroses, seria
o uso de ferramentas laboratoriais mais conclusivas e fidedignas, como por exemplo a biologia
molecular, mesmo que contemple uma curta fase da viremia e seja de alto custo para o servi¢o
publico de satde, ainda sim ¢ o diferencial.

Pudemos observar que a imunidade cruzada positiva de ZIKV com DENV e YFV, se
faz presente em nosso cotidiano. Vimos, posteriormente a epidemia de 2016, casos de ZIK
decaindo apods o grande nimero de pessoas vacinadas contra YFV (2017) e também pacientes
com infeccdo prévia de DEN respondendo imunologicamente a infec¢ao por ZIK.

Hé uma necessidade de se compreender melhor a interagdo que as arboviroses possuem
entre si € como isso impacta na sociedade de uma forma geral, seja nos programas de

preven¢ao/imunizacao, diagndstico e tratamento.
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ANEXO 1

Ficha de investigagdo para Flavivirus (SMS-PMDC)
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ESTADO DO RIO DE JANEIRO
PREFEITURA MUNICIPAL DE DUQUE DE CAXIAS

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EM SAUDE -Coordenadoria de Epidemialogia

Ficha de Investiga¢do para Flavivirus - Duque de Caxias
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ANEXO 2
Declaragao de aprovagdo do Projeto junto ao CEP-Unigranrio
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€@ UNIGRANRIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Duque de Caxias, 16 de fevereiro de 2018.

Do: Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO

Para pesquisador Principal: Raphael Rangel das Chagas

Orientador: Prof. Dr. Sergian Vianna Cardozo

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO, apés avaliagdo
considerou aprovado o projeto de pesquisa “PEPTIDEOS E LIPOSSOMAS
FUNCIONALIZADOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE
DIAGNOSTICO SOROLOGICO PARA ZIKA VIRUS”, protocolado sob o mimero de
CAAE 70324417.1.0000.5283, encontrando-se a referida pesquisa e o Termo de
consentimento Livre e Esclarecido em conformidade com a Resolugdo N.° 466, de 12 de
Dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude, sobre pesquisa envolvendo seres
humanos.

Os pesquisadores deverdo informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento
ocorrido no decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica em Pesquisa solicita a V. S*., que ao término da pesquisa, conforme
cronograma apresentado, encaminhe a este comité um sumario dos resultados do projeto, a
fim de que seja expedido o certificado de aprovagao final.

/. | )’ \;(\ gl N

= & |
,J/"‘V' to (_ s /641.‘ v
Prof. Renato C. Zﬁrotti

Coordenador do CEP-UNIGRANRI

. {
U Vb, A0 L desul

Andreia Peter Christo Gomes

Secretaria do CEP/UNIGRANRIO

CEP/UNIGRANRIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA da UNIGRANRIO

Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160 - 25 de Agosto — Duque de Caxiay - CEP: 25071-202

Fel: 21 2672-7733 — E-mail: cep a




ANEXO 3
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

V ERS D ADE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(D acordo com as normas da Resolugao n® 466, do Conselho Nadional de Sadde de 12M12/2012)

Titulo do Estudo: Peptideos e lipossomas funcionalizados para o desenvolvimento de sistemas de
diagnostico sorologico para Zika virus
Pesquisador R&gpﬂnsﬁ\“l‘:l.' Raphaal Rangel das Chagas ¢ Sergian Vianna Cardozo

O (A) Senhor (&) estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. Por favor, lela este documento
com bastante atencdo antes de assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase gque o (a) senhor (a) nao
consiga entender, converse com o pesquisador responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe
desta pesquisa para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre € esclarecido (TCLE)} @ explicar tudo sobre o estudo e
solictar a sua permissio para participar do mesmo.

OBSERVACAD: Caso o paciente ndo tenha condigdes de ler efou compreender este TCLE, o mesmo podera
ser assinado e datado por um membro da familia ou responsavel legal pelo paciente.

O objetivo geral do estudo &: Propor o desenvolviments am laboratorio de um teste sorologico, de
alta especificidade e sensibilidade, para o diagnostico de Zika virus.

A duragdo total do estudo & de 12 meses (082017 - OF/2018).

Pescricio do Estudo )

Este estudo serd realizado ne Unidade Pré-Hospitalar Alvaro dos Santos Simdes Figueira/PMDC
O (8) Senhor (8) foi escolhide (a) & participar do estudo porque foi dizgnosticado, peles seus sinais &
sintomas, com suspeita de dengue, Chikungunya, febre amarala cu Zika virus.

Apas entender e concordar em participar, serd realizada a coleta de sangue total (10 - 15 mL) através de
venupuntura da veia bragquial pelo método & vacuo, apos antissepsia com alcool etilico diluido a 70%,
colocadas em tubo de ensaio sem anticoagulante e em seguida centrifugado para retirada do soro, de
acorda com as diretrizes de coleta sangufnea determinadas pela U‘rlﬁﬂl'li.!ai;ﬁﬂ Mundial de Sadde (WHO,
2010).

Os resultados dos exames serdo disponibilizados & Unidade Pré-Hospitalar Alvaro dos Santos Simies
Figuaira assim que foram processados no laboratério,

05 riscos ass:un:la-dns ::om a cn-le*ta dex sanguc incluem: dor, hematoma, ou outro descanforto no local de
coleta, Raramente desmaio ou infecgibes no local da puncle podem ecorrer. Serfio tomades os cuidados
cabiveis para minimizar estes riscos,

Vocd pode experimentar eleitos colaterais gue ndo $50 conbecides abé o momente ou nbo foram relatades,

W30 ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de estudo experimental em laboratdrio
que busca um metodo diagndstico eficiente para a rapida deteccdo de Zika virus em pacientes gue
apresentam sintomatologia compativel com esta virose.

Somenta no final do estudo pederemos conduir a presenca de algum beneficio. Pordm, os resultados
abtidos com este estudo poderdo ajudar & na deteccio de um beste diagndstico eficiente para o Zika Wirus.

Voca ndo recebera nenhuma compensacdo para participar desta pesquisa & também n3o terd nanhuma
despesa adicional.

Sua pamu:lpal;ﬁn neste estudt;- [ tn‘talmenre '-'I'...'I|I.II'ItEI'|E| ou seja, vood somente participa se quiser.

A ndo participacdo no estudo ndo implicara em nenhuma alteragdo no seu acompanhamento médico tao
pouco alterara a relacdo da equipe médica com o mesmo. Apds assinar o consentimento, vocé terd total
liberdade de retird-lo a gualguer momento e deixar de participar do estudo se assim o desejar, sem
quaisquer prejuizos 3 continuidade do tratamento & acompanhaments na instituicSo.
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Quaisquer novas informactes que possam aletar a sua seguranca ou influenciar ne sua decisio de
continuar & participacio no estudo serfo formecidos a vood por escrito. Se vood decidir continuar nesse
estuda, terd que assinar urm pove (revisade) Terma de Consentiments para decumentar seu conhecimento
sobre novas informacgiies,

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostes neste estudo (nexo causal
comprovado], o participante bern direito a tratamento médico na Instituicio.

Tn-da5 as |nf|:|rmag|:>e5 D:-Ihldas 205 r‘E'SLl":HdI:IE |:I|:|5 testa serao analisados em carater estritamente
cientifica, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo o momento, ou seja, em nenhum
moments os dados gue o identifigue serdo divulgados, a menos gue seja exigido por lei.

Os registros médicos que trazem a sua identificagdo e esse termo de consentimento assinado poderdo ser
inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicagbes, contudao, sua
identidade ndo serd revelada nessas apresentagoes.

1."4:u:|z tera ar:esscn ao proﬂsslnnal rﬁpnnsa\-el pEIa pe&qulsa para esclarecimento de eventuals dividas, Os
responsavels pelo estudo nesta instituigdo s30 os Prof. Dr. Sergian Vianna Cardozo e Raphael Rangel das
Chagas {mestrando) que poderdo ser encontrado no Nicleo de Pesquisa em Parasitologia da Universidade
do Grande Rio (Unigranrio) ou nos respectivos telefones: 21 2672-7812 ou 21 98737-3532.

Declaracio de Consentimento

Li e entend e documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem come sews possivels beneficios e
riscos, Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as minhas dividas foram esclarecidas.
Emtendo que estou livre para decidir mdo particpar desta pesguisa. Entendo gue ao assimar este
documento, ndo estou abdicando de nenhum de meus direitos legais.

Eu autorizo a coleta de sangue e a utilizagdo dos meus registros medicos {prontuarios) pelo pesguisador,
em prol desta pesquisa.

Sujeito de Pesguisa Data
Representante Legal do Sujelto de Pesquisa Data
Membro da equipe obtends o Consentimento Data

Pesquisador responsével Data
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ANEXO 4

Laudo disponibilizado ao Hospital Moacir Rodrigues do Carmo a ser encaminhado aos

pacientes que participaram da pesquisa.

B l OT RANS UNIVERSIDADE DO GRANDE RIO

Programa de Pos-Graduagio em NUCLEO DE PESQUISA EM DOENGAS INFECCIOSAS

RRGpa ) cln . TERne sekonal Av. Perimetral Prof. José de Souza Herdy, 1160 -
¢ Mestrada e Daxtarad Uesg Jardim Vinte e Cinco de Agosto, Dugue de Caxias - RJ, 25071-202
UMisRANRIC = ) Pesquisador responsavel: Brof® Dr. Sergian Vianna Cardozo
Mome: Data de nascimento:
M2 do prontuario: ME do BAM:

Data de atendimento:

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (PCR-qRT)

RESULTADO WALOR DE REFEREMCIA
CHIKUNGUNYAVIRUS MEGATAD
ZIKAVIRUS MEGATIVD
DENGUE VIRUS MEGATIVD
Data da liberagio:
Materisk Sangue ! Meétodo: RT-gECE
I
Analisado por: Mestrandos Responsaveis
Hury Hellen
André Frederico

Raphael Rangel

O resultado de laboratdrio sofre influéncia de estados fisicldgicos e patoldgicos.
Este laude ndo & oficial e tem carater exdusivaments informative dos dados obtidos na pesquisa pela qual o pacients s=
prontificou a participar.
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