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CURSO DE ESPECIALIZACAO: OS IMPACTOS DA
PANDEMIA DE COVID-19 E EDUCACAO A DISTANCIA NO
INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Cristiane Bonaldi Cano?; Elaine Lopes de Oliveira?

!Coordenadora e docente do Curso de Especializagdo - IAL;
2Vice-coordenadora e docente do Curso de Especializagdo — IAL.

Resumo: No ano de 2020 o mundo passa pela pandemia da COVID-19 que rapidamente
aumenta o seu contagio, afetando o cotidiano das pessoas e promovendo o isolamento
social. As aulas presencias sdo afetadas e suspensas devido aos varios planos de quarentena
propostos pelo governo estadual de Sdo Paulo. O objetivo deste estudo foi descrever as
mudangas que o curso de especializacdo do Instituto Adolfo Lutz (IAL) passa no ano letivo
de 2020-2021. Devido a formacdo de uma forca tarefa para o diagndstico do novo
coronavirus, o curso de especializacdo, realiza uma mudancga dos componentes curriculares
tedricos presenciais para educacdo a distancia, ministrando aulas sincronas e assincronas.
Apesar disso, 0 curso precisou ser suspenso em 2020 e as atividades presenciais s6 foram
retomadas em 2021. Durante o periodo de aulas remotas foi observado uma maior
frequéncia de aulas assincronas em relacdo as aulas sincronas, acompanhadas de grande
guantidade de atividades na plataforma Moodle e utilizacdo de chats e foruns, que
proporcionaram a interatividade entre alunos e docentes. Ao retornarem as atividades
presenciais, os alunos elaboraram e apresentaram seus Trabalhos de Conclusdo de Curso
em um evento on-line. Essa pandemia trouxe uma reflexdo sobre a educagéo a distancia
como uma ferramenta de apoio a educacéo, incluindo o curso de especializacdo do IAL,
tornando-se uma tecnologia indispensavel para o futuro do ensino.

Palavras—chave: Pandemia; COVID-19; Ensino a distancia

INTRODUCAO

Em 2017 o Instituto Adolfo Lutz (IAL) foi credenciado pelo Conselho Estadual de
Educacdo do Estado de S&o Paulo, como uma Unidade Didatica de Apoio do Centro de
Formacgao de Recursos Humanos para o SUS/SP “Doutor Anténio Guilherme de Souza”,
da Secretaria de Estado da Saude (CEFOR SUS/SP), passando a oferecer, a partir do ano
seguinte, o Curso de Especializacdo em Vigilancia Laboratorial em Saude Publica. Este
curso foi elaborado de acordo as diretrizes e principios do SUS, de modo a desenvolver, de
forma ampla e integrada, as diferentes acGes e processos de trabalhos em que o IAL
participa, em resposta as demandas dos Sistemas Estadual e Nacional de Vigilancia em
Saude. Sendo uma oportunidade de formac&o profissional para atuagdo no SUS, onde se
pretende qualificar e aperfeicoar o processo de trabalho nos vérios niveis do sistema de
satde municipal, regional e federal, a fim de melhorar o acesso, qualidade e humanizagéo
na prestacéo de servicos.
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O objetivo do curso € promover a capacitacao de profissionais que atuam na area de
salde, por meio da integracdo entre conhecimentos tedricos e préaticos, nos diagnosticos e
andlises realizados em um Laboratério de Saude Publica. Sendo seu maior diferencial, o
tempo em que o aluno passa em treinamento pratico nos laboratérios do instituto. Este
curso de especializacdo é dividido em mddulos tedricos e um modulo pratico, sendo
estruturado em trés grandes areas: Vigilancia Epidemioldgica (VE), Vigilancia Sanitaria e
Ambiental (VSA) e Vigilancia Epidemioldgica e Sanitaria em Sub-Redes
Regionais(VES_CRL), que contemplam as diferentes areas de atuacdo do Instituto Adolfo
Lutz Central (Sdo Paulo/SP) e de seus doze Centros de Laboratérios Regionais (CLR),
localizados nos municipios de: Aragatuba, Bauru, Campinas, Marilia, Presidente Prudente,
Rio Claro, Ribeirdo Preto, Santo André, Santos, Sdo José do Rio Preto, Sorocaba e
Taubate.

O curso conta com uma organizagdo curricular de 1720 horas, contendo 520 horas
de componentes tedricos e 1200 horas de pratica. Na parte pratica sdo oferecidas diversas
areas de concentracdo, em que os alunos escolhem durante o processo seletivo e na qual
eles desenvolvem atividades laboratoriais de rotina e pesquisa, incluindo o Trabalho de
Concluséo de Curso (TCC).

A modalidade do curso é presencial, entretanto, por ter alunos matriculados em
diferentes municipios do Estado de S&o Paulo, algumas aulas sdo ministradas no Instituto
Central e transmitidas aos laboratérios regionais em tempo real, por meio de ferramentas
de webconferéncia, e com apoio de tutores em cada CLR. Desde a implantacdo do curso,
utilizamos a plataforma Moodle, como ferramenta de apoio aos alunos e docentes, para
disponibilizagdo de materiais de apoio, foruns e realizagdo de atividades.

Em 2019 o mundo se depara com um novo coronavirus (SARS-CoV-2)
proveniente da China, que alastra rapidamente por varios paises do mundo devido a seu
alto potencial de transmissdo. No inicio do ano de 2020 a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estabelece os protocolos de Emergéncia de Salde Publica de Importancia
Internacional — o0 mais alto nivel de alerta da Organizacéo, classificando posteriormente
esse agravo como uma pandemia. (OPAS, 2020).

No Brasil foram feitas varias mudancas nas rotinas das pessoas, impostas pelos
governos federal, estadual e municipal a fim de controlar a pandemia através de
quarentenas para controlar a disseminacdo da COVID-19. Umas das areas mais afetadas
neste periodo foi a educacdo, sendo assim o Ministério da Educacdo publica através da
Portaria n® 343/2020 a substituicdo das aulas presenciais por aulas em meios digitais
enquanto durar a situacdo de pandemia do Novo Coronavirus - COVID-19, com o objetivo
de evitar aglomeraces, que poderiam contribuir para a dissemina¢do do novo virus.
(Brasil, 2020).

[...]Art. 1° Autorizar, em carater excepcional, a substituigdo das disciplinas

presenciais, em andamento, por aulas que utilizem meios e tecnologias de
informagdo e comunicacdo, nos limites estabelecidos pela legislacdo em
vigor, por instituicdo de educagdo superior integrante do sistema federal de
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ensino, de que trata o art. 2° do Decreto n° 9.235, de 15 de dezembro de
2017.[..] (Brasil, 2020).

Este trabalho vem contextualizar o momento em que o curso de especializacdo do
Instituto Adolfo Lutz passa pelas mudangas no ensino no ano letivo de 2020-2021 em
decorréncia da pandemia do COVID-19 no Estado de S&o Paulo.

Pandemia COVID_19 e a atuacéo do Instituto Adolfo Lutz

O Instituto Adolfo Lutz foi o primeiro laboratério a confirmar o diagnostico e
sequenciar o virus SARS-CoV-2 no Brasil, no final de fevereiro de 2020.

Por se tratar de um laboratdrio de referéncia, capacitado pelo Ministério da Saude
para realizar o diagnostico desse novo coronavirus, passou a receber milhares de amostras
com suspeita de COVID-19 em questdo de semanas. Devido a essa demanda expressiva e
inusitada a instituicdo se mobilizou e constituiu uma forca tarefa para auxiliar nesse
desafio com atuacdo de dois polos para realizacdo dos ensaios no Laboratorio Central e
estruturou seis de seus laboratorios regionais (Bauru, Ribeirdo Preto, Santo André, Santos,
Sdo José do Rio Preto e Sorocaba) , reunindo varios profissionais do Instituto, incluindo a
maioria dos pesquisadores, que também sdo os docentes do curso de especializacdo. Com
estes esforcos conjuntos foram possiveis ter 25.595 resultados liberados pelos laboratérios,
dados obtidos em final de abril de 2020. (IAL, 2020).

Pandemia COVID-19 e Curso de Especializacdo do IAL

O curso de especializagdo do IAL do ano letivo de 2020-2021 iniciou suas
atividades em margo de 2020 e foram matriculados 62 alunos em 38 &reas de concentracdo
préatica, sendo 14 areas na VE, 7 areas da VSA e 17 areas da VES_CRL. No periodo de 01
a 18 de marco, os alunos tiveram as aulas presencias tedricas referentes ao médulo I.

Nesse interim, o governo do estado de So Paulo publica vérios decretos, dentre
eles os decretos n® 64.862/2020 e n° 64.881/2020, que institui entre outras medidas, a
suspensdo das aulas e a quarentena no estado. O Conselho Estadual de Educacdo do Estado
de S&o Paulo (CEE-SP), por meio da deliberagdo 177/2020, normatiza a reorganizagao dos
calendarios escolares e permite a realizacdo de aulas remotas, excetuando-se as praticas
profissionais, principalmente na area da saude. Dessa forma, o CEFOR segue as
orientacbes do CEE e reorganiza os calendarios escolares e as aulas junto as instituicdes,
para dar continuidade ao curso na forma a distancia (Séo Paulo a, b, ¢, 2020).

[...JArt. 1° - As institui¢cBes vinculadas ao Sistema de Ensino do Estado de S&o
Paulo, publicas ou privadas da Educacdo Baésica e publicas de Educacdo
Superior, tendo em vista a importancia da gestdo do ensino e da aprendizagem,
dos espacos e dos tempos escolares, bem como a compreensdo de que as
atividades escolares ndo se resumem ao espago de uma sala de aula, deverdo
reorganizar seus calendarios escolares nesta situagdo emergencial, podendo
propor, para além de reposi¢do de aulas de forma presencial, formas de
realizacdo de atividades escolares ndo presenciais.[...].( Deliberacdo CEE n°197,
2020).

A figura 1 descreve a linha do tempo dos acontecimentos relacionados ao curso de

especializagdo durante a pandemia da COVID-19.



’ EDITORA
4AVA AGRON SCIENCE

IS A4 4R
Governo de SP
Inicio do curso de decreta Governador
especializacdo no medidas de decreta
IAL prevengdo ao quarenta em
(turma 2020/21) COVID-19 SP
—>— 01/03/20 — 26/02/20 — 14/03/20 — 18/03/20 — 22/03/20 — 23/03/20 —>
OMS declara CEE fixa normas para As aulas do curso
pandemia de reorganizago dos sdo suspensas
COVID-19 calendarios escolares e pelo CEFOR
autoriza aulas remotas
M IAL solicita
Apresentagées P
P dos TCE suspensdo total A;tecflpécao
do curso em 2020 as ferias
14/02 a
<« 28/02/22 — —_ 01/06/21 — 17/06/20 — 11/05/20 — 15/04/20 <

16/02/22

Retomada do
curso

Encerramento Retorno das

do curso aulas em EAD

(turma 2020/22) presencial

Figural: linha do Tempo do Curso de especializacdo do Instituto Adolfo Lutz, no periodo de
Pandemia COVID-19

Neste novo panorama o Instituto Adolfo Lutz iniciou um processo dindmico para
propor as atividades do curso especializacdo, em curto espaco de tempo para cumprir o
novo calendario escolar e ministrar os componentes tedricos na modalidade de Educacao a
Distancia (EAD). Na organizacdo foram propostos aos docentes que cada componente
curricular mantivesse as atividades de frequéncia, material de apoio (videos, artigos, textos
de livros e etc.) exercicios e avaliagdo final e uso de foéruns e chats dentro na plataforma
Moodle. E iniciasse uma producdo de aulas gravadas em formatos de videos para serem
disponibilizados aos alunos na forma em EAD.

Para a realizacdo das aulas sincronas foi utilizado Zoom, como ferramenta de
transmissao, com o0 apoio da sala de situacdo da Coordenadoria de Controle de Salde da
Secretaria de Salde e para as aulas assincronas foram realizadas a gravacdo de aulas em
Power Point e transformadas em videos no formato mp4. Para manter uma comunicacao
ativa entre os docentes e os estudantes foram utilizados os chats e féruns do Moodle.

Conforme a figura 1, em maio de 2020, inicia a proposta do novo calendario escolar
de 2020, com as aulas os componentes curriculares do mddulo Il na modalidade EAD.
Neste momento o IAL continuava em grande atividade na execugdo dos exames para o0
diagnostico da COVID-19. Como grande parte do corpo docente estava completamente
envolvido nessa forga-tarefa, tornou-se inviavel ministrar as aulas do modulo especifico
teorico e pratico. Sendo assim, em junho de 2020, a coordenagéo solicita ao CEFOR que
encaminhe ao CEE a suspenséo do curso.

Em junho de 2021 o curso retorna as suas atividades, mas ainda na forma em EAD,
continuando a organizacao curricular médulo 111 nas areas trés areas VE, VSA, VES_CRL,
onde foram utilizadas a mesma organizacdo realizada no modulo 11 em 2020, com aulas
sincronas e assincronas, com auxilio das plataformas Zoom e do Moodle.
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Na Tabela 1 e Figura 2 foi realizado um levantamento de todas as atividades
desenvolvidas no periodo dos componentes curriculares tedricos nos anos de 2020-2021.

Tabela 1: Analise descritiva das atividades adotadas para realizagdo dos componentes curriculares no ano
letivo de 2020.

Comp_onentes ,Aulas ,,Aulas Féruns Chats Atividades
Curriculares sincronas | assincronas
Médulo 11 11 36 5 12 16
Modulo 11-VE 42 51 12 14 29
Madulo 111-VSA 10 91 28 47 62
Médulo 111-
VEVS CRL 6 113 & 20 70
Total 63 291 56 93 177

C s nwa DO~ D

2 3 4 5 1] 7 8 9 10 " 3 o 3 i 03 2y &3 &) &5 D B 1 2 3 4 5 6 7 8
WEBCONFERENCIAS CIEERES ATIVIDADES

(@) (b) (©)

Figura 2: Gréficos de histogramas mais representativos no curso de especializacdo em EAD para
ano letivo 2020: (a) webconferéncias (sincronas), (b) aulas gravadas (assincronas), (c) atividades (exercicios,
prova e seminarios).

Com este novo formato o curso especializacdo teve, conforme a Tabela 1 e Figura
2, um maior nimero de aulas na forma assincronas em relacdo as aulas sincronas, o que
permitiu maior flexibilidade de estudo para os alunos que se encontravam a distancia.
Como atividade de apoio para discussdo de temas que envolviam o componente curricular
foram utilizados féruns e para tirar ddvidas com os docentes foi aplicado com maior
frequéncia os chats. Para as atividades foram utilizados questionarios, tarefas, resenhas de
artigo e seminarios, com intuito de envolver os alunos huma discussdo mais dinamica com
0 docente sobre o assunto desenvolvido nas aulas, valorizando aprendizado.

Apbs autorizacdo do retorno das aulas presenciais, 0s alunos reingressam
presencialmente para dar continuidade dos componentes praticos nas diversas areas de VE,
VSA e VES_CRL nos respectivos laboratdrios do IAL Central e Centro de Laboratorios
Regionais, cumprindo o novo calendario de 2021-2022.

Normalmente, o curso de especializa¢ao termina com a entrega do TCC dos alunos,
que sdo corrigidos por uma banca e apresentados de forma oral para toda a comunidade do
Instituto Adolfo Lutz de forma presencial. No entanto, devido a continuidade da pandemia
da COVID-19 ainda no inicio de fevereiro de 2022, foi realizada uma parceria com Agron-
Food Academy, para a realizacao das apresentagdes dos TCC no formato online.

Entre os dias 14 a 16 de fevereiro de 2022 foi realizada a Ill Mostra de
Apresentacdo dos Trabalhos de Concluséo do Instituto Adolfo Lutz completamente online,
onde todos os alunos do laboratério Central e dos doze Centros de Laboratérios Regionais
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puderam apresentar seus trabalhos e serem arguidos pelos avaliadores. O evento foi
transmitido por meio do site da Agron-Food Academy, podendo ser assistido por todos
docentes e demais profissionais do Instituto. Os trabalhos expostos neste evento estdo
publicados neste e-book.

CONCLUSOES

O ano letivo de 2020-2021 do curso de especializagdo do Instituto Adolfo Lutz foi
bem diferente dos anos interiores por causa da pandemia COVID-19, onde durante sua
realizacdo houve aulas presenciais, suspensdo do curso, reorganizacdo do curso em EAD,
com aulas sincronas e assincronas, foruns, chats, atividades na plataforma moodle e
posterior retomada das aulas e atividades presenciais, que exigiram esforcos de todos 0s
docentes e organizadores para manter o conteddo programatico com qualidade e uma
comunicacgdo ativa entre docente e alunos, neste periodo de distanciamento social.

Com a suspensdo do curso pelo periodo de 1 ano houve a desisténcia de 30% dos
alunos, mas 99% dos alunos que retornaram, concluiram o curso, fazendo um balanco
positivo para esse ano letivo.

A pandemia da COVID-19 trouxe uma reflexdo sobre a modalidade de ensino a
distdncia em vérias areas da educacdo, incluindo o curso de especializacdo do IAL. O
distanciamento social imposto por essa doenga trouxe a tona a necessidade de acles que
permitissem a integracdo entre alunos e docentes que nao estivessem presentes no mesmo
local. Situacdo essa que o IAL ja vivenciava devido aos seus laboratdrios regionais, na qual
os alunos ndo podem estar presentes no mesmo local de onde sdo transmitidas as aulas.
Sendo assim, as solugdes tecnoldgicas e ferramentas que foram disponibilizadas durante
esse periodo continuardo servindo para auxiliar a transmissao das aulas a todos os alunos
de forma igualitéria, sendo um grande aliado no processo de ensino-aprendizagem.
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Resumo: Nitrosaminas (NAs) s&o compostos organicos caracterizados pela ligagcdo de um
grupo nitroso a um grupo amina e potencial carcinogénico em exposicdes por longos
periodos. Recentemente, a presenca de NAs foi identificada em medicamentos e insumos
farmacéuticos ativos, acarretando no recolhimento de produtos disponiveis no mercado. O
objetivo deste trabalho foi elaborar uma revisdo narrativa sobre NAs em medicamentos. O
levantamento bibliografico foi realizado em sitios eletrdnicos de 0Orgaos nacionais e
internacionais de salde e nas bases de dados Google académico e Pubmed. Verificou-se
que a causa mais discutida para a ocorréncia de NAs em medicamentos € 0 emprego de
agentes nitrosantes durante a sintese de farmacos e a principal estratégia de controle
consiste no gerenciamento de risco quanto a formacdo e toxicidade. As analises
laboratoriais para identificacéo e quantificacdo das NAs incluem técnicas de cromatografia
gasosa ou liquida acoplada a espectroscopia de massas. Na area farmacéutica, o controle de
NAs é um tema que ainda se encontra em ampla discussdo quanto aos impactos na saude,
limites de aceitacdo, métodos de eliminacdo, deteccdo e monitoramento.

Palavras—chave: impurezas em medicamentos; insumos farmacéuticos; nitrosaminas;
vigilancia sanitéria

INTRODUCAO

As nitrosaminas (NAs) sao compostos organicos frequentemente encontrados como
contaminantes de produtos para uso humano e que podem apresentar carcinogenicidade em
exposicdes cronicas. O termo N-nitrosamina é usado para caracterizar um amplo grupo de
compostos N-nitrosos alifaticos ou aromaticos que possuem o grupo funcional nitroso
ligado a uma amina, como mostra a Figura 1 (ANVISA, 2021a).
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Figura 1 - Férmula estrutural da N-nitrosamina
Fonte: ANVISA (2021b)
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De maneira geral, as NAs sdo formadas a partir da nitrosacdo de aminas,
principalmente aminas secundarias, com agentes nitrosantes (Figura 2), e tal reacao ocorre
em pH é&cido (RATH; CANAES, 2009).

~NOz + H* — HNO2z
Nitrito + lon hidrogénio — Acido nitroso

2 HNO2 — N203 + Hz0 .
2 moleculas de &cido nitroso — anidrido nitroso + Agua

R2NH + N203 — R2N-NO + HNOz A
Amina secundaria + anidrido nitroso — N-nitrosamina + Acido nitroso

Figura 2 - Reagdes quimicas de formagéo de N-nitrosaminas
Fonte: Adaptado de Rath e Canaes (2009)

Primeiramente identificadas como importantes poluentes ambientais, as NAs sdo
frequentemente encontradas em aguas cloradas e cloraminadas, como também em
alimentos curados ou fertilizados, produtos derivados do tabaco e produtos cosméticos e de
higiene pessoal. Recentemente, estas impurezas foram encontradas em diversos produtos
farmacéuticos comercializados (PASCHOAL, 2015; GUSHGARI, HALDEN, 2018;
THRESHER et al., 2020).

A descoberta de NAs em medicamentos iniciou-se em meados de 2018, quando a
Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) informou a presenca de dimetilnitrosamina
(NDMA) no insumo farmacéutico ativo (IFA) de valsartana (anti-hipertensivo) fornecido
por uma empresa chinesa. Posteriormente, diferentes NAs foram detectadas em varios
farmacos (EMA, 2019; ANVISA, 2021a).

Diante disso, as agéncias reguladoras e industrias farmacéuticas iniciaram
investigacBes sobre a ocorréncia de NAs em medicamentos e insumos farmacéuticos, e
priorizaram o0 desenvolvimento de métodos para controle e monitoramento destas
impurezas (ANVISA, 2021a; FDA, 2021a).

Considerando os impactos negativos das NAs para a salde da populacdo e que
ainda existem poucos estudos acerca de NAs na area farmacéutica, o objetivo deste
trabalho foi elaborar uma revisdo bibliografica sobre o tema, abordando aspectos
regulatérios, analiticos e toxicolégicos de impurezas do tipo NA em medicamentos e IFAS.

MATERIAL E METODOS

Uma revisdo bibliografica narrativa foi realizada por meio de buscas on-line,
divididas em trés etapas: (i) consulta de enderecos eletrénicos oficiais da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), European Medicines Agency (EMA) e Food and Drug
Administration (FDA), para a selecdo de noticias, informes técnicos, guias e normas
relacionadas com NAs em medicamentos e IFAs; (ii) busca ampla empregando-se a
ferramenta de pesquisa Google Académico e a palavra-chave nitrosaminas, para a sele¢do
de publicagbes relacionadas com NAs em produtos para uso humano; (iii) busca
direcionada empregando-se a ferramenta de pesquisa Pubmed e os descritores nitrosamines
pharmaceutical products, nitrosamines valsartane, nitrosamines ranitidine e nitrosamines
metformine, para a selecdo de artigos cientificos com abordagem direta do tema,

publicados nos ultimos cinco anos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi possivel verificar que existem muitas causas para a ocorréncia de
NAs em medicamentos, como: uso de agentes nitrosantes durante a sintese de farmacos,
sendo o nitrito de s6dio o mais utilizado; uso de matérias-primas, materiais recuperados ou
reciclados (solventes, reagentes e catalisadores) contaminados com NAs; fornecedores que
utilizam matérias-primas ou processos contendo agentes nitrosantes ou NAs residuais;
degradacdo de matérias-primas durante a fabricacdo ou armazenamento do produto, como
é 0 caso dos solventes dimetilformamida e metilpirrolidona, que podem sofrer hidrélise
acida ou basica, formando um substrato vulneravel a nitrosacéo; transferéncia de NAs
durante o processo de fabricacdo; embalagens contendo pelicula de nitrocelulose, que pode
reagir com aminas de baixo peso molecular durante a selagem por calor; presenca de
grupos funcionais nitrosaveis em IFAs ou suas impurezas, que podem reagir durante a
fabricacdo ou armazenamento do produto (ANVISA, 2021a; EMA, 2021a).

Para garantir a seguranca do paciente, as agéncias reguladoras do Brasil e do
mundo determinaram o recolhimento voluntario e a suspensdo de manipulacdo,
comercializacdo, distribuicdo e uso de inimeros lotes de medicamentos e/ou IFAs que
continham impurezas do tipo NA (Tabela 1). Atualmente, a producdo de IFAs e produtos
acabados de cloridrato de ranitidina estdo proibidos, visto que durante o armazenamento
ocorre a degradacdo espontanea da molécula e a formacdo de NDMA, ndo havendo ainda
uma possibilidade de estabilizacdo deste farmaco (ANVISA, 2020; EMA, 2021b).

Tabela 1 - FArmacos suspeitos de contaminacdo com impurezas do tipo nitrosamina

Farmaco Classe Terapéutica/Mecanismo de acdo
valsartana S . . . . X < x
irbesartana Anti-hipertensivo/Antagonismo de receptores de angiotensina 11, levando a reducédo da presséo
arterial
losartana

nizatidina  Antiulceroso/Antagonismo de receptores de histamina H2, levando a inibicdo da producéo de
ranitidina  4cido gastrico

Antidiabético do grupo da biguanida/Ativacdo da proteina quinase dependente de AMP,

metformina X x L - o
levando a reducdo da lipogénese e da gliconeogénese

rifampicina

. . Antibidtico do grupo da rifamicina/Impede a sintese do RNA bacteriano
rifapentina

Medicamento antitabagismo/Agonista de receptores colinérgicos nicotinicos, levando a

vareniclina . " - e ~ P PR L
liberacdo de dopamina e diminuicdo da compulsdo em periodos de abstinéncia por nicotina

Fonte: Brunton, Chabner e Knollmann (2012); FDA (2021b)

Como o0s compostos N-nitrosos geralmente apresentam elevada atividade
mutagénica, os limites aceitaveis de ingestdo diria devem ser determinados caso a caso,
com base na literatura e em estudos de relacdo estrutura-atividade e carcinogenicidade. As
NAs mais discutidas na area farmacéutica estdo apresentadas na Tabela 2 (ICH, 2017;
ANVISA, 2021a; FDA, 2021a).

Os limites de ingestdo diaria de NAs dependem da dose maxima diaria do
medicamento em questdo. No caso de NAs novas ou desconhecidas, pode ser adotado um
valor conservador de 18 ng/dia. Ressalta-se que os limites atualmente disponiveis séo
passiveis de alteracdo diante do surgimento de novas evidéncias cientificas (ANVISA,
2021a).

A acéo carcinogénica das NAs requer ativacdo enzimatica no organismo, isto &, a
hidroxilagdo do carbono a do grupo alquila, catalisada pela monoxigenase do citocromo
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P450, com formacao de aldeido ou cetona e uma NA primaria instavel. A tautomerizacao
para um alquildiazoidréxido da origem ao ion diazodnio, que é responsavel pela alquilacao
dos sitios nucleofilicos do material genético, causando lesdes citotdxicas e mutacdes
(RATH; CANAES, 2009, ADAMSON; CHABNER, 2020).

Tabela 2 - Nitrosaminas encontradas em medicamentos e limites de ingestdo diaria

N - Nitrosamina Ingestdo Aceitavel (ng/dia)
dimetilnitrosamina (NDMA) 96,0
dietilnitrosamina (NDEA) 26,5
etilisopropilnitrosamina (EIPNA) 26,5
di — isopropilnitrosamina (DIPNA) 26,5
carboxipropilmetilnitrosamina (NMBA) 96,0
metilnitrosopiperazina (MeNP) 26,5
dibutilnitrosamina (NDBA) 26,5
fenilmetilnitrosamina (NMPA) 34,3

Fonte: ANVISA (2021a); FDA (2021a)

A ferramenta mais importante a ser utilizada na investigacdo de NAs em
medicamentos e IFAS é o gerenciamento de risco, que abrange trés etapas: (i) avaliacdo do
risco relacionado a qualquer elemento envolvido na obtengdo do IFA e do produto
acabado, incluindo a revisdo de processos, meios para a eliminagdo (purga) e grau de
carcinogenicidade de possiveis NAs; (ii) testes confirmatérios utilizando métodos
analiticos sensiveis para a quantificacdo; (iii) alteracdes pds-registro caso seja necessario
adequar especificacGes e propor medidas de monitoramento (ICH, 2005; ANVISA, 2021a).

Estudos de carcinogenicidade e mutagenicidade podem ser necessarios as
investigagdes. O ensaio Salmonella/microssoma, conhecido como teste de Ames, é adotado
por muitos laboratdrios para avaliacdo de mutagenicidade, visto que € um ensaio in vitro
reprodutivel e de curta duracdo, que utiliza linhagens bacterianas (ANVISA, 2013;
CETESB, 2021).

O desenvolvimento de métodos analiticos aplicaveis ao controle de impurezas do
tipo NA em medicamentos e IFAs é uma necessidade emergente e um grande desafio. As
NAs podem ser volateis ou ndo volateis, o que influencia no desenvolvimento de
metodologias. A maioria das NAs encontradas em medicamentos sdo de natureza volatil,
tais como NDMA, NDEA, NDPA e NDBA (RATH; CANAES, 2009).

Diferentes metodologias sdo descritas para a determinacdo de NAS nas mais
variadas matrizes. Os métodos de pré-tratamento mais comuns sdo extracdo em fase solida,
extracdo liquido-liquido e procedimentos de microextracao. Ja os métodos de quantificacdo
incluem cromatografia liquida (CLAE) ou gasosa (CG), cromatografia de fluido
supercritico, métodos eletroquimicos, entre outros (PARR; JOSEPH, 2019; ALSHEHRI;
ALGHAMDI; ALDAWSARI, 2020; BIAN et al., 2020).

Segundo Tuesuwan e Vongsutilers (2021), ha atualmente mais de 40 métodos
analiticos disponiveis para a determinacdo de NAs em medicamentos e IFAs, porém
apenas alguns deles fornecem o limite de quantificacdo recomendado de 0,03 ppm. Dentre
estes métodos se destacam a CLAE em fase reversa acoplada a espectroscopia de massas
(EM) de alta resolucdo ou EM em tandem, utilizando fontes de ionizacdo por spray de
elétrons ou ionizacdo quimica a pressdo atmosferica e analisadores do tipo quadrupolo ion
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trap ou triplo quadrupolo (QgQ). No caso de CG acoplada a espectrometria de massas,
destaca-se a injecdo direta ou headspace, com fonte de ionizacdo eletrnica e analisadores

QqQ ou ion trap.

Neste contexto, op¢Bes de métodos para a detecgdo e quantificagdo de impurezas do
tipo NA em alguns IFAs e produtos acabados ja foram publicados pelo FDA. Estes
métodos sdo Uteis para apoiar avaliagbes de qualidade ou submissdes regulamentares e
devem ser previamente validados pelo usuério (FDA, 2021b).

CONCLUSOES

O controle de impurezas do tipo NA em medicamentos e insumos farmacéuticos
ativos é um tema recente e que ainda se encontra em ampla discussdo entre os 6rgdos
reguladores, o setor regulado e a comunidade cientifica. O gerenciamento de risco é a
principal estratégia adotada, necessitando da atuacdo multiprofissional de farmacéuticos,
quimicos e toxicologistas. As andlises laboratoriais de identificacdo e quantificacdo
requerem técnicas de elevada sensibilidade, como a cromatografia gasosa ou liquida
acoplada a espectroscopia de massas. Apesar das NAs se apresentarem em concentracdes
reduzidas, as acOes de vigilancia sdo relevantes, especialmente quando envolve
medicamentos de uso continuo e prolongado para tratar doencas crénicas.
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Resumo: As culturas de células sdo amplamente utilizadas em diversas areas, na pesquisa
ou diagndstico, além de serem uma excelente alternativa ao uso de testes com animais.
Essas culturas devem ser autenticadas, tendo as suas caracteristicas conhecidas, a espécie
de origem comprovada e estarem livres de contaminacdo cruzada e microbiologica,
especialmente por micoplasmas, o que pode evitar a perda de recursos financeiros,
conhecimento cientifico e a credibilidade dos trabalhos publicados. Esta revisdo tem como
objetivo abordar e discorrer sobre algumas técnicas recomendadas para autenticacdo
celular, assim como suas vantagens e limitagcdes, colaborando com a conscientizacdo da
comunidade cientifica sobre a necessidade de utilizar linhagens celulares obtidas de
colecBes reconhecidas e a importancia do constante monitoramento das mesmas. Sendo
assim, foi realizada uma vasta busca na literatura sobre este tema e, de acordo com o
levantamento, a comprovacdo da auséncia de micoplasmas pode ser feita por cultura
microbioldgica, coloracéo fluorescente, técnica de ELISA, PCR, microscopia eletrénica ou
método bioquimico (MycoAlert™). Com relagéo a verificagio de espécie, as metodologias
disponiveis sdo eletroforese de isoenzimas, analise cromossdmica, marcacao imunolégica e
técnicas de biologia molecular para analise de regides conservadas do genoma. Como toda
técnica possui vantagens e limitacOes, deve-se empregar mais de uma para assegurar a
identidade e auséncia de contaminantes da linhagem utilizada. Além do uso destes ensaios
para controle é essencial a utilizacdo de técnicas assépticas em todas as etapas da
manutencdo das culturas, evitando a introducdo de possiveis contaminantes. Todos estes
cuidados sdo fundamentais para o sucesso dos estudos realizados com culturas celulares.

Palavras—chave: autenticacdo de linhagens celulares; contaminacdo; contaminacéo
cruzada; cultura de células.

INTRODUCAO

Cultura de células é definida como um modelo in vitro que permite manter as
células vivas, ndo mais organizadas em tecidos e 6rgdos. Essa técnica apresenta muitas
vantagens em comparagdo aos modelos in vivo que utilizam animais em ensaios
experimentais, tais como homogeneidade das linhagens, sdo mais econdmicos, de facil
manipulagdo e controle, além de ser uma alternativa para substituir e/ou reduzir a
utilizacdo de animais em pesquisa. Suas aplicagdes vao da area de pesquisa ao diagndstico,
principalmente em Biologia Celular e Molecular, Bioquimica, Virologia, Farmacologia,
Toxicologia e Oncologia, entre outras (PERES; CURI, 2005; ALVES; GUIMARAES,
2010; MIGITA, 2012; GONGALVES; SOBRAL, 2020).

Para que o conhecimento produzido com a utilizacdo de células seja vélido e
reprodutivel, é essencial que as linhagens celulares sejam autenticadas, ou seja, que sua
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identidade seja confirmada, espécie de origem comprovada e estejam livres de
contaminantes, seja micro-organismos e/ou outras linhagens celulares. O uso de culturas
contaminadas ou erroneamente identificadas gera resultados invalidos e consequentemente
compromete a credibilidade da pesquisa realizada, além de disseminar informacdes
equivocadas (CAPES-DAVIS et al., 2010; MARX, 2014; FREEDMAN et al., 2015;
HORBACH; HALFFMAN, 2017; COSME et al., 2017).

Os principais micro-organismos que podem contaminar as culturas celulares sdo as
bactérias, fungos e virus. Dentre esses, 0s micoplasmas sdo as menores bactérias de vida
livre, ndo possuem parede celular e pertencem a classe Mollicutes. Sdo os contaminantes
mais comuns em culturas celulares e um dos mais dificeis de identificar, podendo
permanecer indetectaveis por varias passagens e alterar diversas caracteristicas e respostas
celulares (DREXLER; UPHOFF, 2002; MAHMOOD; ALI, 2017). Outro tipo de
contaminacdo que pode ocorrer durante a cultura de celulas é a cruzada, quando diferentes
linhagens celulares sdo misturadas ou identificadas erroneamente, resultando em uma
cultura que ndo é mais condizente ao seu doador, tecido ou espécie de origem (ICLAC,
2022). As estimativas sdo de que cerca de 20 a 30 % das linhagens celulares possam estar
contaminadas com outras ou erroneamente identificadas e de 5 a 35 % por micoplasmas,
demonstrando a extensdo desse problema (DREXLER; UPHOFF, 2002; CAPES-DAVIS et
al., 2010; YOUNG; SUNG; MASTERS, 2010).

Por isso, antes de iniciar qualquer estudo € importante buscar maiores informacdes
sobre as células que serdo utilizadas em sites especializados como do Comité Internacional
de Autenticacdo de Linhagens Celulares — ICLAC e The Cellosaurus, entre outros
(BAIROCH, 2018). Além disso, as linhagens celulares devem ser adquiridas,
preferencialmente, de bancos de células reconhecidos, que possuem um controle de
qualidade rigoroso (CAPES-DAVIS et al., 2010; GERAGHTY et al., 2014; MARX, 2014).

Para reduzir essa problematica, Nardone (2007) também sugere que as revistas e
instituicdes de fomento a pesquisa exijam a comprovacdo da autenticacdo das linhagens
para publicacdo de resultados e liberacéo de recursos financeiros, o que vem sendo adotado
por algumas organizaces, entre outras acoes.

Este trabalho tem como objetivos abordar a importancia da autenticacdo de
linhagens celulares, discorrer sobre as principais técnicas disponiveis, assim como suas
vantagens e limitacGes, o que colabora com a conscientizacdo da comunidade cientifica
sobre a necessidade de utilizar células obtidas de cole¢des reconhecidas e necessidade do
constante monitoramento das mesmas.

METODOLOGIA

Esta revisdo de literatura aborda o tema de autenticacdo celular e as principais
técnicas recomendadas. Sendo assim, foi realizada uma consulta a base de dados do
PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), utilizando os descritores: “cell culture”,
“authentication”, “contamination”, “cross-contamination”, “misidentification”,
“authentication techniques”; “authentication methods of cell culture”. As publicagdes
foram avaliadas de acordo com titulo e resumo pertinentes ao tema e importancia historica
e cientifica. Informacgdes complementares foram obtidas no site do Comité Internacional de
Autenticacdo de Linhagens Celulares — ICLAC (https://iclac.org/).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem diversas tecnicas que podem ser empregadas para autenticar as linhagens
celulares, tanto na comprovacao da auséncia de contaminacdo por micoplasmas, quanto na
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verificacdo da espécie de origem para garantir que as mesmas ndo foram contaminadas
com outra linhagem celular ou erroneamente identificadas.

Para a deteccdo de micoplasmas pode-se utilizar ensaios de cultivo microbioldgico,
coloracéo fluorescente, imunocoloracdo, PCR (Polymerase Chain Reaction), microscopia
eletronica e detecgdo bioquimica. O cultivo microbioldgico foi uma das primeiras técnicas
padronizadas, muito utilizado e considerado como “padrao-ouro”. Esse método possui alta
sensibilidade e especificidade, permitindo o reconhecimento visual das colénias em &gar,
com aspecto tipico de “ovo frito”. No entanto, o crescimento desses micro-organismos é
um processo demorado (trés a quatro semanas) e nem todas as espécies de micoplasmas
sdo cultivaveis (ATCC, 1992; DREXLER; UPHOFF, 2002; PERES; CURI, 2005;
YOUNG; SUNG; MASTERS, 2010; GERAGHTY et al., 2014; WRIGLEY et al., 2014).

O método de coloracdo fluorescente, utilizando DAPI (4',6-Diamidine-2"-
phenylindole dihydrochloride) ou Hoechst 33258 (2'-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-methyl-1-
piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazole trihydrochloride hydrate), € uma opg¢édo barata e
relativamente rdpida de ser realizada. Essas substancias coram diretamente o DNA de
forma inespecifica e, ao ser visualizado em microscopio com luz ultravioleta, permite
observar pontos fluorescentes sobre e ao redor dos nucleos celulares, indicando
contamina¢do (DREXLER; UPHOFF, 2002; PERES; CURI, 2005; GERAGHTY et al.,
2014; ATCC, 2022).

A técnica de PCR também pode ser empregada na deteccdo de micoplasmas, é
rapida e com elevada sensibilidade, geralmente empregando primers (oligonucleotideos
iniciadores) universais que identificam regides conservadas entre as diferentes espécies. Ha
muitos protocolos disponiveis, seja por PCR convencional ou em tempo real, além de
opcdes de Kkits comerciais de diversos fornecedores (DREXLER; UPHOFF, 2002;
WRIGLEY et al., 2014).

Além dessas, é possivel realizar a detec¢do bioquimica por meio de Kits comerciais,
como o MycoAlert™, baseado na deteccdo de enzimas desses micro-organismos,
avaliando os niveis de adenosina trifosfato (ATP) por luminescéncia. Embora tenha uma
sensibilidade mediana, apresenta alta especificidade, permite a obtencdo do resultado
rapidamente, além de possuir controle positivo interno sem necessitar manipular culturas
de micoplasmas (PERES; CURI, 2005; GERAGHTY et al.,, 2014, MAHMOOD; ALlI,
2017; ATCC, 2022).

Para a confirmacdo da espécie de origem existem vérias técnicas disponiveis, como
eletroforese de isoenzimas, cariotipo, marcacdo imunologica, DNA fingerprint para
analises das regides de Short Tandem Repeat (STR), Variable Number of Tandem Repeat
(VNTR), Single Nucleotide Polymorphism (SNP) e DNA barcode (CAPES-DAVIS et al.,
2010; NIMS; REID, 2017; CAPES-DAVIS, 2018; ATCC, 2022).

Dentre essas, a eletroforese de isoenzimas é um método bioquimico que se baseia
na diferenca dos padrdes estruturais apresentados por algumas enzimas entre as espécies,
sem alterar sua funcdo. Essas variagdes estruturais podem ser identificadas pela mobilidade
eletroforética das isoenzimas presentes no extrato celular. A revelagdo do gel é feita
utilizando substratos e cofatores especificos para a isoenzima desejada. Apés a coloragao
das bandas, as distancias de migracdo podem ser mensuradas e devem ser comparadas as
linhagens usadas como controle e padrdo do ensaio, NCTC clone 929 e Hela,
respectivamente (KAPLAN; HUKKU, 1998; NIMS et al.,, 1998; NIMS et al., 2010;
ATCC, 2022).

Mesmo com o surgimento de metodologias baseadas em biologia molecular, a
técnica de isoenzimas é de grande valia na comprovagao da espécie de origem de linhagens
celulares, pois a mesma é acessivel, rapida, apresenta custo relativamente baixo e é capaz




' EDITORA
4AVA AGRON SCIENCE
davv 428

de detectar contaminagdo cruzada quando as células contaminantes correspondem a cerca
de 10 % do numero de células totais (NIMS et al., 1998; MACHADO et al., 2016; NIMS;
REID, 2017).

Outra técnica disponivel é a analise cromossémica, uma das primeiras técnicas
utilizadas para identificagdo interespecifica, capaz de detectar rearranjos cromossémicos
que sdo caracteristicos de cada espécie. Para tal, devem ser analisadas ao menos 50
metafases, 0 que permite a identificacdo do numero de cromossomos, presenca de
possiveis marcadores, variacdes na ploidia e diferenciacdo de espécies (KAPLAN;
HUKKU, 1998; CAPES-DAVIS et al., 2010). Porém, é uma metodologia trabalhosa e
demorada, que necessita profissionais experientes para a correta interpretacdo dos
resultados obtidos (KAPLAN; HUKKU, 1998; RAMYA et al., 2009; CAPES-DAVIS,
2018; ATCC, 2022).

A técnica de PCR é relativamente simples, robusta e sensivel, amplamente utilizada
para deteccdo de espécies (STACEY et al., 1997; RAMYA et al., 2009). Para a
autenticacdo de linhagens ndo humanas pode ser empregada a técnica de DNA barcode,
com a amplificacdo do gene do Citocromo C Oxidade subunidade I (COI) ou Citocromo B,
ambos presentes no DNA mitocondrial (DNA Mt) e que apresentam variacdes entre as
espécies, permitindo diferencid-las. Ono e colaboradores (2007) utilizaram nested-PCR,
com primers universais para uma regido mitocondrial conservada (citocromo B, al¢a-D,
RNAr 12S e 16S) na primeira reacdo e, em seguida, esse produto deve ser amplificado
utilizando primers especificos para distinguir as espécies. Essa variacdo da PCR
apresentou maior sensibilidade que a analise de isoenzimas, sendo capaz de detectar
contaminagdes menores que 1% (ONO et al., 2007; RAMYA et al., 2009; NIMS; REID,
2017).

Para linhagens de células humanas, recomenda-se a técnica de STR fingerprint,
baseado em sequéncias curtas de DNA, que permite a diferenciacdo de linhagens de
individuos distintos. Essa técnica amplifica regiGes de repeticdes com até cinco pares de
bases dos marcadores polimorficos do genoma humano, com subsequente separacdo dos
fragmentos em eletroforese capilar, que resulta em um padrdo Unico. Recomenda-se
analisar ao menos oito locus de STR mais amelogenina para diferenciacdo sexual. Os
padrdes obtidos consistem no nimero de repeti¢des das sequéncias em cada alelo para 0s
locus analisados e devem ser comparados com aqueles disponiveis em bancos de dados,
como do ICLAC ou de biorrepositorios. Como variagdes nos padrées de STR podem ser
observadas, foi estabelecido um minimo de 80% de coincidéncia para que uma linhagem
seja considerada auténtica; valores abaixo disso sugerem identidade suspeita ou mesmo
que nao corresponde a esperada, se a comparacdo revelar menos que 55% de
compatibilidade (ICLAC, 2014). A analise de STR ndo permite identificar se uma
linhagem humana foi contaminada por células de outra espécie animal, sendo necessario
complementar a verificacdo com outro método.

Por conseguinte, € necessario que sejam feitos testes periodicos para garantir a
autenticidade das linhagens celulares, tanto para auséncia de micoplasmas quanto para
confirmagdo da espécie de origem. Como todas as técnicas apresentam vantagens e
limitacdes, o recomendado € empregar mais de uma metodologia para confirmar os
resultados obtidos nos ensaios.

CONCLUSOES
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A autenticacdo das linhagens celulares é fundamental para garantir a validade dos
resultados obtidos com sua utilizacdo, evitando dois grandes problemas que afetam o uso
de culturas de células, a ocorréncia de contaminacdo cruzada e por micro-organismos,
especialmente por micoplasmas. Ha varias técnicas disponiveis para essas verificacfes € a
escolha do método de autenticagcdo, bem como a periodicidade, dependem da estrutura e
condi¢des do laboratdrio. Além disso, recomenda-se que seja empregada mais de uma
metodologia, ja que todas possuem suas vantagens e limitagcGes. Ao assegurar a espécie de
origem das células e a auséncia de contaminantes, evita-se o desperdicio de recursos
financeiros e a perda de credibilidade, além de garantir a reprodutibilidade dos estudos
com culturas celulares.
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RESUMO

O Nucleo de Tuberculose e Micobacterioses (NTM) é o laboratério de referéncia
estadual para tuberculose, e recebe cepas de micobactérias enviadas pelos laboratorios
publicos do estado de Séo Paulo. No NTM, as cepas sugestivas de Mycobacterium
tuberculosis com critérios para teste de sensibilidade sdo submetidas ao teste GenoType
MTBDRplus (fita Hain). As cepas sugestivas de micobactérias ndo tuberculosas
(MNTSs) sdo enviadas para identificacdo da espécie. Este trabalho avaliou as cepas
identificadas presuntivamente como M. tuberculosis encaminhadas para a fita Hain, mas
que tiveram resultado negativo para M. tuberculosis, caracterizando-as quanto aos seus
aspectos macroscopicos e ao resultado de identificacdo. Entre fevereiro/2019 a
agosto/2021, 13.144 cepas foram encaminhadas para a fita Hain. Destas, 424 (3,2%)
foram negativas para M. tuberculosis, sendo que 377 (88,9%) foram encaminhadas para
identificacdo de espécie. Das culturas encaminhadas para identificagcdo, 235 (62,3%)
possuiam caracteristicas de crescimento de M. tuberculosis, 113 (30%) apresentavam
caracteristicas de contaminacdo, 27 (7,2%) tinham pouco crescimento e 2 (0,5%) foram
identificadas visualmente como mistura de M. tuberculosis+MNT (0,5%). As espécies
de MNT mais prevalentes foram M. fortuitum (n=71, 18,8%), M. abscessus (n=28,
7,4%), complexo M. avium (n=26, 6,9%), complexo M. kansasii (n=21, 5,6%) e M.
intracellulare/M. chimaera (n=20, 5,3%). A andlise presuntiva das culturas e a posterior
identificacdo da espécie de micobactéria sdo muito importantes, pois permitem a
diferenciacdo entre M. tuberculosis e MNTs. Algumas espécies de MNTs podem
apresentar floculacdo com ou sem turbidez em meio liquido, caracteristicas comuns a
M. tuberculosis, confudindo o observador no momento da triagem das culturas.

Palavras-chave: complexo Mycobacterium tuberculosis; fita Hain; GenoType
MTBDRplus; micobactérias nao tuberculosas

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca contagiosa e cronica que atinge
principalmente os pulmdes. A forma classica de transmissédo da TB pulmonar acontece
por via respiratoria, de pessoa a pessoa, quando o doente com a forma ativa da doenca
tosse, fala ou espirra, eliminando os bacilos (DUCATI et al., 2015).

O principal agente etiolégico da TB é o Mycobacterium tuberculosis. Outras
espécies de micobactérias que causam TB sdo M. bovis (M. bovis subsp. bovis e M.
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bovis BCG), M. microti, M. africanum, M. caprae, M. pinnipedi, M. canettii, M.
suricattae, M. dassie, M. orygis e M. mungi. Essas espécies de micobacteérias,
juntamente com o M. tuberculosis, sdo estritamente patogénicas e fazem parte do
complexo M. tuberculosis, infectando tanto o homem como alguns animais. O M.
leprae, agente etioldgico da hanseniase, € a outra espécie estritamente patogénica dentro
do género Mycobacterium (COSCOLLA E GAGNEUX, 2014; TORTORA et al.,
2017).

As micobactérias ndo tuberculosas (MNTSs) sdo espécies de micobactérias
encontradas amplamente distribuidas no ambiente, sendo consideradas patdgenos
oportunistas principalmente em imunodeprimidos, causando infeccbes que s&o
conhecidas como micobacterioses (BRASIL, 2021).

O Ndcleo de Tuberculose e Micobacterioses (NTM) do Instituto Adolfo Lutz é
o laboratorio de referéncia estadual para TB, e recebe culturas de micobactérias
enviadas pelos laboratdrios pablicos do estado de S&o Paulo. No NTM s&o analisadas as
culturas em meio liquido e sélido e dependendo de suas caracteristicas macroscopicas,
estas sdo identificadas presuntivamente como M. tuberculosis ou MNT. As cepas
sugestivas de M. tuberculosis cujos pacientes possuam critérios para o teste de
sensibilidade seguem para a identificacdo e deteccdo de mutacbes associadas a
resisténcia aos farmacos de 12 linha pelo kit GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience,
Alemanha), aqui denominado fita Hain, implantado na rotina do NTM em fevereiro de
2019. As culturas sugestivas de MNT sdo enviadas para identificacdo da espécie.

O objetivo deste trabalho é descrever as caracteristicas das cepas identificadas
presuntivamente como M. tuberculosis que apresentaram resultado negativo no teste de
fita Hain para o complexo M. tuberculosis. Pretende-se, assim, avaliar os fatores e as
caracteristicas dessas culturas que interferem diretamente nos erros do processo,
buscando corrigir e melhorar a identificacdo presuntiva das espécies de micobactérias e
seu direcionamento para os testes, garantindo um resultado eficaz no método de triagem
e economia de tempo e insumos no laboratdrio, além de diminuir as perdas e atrasos nos
exames.

MATERIAL E METODOS

O NTM recebe culturas de micobactérias isoladas em meio liquido ou meio
solido dos laboratérios publicos do estado de Sdo Paulo, para que seja realizada a
identificacdo de espécie e o teste de sensibilidade pelo método de fita Hain (HAIN
LIFESCIENCE, 2015). A triagem para este teste é feita através da analise das
caracteristicas de crescimento das culturas para que estas possam ser identificadas
presuntivamente como sendo do complexo M. tuberculosis ou MNTS.

As bactérias do complexo M. tuberculosis isoladas em meio sélido apresentam
col6nias de cor creme, rugosas e de aspecto seco. O crescimento em meio liquido deve
estar limpido e com presenca de floculagdo (PINHATA et al.,, 2018). Uma vez
identificadas presuntivamente como sendo do complexo M. tuberculosis, as culturas sdo
enviadas para o teste de fita Hain.

Como a fita Hain é um teste molecular e detecta apenas sequéncias especificas
de DNA do M. tuberculosis, as culturas visualmente contaminadas e com pouco
crescimento, mas com aspecto das col6nias do complexo M. tuberculosis, sdo também
enviadas para o teste.

As colbnias das MNT em meio sélido apresentam-se de cor creme ou
pigmentada, lisas, imidas ou rugosas. Em meio liquido, elas apresentam crescimento
turvo e/ou pigmentado, mas também podem estar floculadas. Culturas com essas
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caracteristicas sdo enviadas para a identificacdo molecular da espécie pela técnica
Speed-Oligo Mycobacteria (Vircell, Espanha). As MNTs que ndo puderem ser
identificadas por esta técnica sdo encaminhadas para a metodologia in house de PRA-
hsp65, onde uma PCR é realizada para a amplificacdo de uma sequéncia de 440 pb do
gene hsp65, presente em todas as espécies de micobactérias (CHIMARA et al., 2008).

Para a analise dos dados, criou-se uma planilha no programa Excel para onde
foram repassadas todas as informacdes constantes nas listas de realizacdo do teste de
fita Hain, contendo os seguintes dados das cepas encaminhadas para o teste: tipo de
meio de cultura onde foram isoladas, nimero da amostra, niumero da cepa, resultados
do teste e possiveis observagoes.

Os resultados tanto dos testes de fita Hain como da identificacdo da espécie de
micobactéria liberados no sistema GAL (Gerenciamento de Ambiente Laboratorial)
foram obtidos por meio da geracdo de relatérios epidemioldgicos, em formato
compativel com o Excel. Estes dados foram agrupados aos dados levantados a partir
das listas do teste de fita Hain.

A partir do banco de dados criado, foram avaliados: (i) o namero e frequéncia
de cepas com resultado negativo para o complexo M. tuberculosis no periodo de estudo,
(ii) os anos de recebimento das cepas, (iii) o tipo de meio de cultura (solido ou liquido)
no qual a cepa foi isolada, (iv) as caracteristicas macroscopicas das culturas e (v) o
namero e frequéncia das espécies de MNT identificadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de fevereiro de 2019 a agosto de 2021, 13.144 cepas foram
submetidas ao teste de fita Hain, sendo que 424 (3,2%) tiveram resultado negativo para
0 complexo M. tuberculosis. Esta baixa taxa de isolados negativos para 0 complexo M.
tuberculosis encaminhados para a fita Hain demonstra que a triagem das culturas
através da observacdo visual é bastante acurada.

A Tabela 1 mostra os critérios avaliados referentes as 424 cepas negativas no
teste de fita Hain. As maiores frequéncias de cepas negativas no teste foram observadas
em 2019 (n=172, 40,6%) e em 2020 (n=183, 43,2%). Dentre as 424 cepas, 345 (81,4%)
estavam semeadas em meio de MGIT e 75 (17,7%) em meio sélido (Tabela 1).

Foram enviadas para identificacdo de espécies 377 (88,9%) cepas, sendo que
113 (30,0%) estavam visualmente contaminadas, 235 (62,3%) estavam visualmente
puras e com caracteristicas de M. tuberculosis, 27 (7,2%) tinham pouco crescimento e 2
(0,5%) foram identificadas visualmente como mistura de M. tuberculosis + MNT
(0,5%) (Tabela 1).

Das 47 (11,1%) cepas que tiveram o resultado liberado direto da fita Hain, ou
seja, ndo foram encaminhadas para identificagdo, 2 (4,3%) foram liberadas como
culturas contaminadas, 5 (10,6%) como complexo M. tuberculosis apds a realizacdo do
teste imunocromatografico TBAg MPT64 e 40 (85,1%) como ndo houve crescimento de
BAAR (bacilos alcool-acido resistentes), o que significa que havia pouco ou nenhum
crescimento na cultura, impedindo a realiza¢do da identificagéo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Critérios avaliados referentes as 424 cepas que tiveram resultado negativo para o complexo
Mycobacterium tuberculosis no teste de fita Hain

Ano de recebimento N° de cepas Frequéncia
(%)
2018 8 0,7
2019 172 40,6
2020 183 43,2
2021 66 15,6
Tipo de meio de cultura
MGIT 345 81,4
Sélido 75 17,7
DNA* 1 0,2
Sem informacéo & 0,7
Encaminhamento
Culturas encaminhadas para identificagdo 377 88,9
Culturas ndo encaminhadas para identificacéo 47 111
Caracteristicas das cepas enviadas para a identificagdo**
Cultura contaminada 113 30,0
Cultura pura 235 62,3
Pouco crescimento 27 72
Mistura de M. tuberculosis e MNT 2 0,5

*Foi encaminhada a amostra de DNA para o NTM.
**Caracteristicas avaliadas por meio da observagdo visual das culturas.

A Tabela 2 mostra as espécies de micobactérias identificadas a partir das
culturas visualmente puras e das culturas visualmente contaminadas. Dentre as 113
(30,0%) culturas que estavam visualmente contaminadas, mas foram encaminhadas para
a fita Hain por possuirem também caracteristicas visuais de M. tuberculosis, as espécies
mais frequentes isoladas foram M. fortuitum (n=29, 25,7%), M. intracellulare/M.
chimaera (n=9, 8,0%), complexo M. avium (n=8, 7,1%), M. peregrinum (n=7, 6,2%),
M. abscessus (n=6, 5,3%) e M. gordonae (n=6, 5,3%). Em 16 culturas (14,2%) foi
liberado o resultado de ndo houve crescimento de BAAR. Pinhata e col. (2018)
observaram que espécies de MNT como M. intracellulare/M. chimaera, M. nebraskense
e micobactérias de crescimento rapido podem apresentar crescimento floculado e turvo
em meio liquido de MGIT, levando o observador a interpretar essas caracteristicas
como sendo de M. tuberculosis com contaminagao.

Entre as culturas puras, ou seja, com caracteristicas de M. tuberculosis, as
espécies mais frequentes isoladas foram M. fortuitum (n=41, 17,4%), M. abscessus
(n=21, 8,9%), M. kansasii (n=15, 6,3%), M. avium (n=14, 6,0%) e M. peregrinum
(n=12, 5,1%). Em 28 culturas (11,9%) foi liberado o resultado de N&o houve
crescimento de BAAR (Tabela 2). Pinhata e col. (2018) observaram crescimento
caracteristico de M. tuberculosis (floculado em MGIT) em espécies como M. fortuitum,
M. intracellulare/M. chimaera, M. gordonae, M. avium, M. chelonae e M. abscessus,
semelhante ao encontrado neste trabalho.
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Tabela 2 - Numero e freqiiéncia das espécies identificadas a partir das culturas contaminadas e
puras apés analise visual e que tiveram resultado negativo para o complexo Mycobacterium
tuberculosis no teste de fita Hain

Espécies identificadas Cultura % Cultura % Total %
contaminada pura

M. fortuitum 29 25,7 41 17,4 70 20,1
Nao cresceu BAAR 16 14,2 28 11,9 44 12,6
M. intracellulare/M. chimaera 9 8,0 9 3,8 18 52
Mycobacterium sp. 8 7,1 21 8,9 29 8,3
Complexo M. avium 8 71 14 6,0 22 6,3
M. peregrinum 7 6,2 12 51 19 55
M. abscessos 6 53 21 8,9 27 78
M. gordonae 6 53 11 4,7 17 4,9
Complexo M. kansasii 5 4.4 15 6,4 20 5,7
Cultura Mista de

3 2,7 10 43 13 3,7

Micobactérias
M. chelonae 2 1,8 11 4,7 13 37
M. lentiflavum/M.

florentinum/M. simiae 2 L8 ! 30 ® 26
M. nonchromogenicum/M.

mucogenicum/M. chitae 2 s 3 = > .
M. neoaurum/M.

parafortuitum ! 09 > 2t 6 ol
M. celatum 1 0,9 3 13 4 11
M. parascrofulaceum 1 0,9 3 1,3 4 11
Nocardia sp 1 0,9 2 0,9 3 0,9
M. asiaticum 1 0,9 1 0,4 2 0,6
M. immunogenum 1 0,9 1 04 2 0,6
M. scrofulaceum 1 0,9 1 0,4 2 0,6
M. alvei 1 0,9 0 0,0 1 0,3
M. nebraskense 1 0,9 0 0,0 1 0,3
M. senegalense/M. boenickei 1 09 0 00 1 03
Grupo M. mucogenicum 0 0,0 5 2,1 5 1,4
Complexo M. tuberculosis 0 0,0 2 0,9 2 0,6
M. flavescens 0 0,0 2 0,9 2 0,6
M. montefiorense 0 0,0 2 0,9 2 0,6

Entre as 27 culturas com pouco crescimento negativas para o complexo M.
tuberculosis na fita Hain, 9 ndo puderam ser identificadas devido ao pouco crescimento
e 2 foram identificadas apenas como sendo do género Mycobacterium. O restante das
espécies identificadas foram: complexo M. avium (n=4), M.lentiflavum/M.
florentinum/M. simiae (n=3), M. gordonae (n=2), M. intracellulare/M.chimaera (n=2),
complexo M. kansasii, M. abscessus, M. fortuitum, M.lentiflavum/M. florentinum/M.
simiae e M. neoaurum/M. parafortuitum, com 1 isolado cada.

Das 2 culturas identificadas visualmente como sendo mistura de M.
tuberculosis + MNT e negativas na fita Hain, 1 foi identificada como sendo mistura de
micobactérias (cultura mista) e a outra como M. lentiflavum/M. florentinum/M. simiae.
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De acordo com o Manual de Recomendacdes para o diagnostico e tratamento
das doengas causadas por micobactérias ndo tuberculosas no Brasil (BRASIL, 2021),
entre 2013 a 2019, as espécies mais prevalentes causadoras de micobacterioses em Séo
Paulo foram as do complexo M. avium, complexo M. abscessus, complexo M. fortuitum
e M. kansasii, corroborando os resultados do nosso estudo.

CONCLUSOES

Podemos concluir que a andlise presuntiva das culturas e a posterior
identificacdo da espécie de micobactéria sdo muito importantes na rotina do laboratdrio,
pois permitem a diferencia¢éo entre o complexo M. tuberculosis e as MNTs. Como 0s
sinais e sintomas da TB pulmonar sdo semelhantes aos das micobacterioses pulmonares,
identificar a espécie causadora de doenca é primordial para se indicar o tratamento
correto.

Algumas espécies de MNTSs apresentam floculagdo com ou sem turbidez em
meio liquido de MGIT, aspectos que confundem o observador no momento da triagem
das culturas, pois sdo caracteristicas comuns ao complexo M. tuberculosis, causando
erros no direcionamento das culturas. Portanto, o treinamento dos técnicos que realizam
a triagem macroscopica e microscopica das culturas é de extrema importancia para o
laboratdrio, visto que um direcionamento incorreto das culturas gera gastos, acimulo de
trabalho e atraso no laudo do paciente.
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O Mycobacterium tuberculosis € o principal agente causador da tuberculose, doenca
milenar, que persiste como um grande problema de salde publica, acometendo milhGes de
pessoas anualmente, sendo considerada uma das doencas infecciosas mais letais do mundo.
Agravando este cenério, a pandemia de COVID-19 tem tido um impacto significativo no
diagnostico e tratamento da tuberculose, ocasionando uma queda significativa nas
notificacdes e diagnosticos de tuberculose, principalmente nos primeiros meses. O objetivo
deste estudo foi avaliar o impacto da COVID-19 na rotina dos exames para diagnéstico de
tuberculose no Laboratdrio de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz CLR Il Bauru/SP,
bem como realizar levantamento dos casos de coinfeccdo tuberculose/COVID-19 entre 0s
pacientes com exames enviados aos Laboratorios de Doencas Respiratorias e de
Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz CLR Il Bauru/SP. Os dados obtidos foram
coletados no sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) para tuberculose e
COVID-19. Nao foram observadas alteracdes relevantes em relagdo ao nimero de exames
e casos diagnosticados de tuberculose quando comparados os anos de 2019, 2020 e 2021.
Tal achado pode estar relacionado a populagdo atendida, representada em sua maioria por
individuos privados de liberdade. No periodo, de um total de 112 amostras com solicitacao
de exames para diagndstico de TB e COVID-19, concomitantemente, foram identificados
quatro casos de coinfeccdo tuberculose/COVID-19, salientando a importancia de
diagnostico adequado e rapido para ambas as doencas, tanto para uma coinfeccdo
tuberculose/COVID-19 quanto para o diagnostico de infeccdo por tuberculose ou por
COVID-19, separadamente.

Palavras—chave: COVID-19. Mycobacterium tuberculosis. SARS-CoV-2. Tuberculose.
Coinfeccéo.

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada principalmente pelo
Mycobacterium tuberculosis stricto senso (BRASIL, 2019). Acomete ambos 0S Sexos e
atinge varias faixas etarias. A forma pulmonar é a mais frequente, mas ha também, a
tuberculose extrapulmonar. A transmissdo ocorre principalmente de pessoa para pessoa,
por via respiratéria em que ha a inalagdo de aerossoéis produzidos pela tosse, fala ou espirro
de um doente com tuberculose ativa pulmonar ou laringea (WHO, 2020).

Desde os anos 90, a TB é considerada uma emergéncia global de saude publica,
acometendo milhdes de pessoas anualmente, sendo considerada uma das doencas
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infecciosas mais letais do mundo, além de ser a principal causa de morte entre pessoas com
diagnostico por HIV (Human Immunodeficiency Virus - Virus da imunodeficiéncia
humana) (BRASIL, 2021; BERRA, et al.; 2021; WHO, 2020).

E uma infeccdo que pode ser prevenida e curada, no entanto, ainda permanece
como um grande problema de saude publica, acometendo prioritariamente os paises de
baixa e média renda, e responsavel pela morte de aproximadamente 1,5 milhdo de pessoas
todos os anos (BRASIL, 2019). Estd associada a pessoas em situacdo de pobreza,
dificuldades econémicas, em vulnerabilidade e marginalizacdo (WHO, 2020). A
coinfeccdo com HIV e o surgimento de isolados resistentes as drogas (tratamento
inadequado e uso indiscriminado de antibidticos) tornam a situacdo ainda mais alarmantes
(WHO, 2015). Além disso, a TB € uma doenca negligenciada, sem muito investimento da
industria e do governo na descoberta de novos farmacos ou novos metodos diagndsticos, e
diante do advento da pandemia, este cenério foi ainda mais agravado, o que futuramente
podera ocasionar graves consequéncias.

No Brasil, preconizado pelo Ministério da Salde, o diagndstico de TB ¢é feito a
partir da baciloscopia e cultura de escarro (TB pulmonar) ou de outros espécimes clinicos
(TB extrapulmonar). A cultura é considerada a técnica padrdo ouro para identificacdo da
doenca (BERRA et al., 2021). A OMS, em 2010, aprovou o uso do sistema GeneXpert
MTB/RIF para realizar testes moleculares rapidos para TB, com resultados liberados em
menos de 2 horas (LIMA, et al., 2017).

A chegada da pandemia de COVID-19 ameaca a sustentabilidade das acbes de
controle da TB bem como a manutencdo dos avancos ja obtidos (BRASIL, 2021). Tal
cenario apresenta um impacto significativo no diagndstico e tratamento da TB, em que se
observa a piora dos indicadores laboratoriais, de tratamento e busca de novos casos da
doenca, que poderé refletir nas futuras taxas de incidéncia e mortalidade desta doenca
(MIGLIORI, et al., 2020). Essa reducdo podera sobrecarregar a rede de atencdo a saude
para suprir as demandas de COVID-19, a baixa procura da populagdo aos servigos de
salde e erros diagndsticos pela similaridade de alguns sintomas entre TB e COVID-19,
acarretando implicaces significativas no diagnostico laboratorial e tratamento da infeccéo.

Além disso, desde o inicio da pandemia, tém sido notificados casos de tuberculose
e COVID-19 concomitantes (TADOLINI, et al., 2020) A associagdo apresenta grande
potencial de morbidade e mortalidade. Pacientes que apresentam coinfeccao
tuberculose/COVID-19 apresentam maiores riscos de desfechos negativos e débito do que
pacientes que apresentam somente a infeccdo por COVID-19. Devido a isso, a deteccao
prévia de uma infeccdo conjunta, € muito necessaria, para que sejam realizados seus
manejos adequados, avaliando as individualidades de ambas as doengas (SILVA, et al.,
2021).

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da COVID-19 na rotina de exames
para tuberculose no Laboratério de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz CLR Il
Bauru/SP. Foram pesquisados e comparados, 0 nimero de exames de baciloscopia, cultura
e teste rapido molecular para TB, o0 numero de casos diagnosticados e realizado um
levantamento dos casos de coinfecgéo tuberculose/COVID-19, no periodo de 2019 a 2021.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo e quantitativo baseado na coleta de dados. Os
dados obtidos no estudo foram provenientes de demanda de exames para diagnostico de
TB do Laboratério de Micobactérias do Nucleo de Ciéncias Biomédicas do Instituto
Adolfo Lutz CLR Il Bauru/SP, e coletados por meio de pesquisa no sistema Gerenciador
de Ambiente Laboratorial (GAL) para TB e COVID-19. Foram pesquisados dados
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referentes ao quantitativo de exames de baciloscopia, cultura e gene Xpert realizados,
além, do numero de casos diagnosticados com entrada para diagndstico da tuberculose. Os
dados coletados foram referentes ao periodo de janeiro a outubro de 2019 a 2021, e a
presenca da coinfeccdo tuberculose/COVID-19, no periodo de abril de 2020 a novembro
de 2021.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em primeiro de abril do ano de 2020, a COVID-19 superou a TB e se tornou a
doencga infecciosa que mais mata a cada dia (SAUNDERS e EVANS, 2020). Durante a
pandemia muitas acdes foram implementadas em resposta a COVID-19, principalmente o
reaproveitamento de equipamentos de diagnostico, profissionais e instalagdes de salde,
orcamentos e lacunas na comunicacdo de dados, impactando assim, nos programas de
monitoramento da TB (SARINOGLU, et al., 2020).

Jain et al. (2020), identificaram no inicio da pandemia de COVID-19, consideraveis
interrupcgdes nos servicos de saude relacionados a TB, tanto na atencdo priméaria quanto em
hospitais. Outro estudo que incluiu 37 centros de TB do mundo inteiro, comparou o
primeiro trimestre de 2019 com o de 2020 e concluiu que houve reducdo do numero de
novos casos de tuberculose, e também, do nimero de consultas ambulatoriais (MIGLIORI,
et al., 2020).

Na tabela 01, é observado o total de exames realizados (TRM, baciloscopia e
cultura) para diagnostico de TB nos meses de janeiro a outubro nos anos de 2019, 2020 e
2021 no IAL CLR Il Bauru. De janeiro a outubro de 2020 houve um aumento de 10,32%
nas solicitacdes de exames para diagnostico de TB quando comparado a 2019. E de janeiro
a outubro de 2021 houve um aumento de 17,6% e 9% em relacdo a janeiro a outubro de
2019 e 2020, respectivamente.

Tabela 01: Numero total de exames realizados por TRM, baciloscopia e cultura para diagndstico de TB,
durante os meses de janeiro a outubro dos anos de 2019, 2020 e 2021, no Laboratdrio de Micobactérias do
IAL CLR Il Bauru/SP.

Ano Exames realizados
2019 6135
2020 6841
2021 7454

O ano de 2020 (janeiro a outubro) apresentou um aumento de 9,83% no nimero de
baciloscopias realizadas em relacdo ao mesmo periodo de 2019. Em 2021, entre 0S meses
de janeiro a outubro, foi observada uma redugdo de 22% em relagdo as baciloscopias
realizados nos mesmos meses de 2020 (Figura 01).
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Figura 01: Numero total de baciloscopias realizadas para diagnéstico de TB, durante 0os meses de janeiro a
outubro dos anos de 2019, 2020 e 2021, no Laboratorio de Micobactérias do IAL CLR Il Bauru/SP.

Em relacdo a baciloscopia, os casos controles foram excluidos, assim, 0 ndmero
total de baciloscopias no ano de 2020, séo para diagnostico de casos novos. Neste ano, foi
observado um numero maior de amostras de escarro sendo enviadas com volume abaixo do
recomendado. Possivelmente este exame ndo mostrou uma queda em fungdo do baixo
acesso ao servico, mas talvez, por questdes relacionadas a quantidade de material coletado,
0 que justificaria também, a diminuicdo de TRM no ano de 2020, que durante 0s meses
avaliados no estudo apresentou um quantitativo de exames de 5% e 4,7% menor que 0S
anos de 2019 e 2021, respectivamente (Figura 02). Amostras com volume abaixo do
recomendado ndo sdo recomendadas para TRM, sendo assim a baciloscopia é realizada.
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Figura 02: Namero total de TRM realizados para diagnéstico de TB, durante os meses de janeiro a outubro
dos anos de 2019, 2020 e 2021, no Laboratério de Micobactérias do IAL CLR Il Bauru/SP.

O total de exames de cultura para diagnostico de TB, de janeiro a outubro de 2020,
foi 26,9% maior comparado a 2019, e 13,9% menor em relacdo a 2021 (Figura 03).
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Figura 03: Numero total de culturas realizadas para diagnostico de TB, durante os meses de janeiro a
outubro dos anos de 2019, 2020 e 2021, no Laboratério de Micobactérias do IAL CLR Il Bauru/SP.

Em relacdo ao quantitativo de casos diagnosticados por meio da cultura (padréo
ouro), os anos de 2020 e 2021 apresentaram 7,3% menos casos positivos comparados ao
ano de 2019. Um numero maior de casos negativos foi observado nos anos de 2020 (29%)
e 2021 (40%), em relagdo ao ano de 2019 (Tabela 02).

Tabela 02: Casos diagnosticados de TB, por meio da cultura (padrdo ouro), durante os meses de janeiro a
outubro dos anos de 2019, 2020 e 2021, no Laboratorio de Micobactérias do IAL CLR Il Bauru/SP.

Cultura (padréo ouro)
Positiva Negativa  Contaminada

AnNo
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AV 5 W
2019 231 1946 117
2020 214 2754 173
2021 214 3247 190
Total 659 7947 480

Diferentemente dos estudos relatados, quando comparamos 2019 e 2020, neste
estudo, nao foi observada diminuicdo de diagnostico de novos casos de TB no Laboratério
de Micobactérias do IAL CLR Il Bauru/SP. No ano de 2021 foi observado um aumento de
9% no diagnostico de TB em relacdo ao ano de inicio da pandemia (2020). Talvez, pelo
fato de que a maioria da populacdo atendida, é composta por individuos privados de
liberdade, provenientes de 13 diferentes unidades prisionais do Estado de S&o Paulo, nao
tenha sido observado queda no diagndstico de casos novos entre 0 ano de 2019 e 0s anos
de surgimento e estabelecimento da pandemia, ja que é uma populacdo confinada, suas
condigdes sdo conhecidas e existe um vinculo estabelecido entre o Sistema Penitenciério e
0 Servico de Saude, além de uma logistica determinada para exame de escarro.

Em 2020, He et al., demostraram a ocorréncia de trés casos de coinfeccéo
tuberculose/COVID-19, dentre os 139 casos estudados. Dois pacientes ja haviam tido TB
pulmonar e recebido terapia, enquanto um paciente apresentava TB ndo tratado por 50
anos. Dois dos pacientes eram mais idosos e assim, um desenvolveu um tipo critico e o
outro um tipo grave de COVID-19. Os trés pacientes apresentaram uma longa recuperacgao
antes de receberem alta hospitalar. Neste estudo, para um total de 112 pacientes com
exames para diagnostico de TB e COVID-19, concomitantemente, foi observada a
coinfeccdo tuberculose/COVID-19 em quatro pacientes (Figura 04).

./

Figura 04: Solicitacbes de diagndstico para TB e COVID-19 e identificagdo de coinfeccéo
tuberculose/COVID-19, nos meses de janeiro a outubro de 2019 a 2021 no Laboratério de Micobactérias do
IAL CLR Il Bauru/SP.
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He et al. (2020) e Jain et al. (2020), observaram que doencas pulmonares prévias
(TB tratada ou ndo) e a idade avancada do paciente, séo fatores de risco para um pior
prognostico de pessoas infectadas com COVID-19, podendo apresentar danos pulmonares
prévios, agravando com a infecgdo por SARS-CoV-2. Algumas caracteristicas comuns dos
pacientes: comorbidades crénicas, hipertensdo cronica, doencgas crénicas cardiacas,
diabetes, pacientes imunossuprimidos e doenga cronica longa (SARINOGLU, et al., 2020).
Jain et al. (2020), sugeriram que pacientes com TB latente e doenga estabelecida
apresentam risco aumentado de infeccdo por SARS-CoV-2 e maior predisposicdo aos

sintomas da COVID-19.
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A pandemia de COVID-19, teve impacto significativo na execugdo de VAarios
programas de prevencdo, tratamento e vigilancia da tuberculose. As novas diretrizes de
salde implementadas com a chegada da pandemia, fizeram com que outras areas da saude
ficassem sem a devida atencdo, resultando em desafios no tratamento tradicional da
tuberculose e exigiram a reorganizagdo da metodologia para dar suporte aos pacientes,
incluindo até, a utilizacdo das consultas remotas (JAIN et al., 2020). A importancia do
diagndstico répido e adequado em ambas as doengas é um fator crucial, pois o isolamento
do paciente infectado é a medida preventiva mais importante para que seja limitada a
transmisséo das duas doengas (HE, et al., 2020; SARINOGLU, et al., 2020). A prevencéo
é o0 caminho, reaproveitando as metodologias disponiveis para combater novas pandemias,
e também, garantir a continuidade no monitoramento e controle das pessoas que buscam
tratamento para doencgas previamente existentes (CHOPRA, ARORA e SINGH, 2020).

CONCLUSOES

Com este estudo pode-se observar que no laboratorio de Micobactérias do CLR 11
Bauru/SP, ndo foram verificadas alteragcdes relevantes que confirmem as informacdes
encontradas nos demais estudos citados, em relacdo ao diagnéstico de TB no periodo da
pandemia por COVID-19, o que pode estar relacionado com a populacdo atendida pelo
servico do laboratério de Micobactérias do CLR Il Bauru/SP, representada em sua maioria
por individuos privados de liberdade. A identificacho de casos de coinfecgdo
tuberculose/COVID-19 salienta a necessidade de uma identificacdo diagnostica adequada e
rapida tanto para uma coinfeccdo tuberculose/COVID-19 quanto para o diagndstico de
infeccdo por tuberculose ou por COVID-19, separadamente, para que sejam realizados o
tratamento e controle adequados de ambas as doengas, principalmente por serem doencas
que se disseminam rapidamente na populacdo e juntas podem ocasionar a evolugdo para
quadros mais graves.
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Resumo: A febre Chikungunya, é a doenca causada pela infec¢do do virus Chikungunya,
um alphavirus, da familia Togaviridae, transmitida por mosquitos Aedes aegypti e Aedes
albopictus, que circula no Brasil desde 2014. No ano vigente, até setembro, ocorreram
87.748 casos provaveis, e 10 obitos confirmados por critérios laboratoriais. A co-
circulacdo de arboviroses, como Dengue e Zika, é uma realidade em muitas regides, o que
dificulta o diagndstico clinico, devido a semelhanca dos sintomas entre essas doencas. Para
um diagnostico mais especifico, utiliza-se os testes laboratoriais. Entretanto, um dos
desafios primarios na interpretacdo dos testes sorologicos de infecgbes agudas por
arboviroses, sdo os resultados falsos-positivos devido a reatividade-cruzada. Através de
uma revisdo bibliografica, demonstrou-se a ocorréncia de reacdo-cruzada nos testes
sorolégicos de Chikungunya em diversos estudos, variando de 1% a 37%, dependendo do
kit comercial e da quantidade de amostras utilizados. Além disso, apresentamos estudos
para o desenvolvimento de testes capazes de minimizar essa ocorréncia.

Palavras-chave: arboviroses; chikungunya; ELISA; reacdo-cruzada

INTRODUCAO

A febre Chikungunya (CHIKF), é a doenca causada pela infeccdo do virus
Chikungunya (CHIKV), um alphavirus, da familia Togaviridae, transmitida por mosquitos
Aedes aegypti e Aedes albopictus principalmente. O CHIKYV foi isolado pela primeira vez
na década de 50, na Tanzénia, onde originou-se o termo Chikungunya, derivada da lingua
Makonde, que significa “encurvado”, referindo-se a forma que o individuo infectado fica
devido as dores nas articulacbes (MORCERF et al., 2015).

No Brasil, os anos de maior incidéncia de casos de CHIKF até o ano vigente, foram
2016 e 2017, com mais de 151.000 casos/ano, e mais de 190 6bitos (BRASIL, 2018). Em
2021, foi emitido um alerta sobre a ocorréncia de surto de Chikungunya no estado de Sao
Paulo, localizado mais especificamente na regido da Baixada Santista, com aumento de
380% nas notificagdes e 33 vezes mais casos confirmados comparado ao ano anterior
(SAO PAULO, 2021).

Assim como a CHIKF, outras arboviroses, como Dengue, Zika e Febre amarela,
existem ha séculos, e sdo encontrados frequentemente, porém ndo exclusivamente, em
regides equatoriais e subtropicais do planeta. Ao longo da histdria, observa-se 0 aumento
dos casos de surtos e epidemias ao redor do mundo, justificados pela globalizagéo,
adaptacdo dos vetores e falhas no controle das doencas, tornando-se assim uma
problematica de saude publica (FERREIRA et al., 2021; ZAID et al., 2021).

Uma realidade em diversos paises, € a co-circulagdo dessas doencas, o que traz
alguns desafios para um diagndstico adequado. Por apresentarem sintomas muito similares,
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o0 diagndstico clinico é dificultoso, exigindo assim a confiabilidade diagndstica dos testes
laboratoriais (NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019; LIMA et al., 2021).

Por ser uma regido endémica para outras arboviroses, principalmente a dengue que
causa epidemias no pais ha mais de 40 anos, se faz necessario a compreensdo sobre a
capacidade dos testes diagnosticos em diferenciar essas doencas. O objetivo deste estudo
foi realizar um levantamento bibliografico sobre os principais intercorrentes e desafios
encontrados no diagnaostico sorologico da infeccdo pelo Chikungunya.

MATERIAL E METODO

Foi realizada uma revisdo bibliografica priorizando literaturas publicadas nos
ultimos 5 anos, utilizando bases de dados da National Center for Biotechnology
Information (NCBI — PubMed). Artigos que abordavam o tema da febre Chikungunya,
como: diagndstico soroldgico, reacdo-cruzada e co-circulagdo de arboviroses foram
incluidos no estudo.

RESULTADO E DISCUSSAO

Para um diagnostico mais especificos, utiliza-se os testes laboratoriais. Atualmente,
as duas principais formas de diagnéstico de CHIKV e diferenciacdo com outras doencas
sdo os testes moleculares e exames sorologicos. A partir dos testes moleculares temos a
deteccdo do RNA viral por RT-PCR (Reacdo em Cadeira da Polimerase com Transcriptase
Reversa), até o quinto dia apds o inicio dos sintomas. Ja os testes sorologicos, detecta-se a
presenca de anticorpos IgM/IgG apds o sexto dia do inicio dos sintomas (BRASIL, 2017).

Sabe-se que a deteccdo de anticorpos especificos é de suma importancia na infeccao
por arboviroses. A curta duracdo da viremia, torna os testes soroldgicos a melhor opcéao
para o diagndstico, visto que dificilmente os pacientes procuram o auxilio médico no inicio
dos sintomas. Assim, algumas das técnicas de diagnostico sorolégico que podem ser
utilizados sdo ELISA, MAC-ELISA, testes imunocromatograficos (teste rapido) e o teste
de neutralizacdo por reducéo de placas (PRNT) por exemplo (FISCHER et al., 2021).

O teste padrdo ouro para confirmacdo pela sorologia € o teste de neutralizacdo
(PRNT). Neste método, podemos observar o grau de infec¢do celular, apos a incubacdo do
virus com anticorpos neutralizantes presentes no soro. O resultado fornece uma estimativa
direta da quantidade de anticorpos funcionais. Seus dados podem ser Uteis principalmente
na deteccdo de casos subclinicos, auxiliando na avaliacdo do impacto da doenca, na
compreensdo do comportamento do virus e no desenvolvimento de vacina, entretanto, é
uma metodologia dispendiosa, tanto de custos como de tempo, é de dificil acesso e
interpretagdo subjetiva (MARQUES et al., 2017; PIANTADOSI; KANJILAL, 2020).

O IgM Antibody Capture Enzyme-linked immunosorbent assay (MAC-ELISA) é
usado para uma deteccdo mais especifica de IgM. Comparado ao ELISA, a competicdo de
IgG € menor, reduzindo o risco de ligacdes ndo-especificas. Em uma avaliacdo do Center
for Disease Control and Prevention (CDC), os resultados positivos no MAC-ELISA,
tiveram 90% de concordancia com PRNT (JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN, 2016;
PIANTADOSI; KANJILAL, 2020).

A partir dessas consideracdes, 0s testes mais avaliados, utilizados e disponiveis séo,
portanto, ELISA e o teste rapido. Segundo recomendacdes do Ministério da Saude, os
testes imunocromatograficos devem ser utilizados como técnicas de triagem, dessa forma,
qguando um resultado é positivo, a confirmagéo por ELISA é necessaria (BRASIL, 2017).

Segundo Piantadosi e Kanjilal (2020), um dos desafios primarios na interpretacao
dos testes sorolégicos de infecgGes agudas por arboviroses, sdo os resultados falsos-

positivos devido a reatividade-cruzada.
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A reacdo-cruzada é definida como a habilidade de elementos estruturalmente
diferentes realizarem a mesma funcdo. Agentes infecciosos frequentemente compartilham
similaridade molecular com antigenos-proprios, 0s quais 0s auxiliam no escape do sistema
imune do hospedeiro. Assim como também pode ocorrer reagdo-cruzada entre epitopos de
patogenos diferentes, possibilitando a neutralizacdo de ambos, 0 que pode ser uma boa
escolha para o desenvolvimento de vacinas contra essas duas ou mais doengas (ROJAS et
al., 2018; JAIN; SALUNKE, 2019).

A provével razdo da ocorréncia dessa multi-especificidade nos anticorpos, é a
existéncia de epitopos comuns em diferentes antigenos. O mimetismo molecular é a
semelhanga sequencial, estrutural, quimica ou imunoldgica compartilhada entre dois
epitopos que os leva a interagir com 0 mesmo paratopo, ademais 0s anticorpos podem
utilizar diferentes paratopos para a ligacdo com epitopos semelhantes. Essa promiscuidade
na ligacdo de anticorpos contra antigenos diferentes ndo esta diretamente relacionada a
especificidade e nem com a interagdo de baixa afinidade desses anticorpos segundo Jain e
Salunke (2019).

A reacdo-cruzada entre virus de familias diferentes, como o caso do CHIKV com o
DENV ou ZIKV, é muitas vezes reportado como um evento improvavel, devido suas
diferengas estruturais e antigénicas. Entretanto, hd alguns estudos que demonstram essa
ocorréncia.

Lima et al. (2021) reportou em seu estudo, a reatividade-cruzada com amostras
positivas para Dengue em um kit comercial ELISA CHIKV IgM (Euroimmun). As
amostras para Dengue, foram coletadas antes da entrada do CHIKV no Brasil, excluindo a
possibilidade de co-infeccdo, além da retestagem dessas amostras com testes moleculares e
soroldgicos. No geral, 37% (58 de 155 amostras) dos pacientes positivos para DENV
também positivaram no ELISA CHIKV IgM.

Em uma pesquisa realizada na Tailandia por Suwanmanee et al. (2018), 6 amostras
positivas para DENV (RT-PCR), no total de 129 amostras (4,6%), apresentaram reacdo-
cruzada com CHIKYV, mais especificamente amostras do sorotipo DENV-2 e DENV-3.

Na analise para o desenvolvimento de um teste rapido diferencial para DENV e
CHIKV, Wanget al. (2019) observou a presenca de alta reatividade-cruzada entre
proteinas do envelope do sorotipo DENV-3 e DENV-4, com anticorpos anti-CHIKV. Essas
proteinas entdo, ndo foram utilizadas para compor o teste, limitando um pouco o0s
resultados, porém evitando liga¢6es equivocadas.

No estudo de Mendoza et al. (2019), uma analise de reacdo-cruzada foi realizada
entre diferentes Kits de ELISA para CHIKV. Em amostras positivas para flavivirus,
confirmados por PRNT, a porcentagem de falsos-positivos para os teste da Euroimmun
IgM, Euroimmun IgG e Abcam IgG foram 10,7%, 1,2% e 1,2% respectivamente. Neste
mesmo estudo, reacdo-cruzada intrafamiliar (4%) para os kits da Euroimmun (IgM e 1gG)
também foram observados.

Quando se utiliza epitopos mais especificos como base do ELISA, como utilizou
Kam et al. (2015), a porcentagem de falsos-positivos para flavivirus é relativamente baixa
(7% - 4/60 amostras), porém para virus do mesmo género, no caso Alphavirus, devido a
proximidade filogenética, mais da metade dos pacientes com alphaviroses tiveram ELISA
positivo, e 50% dessas amostras tambem apresentaram PRNT reagente.

No cenario epidemioldgico atual do Brasil, ndo ha outro alfavirus de grande
circulacdo no pais, como o CHIKV. Entretanto, o virus Mayaro (MAYYV), do mesmo
género, é endémico na regido Amazonica, e a ocorréncia de reatividade cruzada foi
demostrada por Fischer et al. (2020) e Fumagalli (2018). Portanto, é importante a constante
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atencdo a essa doenca também, sendo essenciais medidas de prevencdo e controle, através
de notificagdes e desenvolvimento de diagnosticos diferenciais (BARROS et al., 2021).

A proposta de Damle et al. (2016) foi desenvolver um anticorpo anti-proteina C,
para sua utilizaggo no MAC-ELISA. Durante a execugdo do teste com o anticorpo,
observou-se 3% de reacdo-cruzada com Dengue (1/35 amostras), 10% com leptospirose
(1/20 amostras) e 10% para Fator-reumatoide (1/10).

E necessario o desenvolvimento de testes laboratoriais capazes de diferenciar os
casos de arboviroses de forma segura e rapida. 1sso sera possivel, através de exames
sensiveis e especificos, que possam ser facilmente performados, e que viabilizem tempo e
custo para sua realizagéo.

Damle et al. (2016) desenvolveu um MAC ELISA, utilizando anticorpos contra a
proteina C (capsideo) do CHIKV. Comparando com o0 MAC ELIZA CHIKYV desenvolvido
no Instituto Nacional de Virologia de Pune (NIV MAC ELISA) a sensibilidade do teste foi
de 87% e 100% de especificidade.

A possibilidade de uma deteccdo simultanea, de forma sensivel e especifica seria o
ideal para regides de co-circulacdo de arboviroses. Wang et al., (2019), desenvolveu um
teste imunocromatografico colorimétrico, capaz de detectar IgM e 1gG contra DENV e
CHIKYV simultaneamente.

CONCLUSOES

A CHIKF é uma doenca debilitante, e desde sua introducdo no pais, vem gerando
preocupacgdes na salde publica. A eminéncia de surtos e epidemias em diferentes regides,
chama atencéo para certos cuidados no manejo da doenca.

A co-circulacdo de arboviroses, dificulta o diagndstico baseado nos sintomas,
exigindo assim, a confiabilidade dos testes laboratoriais para um diagnostico correto.
Apesar da principal medida de prevencdo dessas doengas ser a mesma, ou seja, controle
dos vetores, um diagnostico incorreto dificulta a escolha do tratamento, e 0 monitoramento
do cenario epidemioldgico.

Os métodos soroldgicos sdo muito utilizados para o diagnostico, devido sua
praticidade e custo-efetividade, porém, esta sujeito a interferentes, como a reacdo-cruzada.
Por meio de estudos, pode-se observar a ocorréncia de resultados falsos-positivos, mesmo
entre virus de familias diferentes.

Para contornar esse problema, é importante a combinacdo de testes, aumentando a
acurécia diagnostica, por meio da deteccdo de antigeno e anticorpo, como a associac¢do dos
testes moleculares com os sorolégicos. Além disso, temos diversos estudos para o
desenvolvimento de novos testes, capazes de diferenciar essas doengas, ainda que seja um
desafio obter um teste com alta sensibilidade e especificidade.
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Resumo: A resposta imune a vacinas, importante ferramenta em salde publica, é
amparada por ensaios laboratoriais, como a avaliacdo de anticorpos. Testes que indiqguem a
funcionalidade dos anticorpos sdo importantes, pois demonstram as propriedades dessas
imunoglobulinas. Tratando-se da doenca meningococica invasiva, o teste funcional para
correlato de protecdo é o ensaio de atividade bactericida sérica, que revela a capacidade
das imunoglobulinas de lisar 0 meningococo. Porém, este ensaio tem aplicacdo limitada
devido ao elevado nivel de biosseguranca e refinamento técnico para manipulacdo da cepa
viva, tempo de execucdo e custo. Em contrapartida, o ensaio de avidez indica a forca de
ligacdo entre o antigeno e os anticorpos, sendo capaz de sugerir a atividade bactericida do
soro, e pode ser realizado a partir de uma técnica simples de ELISA modificado. Todavia,
0 protocolo utilizado pode interferir nos resultados finais. Neste trabalho, seréo
comparados os efeitos de agentes caotrépicos e diferentes temperaturas de incubagdo nos
resultados de ensaio de avidez com soro de camundongos imunizados com antigenos de
Neisseria meningitidis, a fim de se destacar a importancia da padronizacdo desse ensaio,
que pode ser utilizado como ferramenta para estudo de vacinas.

Palavra-chave: agente caotropico; avidez; doenca meningocdcica; vacinas

INTRODUCAO

Neisseria meningitidis € uma bactéria pertencente a familia Neisseriaceae, gram-
negativa, fastidiosa, em formato de diplococos, aerébico e que pode ou ndo apresentar
capsula. Seu crescimento ideal necessita de uma temperatura entre 35 a 37°C com 5-10%
(v/v) de CO; (didxido de carbono), sua cultura pode ocorrer nos meios: agar sangue, agar
triptona soja, agar chocolate suplementado e agar Mueller-Hinton (ROUPHAEL;
STEPHENS, 2011).

A bactéria N. meningitidis apresenta alguns fatores de viruléncia que otimizam sua
capacidade de invasdo e aumentam sua sobrevivéncia no organismo hospedeiro, um dos
fatores de viruléncia é a capsula que auxilia na invasdo em ambientes estéreis como o
sangue e o liquido cefalorraquidiano protegendo a bactéria contra a resposta do sistema
imunoldgico (SIDDIQUI; AMEER; GULICK, 2021). Além disso o meningococo é
envolto por uma membrana externa que apresenta pili, proteinas de membrana externa e
lipooligossacarideos (LOS) que de acordo com sua constituicdo de antigenos expressos ira
classificar a bactéria nos 12 sorogrupos: A, B, C, E, H, I, K, L, M, W, X, Y e Z, sendo que
os de maior patogenicidade sdo o A, B, C, W e Y responsaveis por 90% dos casos da
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doenca meningocdcica invasiva (ROMANELLI, 2012; PIZZA; BEKKAT-BERKANI;
RAPPUOLLI, 2020).

A doenga meningocdcica invasiva (DMI) pode ser potencialmente mais grave e
fatal na infancia, seguida pela ocorréncia na adolescéncia e por fim em jovens adultos, a
infeccdo por Neisseria meningitidis pode resultar em choque séptico se manifestando como
meningite, septicemia ou uma associacdo de ambas com acometimento subito e
potencialmente fatal entre 24 a 48 horas do inicio dos sintomas e com taxa de letalidade de
20%, mesmo em casos de recuperacdo pode permanecer sequelas como a perda auditiva,
doengas no neurodesenvolvimento e amputagdes (SIDDIQUI; AMEER; GULICK, 2021)
(P1ZZA; BEKKAT-BERKANI; RAPPUOLL, 2020).

A vacinacdo é uma medida profilatica que se fundamenta no reconhecimento dos
polissacarideos capsulares associados ou ndo adjuvantes, atualmente estdo disponiveis
contra os sorogrupos A, C, W e Y. O sorogrupo B é o objeto de intensas pesquisas no
atual momento, uma vez que apresenta dificuldade na elaboracdo de uma vacina por
possuir a estrutura do seu polissacarideo semelhante ao acido polisidlico presente nas
células humanas, gerando o risco de estimular uma resposta autoimune através da
vacinacao para este sorogrupo (ANDREWS; POLLARD, 2014).

O Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) foi criado em 18 de setembro de 1973
por determinagcdo do Ministério da Salde, com o objetivo de coordenar as acles de
imunizacdo. Em 1975 o PNI é institucionalizado por fatores nacionais e internacionais que
estimulam a utilizacdo e expansdo dos agentes imunizantes, com 0 objetivo de garantir a
integridade das acBes de imunizacdo no pais e é fortalecido pela legislacdo sobre
imunizantes e vigilancia epidemioldgica Lei 6.259 de 30-10-1975 e Decreto 78.231 de 30-
12-1976 (MINISTERIO DA SAUDE, 2003)

A avidez € dada através da interacdo bivalente e multivalente entre um epitopo e
um anticorpo. Sua andlise é importante uma vez que pode ser empregada como critério
auxiliar para avaliacdo da eficicia da resposta a vacinas, uma vez que anticorpos que
apresentam alta afinidade podem gerar uma funcdo otimizada e ser indicativos de
anticorpos com maior potencial protetor (CORREA et al., 2021). O ensaio de ELISA é o
método mais simples e rapido para analise do indice de avidez e por isso é a metodologia
mais comum empregada, entretanto, outras técnicas também permitem a analise do indice
de avidez como a precipitacdo com sulfato de amonio, radioimunoensaio em fase sélida e
ressonancia plasmonica de superficie (CORREA et al., 2021).

O tiocianato de potéassio (KSCN) é um dos principais agentes caotrépicos
empregado nos estudos de nosso laboratorio, entretanto é descrito na literatura o uso de
Ureia e Dietanolamina como agentes caotropicos para a analise do indice de avidez. Diante
do exposto, este trabalho tem como objetivo analisar se ha diferencas na efetividade de
acdo dos trés agentes caotrOpicos citados e analisar se a exposicdo em diferentes
temperaturas poderia ser um fator de otimizacao da reacdo.

MATERIAIS E METODOS

A cepa de N. meningitidis B:4:P1.9 empregada no ensaio se originou através da
amostra clinica de um individuo brasileiro que desenvolveu a doenca invasiva durante uma
epidemia de Meningococo B e foi isolada pelo Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo
Lutz. A partir desta cepa obteve-se as preparacfes antigénicas, vesiculas de membrana
externa (OMVs) empregadas na imunizagdo, suspensdes de células integras e ensaios
laboratoriais. As cepas liofilizadas foram reativadas em agar chocolate (Difco
Laboratories) e entdo, cultivadas em caldo soja tripticaseina (TSB) (Difco Laboratories),
suplementado com 1% de soro de cavalo (Sigma Chemical Company), a 37°C, durante 24
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horas. Para extrair as suspensdes de células integras, as placas foram cobertas com tampéo-
fosfato salino (PBS) (pH 7,4)-0,02% azida sédica e homogeneizou-se as células
gentilmente com alga de Drigalski. A suspenséo foi transferida para tubos e inativada por
calor, em banho-maria 56°C por 30 minutos. Mensurou-se a densidade otica (DO) a 600
nm e conservou-se a suspensao a 4°C. A extracdo das OMVs seguiu a descri¢do de De
Gaspari e Zollinger (2001).

O estudo utilizou amostras provenientes de ensaio que comparou a imunizagao de
camundongos de meia-idade com OMVs complexadas a hidroxido de aluminio (HA) ou
brometo de dioctadecildimetilamonio (DDA) como adjuvantes (TRZEWIKOSWKI DE
LIMA et al., 2021), conforme aprovacdo pelo Comité de Etica e Uso Animal (CEUA)
IAL-Pasteur, n® 06/2012. Utilizou-se camundongos (Mus musculus), fémeas, da linhagem
heterogénea Swiss (ndo isogénicos), com 12 meses de vida (meia-idade), provenientes do
Biotério de Criacdo do Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo, SP, Brasil). Imunizou-se 0s
camundongos com 3 doses subcutaneas de 100 pL de preparacdes antigénicas descritas na
tabela 1, nos dias 0, 20 e 35. As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas por
puncdo do plexo oftdlmico nos dias O (controle pré-imune) e no dia 50, ou seja, 15 dias
apos a Ultima dose. Apds coleta, o sangue foi separado por centrifugacdo e armazenou-se 0
soro a -20°C. A obtencdo e caracterizacdo das preparacdes antigénicas esta descrita em
Trzewikoswki de Lima et al. (2021).

Tabela 1: Preparacao antigénica para imunizacao.

Grupo Preparacdo antigénica
oMV 10 pg/ml OMVs
OMV+DDA 10 pg/ml OMVs + 0,1 Mm DDA
OMV+HA 10 ug/ml OMVs + 0,1 Mm HA
DDA 0,1 Mm
HA 0,1 Mm

Para determinacdo da avidez utilizou-se o ensaio de ELISA indireto empregando
placas MaxiSorp Loose Nunc-immuno module. A placa foi sensibilizada com antigeno
Whole Cells diluidas em tampdo fosfato-salino (PBS) até a densidade éptica de 0,1nm. As
lavagens foram realizadas com solucdo de PBS-tween 0,05% e o bloqueio realizado com
diluicio 5% de leite-PBS-tween 0,05%. Como amostra, empregou-se soro de
camundongos da linhagem swiss imunizados com a terceira dose para OMV de N.
meningitidis diluidos 1:3200. Utilizou-se como agentes caotrépico o Tiocianato de potassio
(KSCN), ureia e Dietanolamina (DEA) incubando em cdmara Umida e expondo nas
temperaturas 4°C, temperatura ambiente (TA) e 37°C. Como anticorpo conjugado utilizou-
se Anti-lgG de camundongos marcado com peroxidase cadeia pesada especifico (y) da
KPL (Lote: 10219636) diluido 1:20.000 em PBS-tween em leite 2,5%. Empregou-se como
substrato cromogénico a tetrametilbenzidina (TMB) e para solucdo stop acido sulfirico
(H2S0g).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para determinacdo do indice de avidez foi medido a resisténcia dos complexos de
antigeno-anticorpo em exposi¢do aos agentes KSCN, ureia e DEA em condigdes de
temperatura de 4°C, temperatura ambiente e 37°C por 20 minutos. O indice de avidez foi
calculado realizando a média das duplicatas das densidades oOptica (DO) das amostras e
posteriormente realizando o célculo para o indice de avidez que é dado pela divisdo da DO
do soro tratado com o agente caotropico dividido pela DO do soro sem tratamento e 0
resultado multiplicado por 100. A interpretacdo do resultado obtido é representada pela

tabela 2
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Tabela 2 - Par@metros para interpretacdo do indice de avidez.

Indice de Avidez (%) Interpretacdo
<30% Baixo
30-49% Intermediario
>50% Elevado

Fonte: CHACKERIAN; LOWY; SCHILLER, 2001

O levantamento das publicagdes disponiveis na base de dados do PubMed até a data
de 04/01/2022 demonstrou uma prevaléncia no uso do Tiocianato de Potassio, enquanto
outros agentes caotrdpicos como Ureia e Dietanolamina ndo se apresentam t&o expressivos
para 0 uso no modelo camundongo, sugerindo assim a prevaléncia do uso do KSCN nos
ensaios de avidez, corroborando com nossos atuais protocolos de laboratdrio. Sendo assim,
podemos sugerir que ha uma maior utilizacdo do uso deste agente caotropico na
comunidade cientifica, permitindo a abertura de questBes a respeito da possivel obtengédo
de resultados mais satisfatorios e reprodutiveis em relacdo a outros agentes caotrépico
existentes para camundongos (Tabela 3).

Tabela 3 - Analise de publicacdes no banco de dados PubMed empregando os agentes
caotropicos até a data 04/01/2022.

Tema pesquisado Publicacdes disponiveis
Thiocyanate mouse antibodies avidity 255
Urea agent and mouse sera avidity 1
Dietanolamina and mouse sera avidity 0

Fonte: PubMed, 2022

Os grupos experimentais foram delimitados de acordo com o tipo de adjuvante
utilizado ou sua auséncia compondo os grupos: OMV+ DDA (N=4), HA+OMV (N=5),
DDA (N=3), HA (N=2), OMV (N=4). Os dados obtidos com esses ensaios preliminares
demonstraram a utilizacdo do KSCN como agente caotropico ndo apresentou diferencas
significativas ao uso dos diferentes agentes caotrdpico utilizados. A alteracdo mais
significativa ocorreu na amostra de soro de camundongos quando imunizados com
HA+OMV, onde se obtém um indice de avidez elevado (54%) na temperatura de 4°C, um
indice intermediario (43%) na temperatura ambiente e um indice baixo (26%) na
temperatura de 37°C, podendo assim se atribuir o uso da temperatura de 37°C a protocolos
ja estabelecidos. Entretanto essas condi¢fes ndo se reproduzem nos outros grupos
imunizados com outros adjuvantes, podendo ser uma possivel caracteristica da
heterogeneidade do adjuvante utilizado e da espécie dos animais Swiss, tdo bem quanto
pode estar vinculado a quantidade de anticorpos presente na amostra (CORREA, 2021).

Diferentemente dos outros dois agentes caotrépico, mesmo com a exposicao a trés
temperaturas distintas a ureia ndo apresentou em nenhuma das amostras indices de avidez
baixos, ou seja, inferiores a 30%. Também foi observado que algumas respostas a
imunizagdo apresentaram indices de avidez extremamente altos, atingindo 100%, mas tal
resultado pode ser justificado em virtude do tipo de célculo utilizado, pois os valores com
as amostras sem tratamento ficaram proximos aos das amostras tratadas. Apesar das
andlises realizadas ainda se trata de observagdes iniciais sem calculo estatistico e passivel
das limitacbes cabiveis da analise de indice de avidez utilizado. Em relacdo ao
dietanolamina apenas um animal imunizado com OMV apresentou indice de avidez baixo
e sem alteracdo na exposicdo nas diferentes temperaturas. Os resultados obtidos com a

avaliacdo da avidez dos grupos supracitados sao expressos na figura 1.
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Figura 1: Avaliacdo do indice de avidez do soro de 32 dose, obtidos em camundongos
Swiss imunizados com diferentes adjuvantes e em diferentes temperaturas e agentes
caotrépico.

Legenda: Figura 1- ELISA: Estudo comparativo de diferentes agentes caotropico avaliados apds a terceira
dose de camundongos imunizados na diluicdo 1:3200, avaliando as temperaturas e adjuvantes. (A)
OMV+DDA tratados com agente caotropico KSCN incubado em temperatura 4°C, temperatura ambiente e
37°C. (B) OMV+DDA tratados com agente caotropico Ureia incubado em temperatura 4°C, temperatura
ambiente e 37°C. (C) OMV+DDA tratados com agente caotropico DEA incubado em temperatura 4°C,
temperatura ambiente e 37°C. (D) HA+OMV tratados com agente caotropico KSCN incubado em
temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (E) HA+OMV tratados com agente caotropico ureia
incubado em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (F) HA+OMV tratados com agente caotrépico
DEA incubado em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (G) DDA tratados com agente caotrdpico
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KSCN incubado em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (H) DDA tratados com agente
caotrdpico ureia incubado em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (I) DDA tratados com agente
caotrépico DEA incubado em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (J) HA tratados com agente
caotrépico KSCN incubado em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (K) HA tratados com agente
caotrépico ureia incubado em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (L) DEA incubado em
temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (M) OMV tratados com agente caotrépico KSCN incubado
em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (N) OMV tratados com agente caotrépico ureia incubado
em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C. (O) OMV tratados com agente caotrépico DEA incubado
em temperatura 4°C, temperatura ambiente e 37°C.

CONCLUSAO

Com base nos resultados que obtivemos podemos observar a possibilidade de
expandir os estudos empregando a primeira e segunda dose dos soros utilizados para
avaliar se ocorreu diferenga de avidez em periodos diferentes de imunizacdo. Os agentes
caotrépico inicialmente ndo apresentam grandes diferenca entre si, mesmo aplicando
temperaturas diversas. Os levantamentos da literatura indicam uma prevaléncia no uso de
tiocianato de potassio para avaliacdo de soro de camundongos, possibilitando um
questionamento a respeito de uma maior afinidade deste agente caotropico com o tipo de
amostra utilizada em relacdo aos demais estudados. A aplicacdo de apenas uma
metodologia de andlise de afinidade aparenta ndo ser suficiente para gerar resultados
conclusivos a respeito das questdes geradas no decorrer deste trabalho, necessitando assim
de mais estudos acerca do tema.
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RESUMO: A coqueluche é uma doenca de transmissdo respiratoria, altamente contagiosa,
causada pela Bordetella pertussis, que pode acometer individuos de todas as idades. O
grupo de maior risco sdo 0s bebés menores de seis meses, ndo vacinados ou
incompletamente imunizados. O diagnoéstico laboratorial é realizado pelo isolamento por
cultura e/ou pela identificacdo por gPCR de B. pertussis. Por ser um importante agravo em
salde publica, o objetivo do trabalho foi realizar uma analise epidemiolégica dos dados
secundarios da doenca no Estado de S&o Paulo entre os anos de 2010 a 2020. As
informacBes foram obtidas a partir do banco de dados criado pelo NDEI. Os resultados
demonstraram uma maior sensibilidade da gPCR em relagdo a cultura; um aumento
gradual na positividade entre os anos de 2010 e 2014, e maior positividade entre individuos
do sexo feminino. A faixa de criangas até seis meses foram os mais acometidos pela
doenca, e as unidades com maior numero de exames e positividade foram o IAL Central,
CLR de Campinas, Ribeirdo Preto e Taubaté respectivamente. Conclui-se que, apesar da
coqueluche ser uma doenca imunoprevenivel, ainda ocorre muitos casos da doenca,
inclusive epidemias como a de 2010 a 2014. A gPCR é uma técnica de maior sensibilidade
em relacdo a cultura e esta € imprescindivel para o diagndstico, ja que é fundamental para
realizacdo de estudos epidemioldgicos.

Palavras—chave: coqueluche, epidemiologia; cultura; gPCR.
INTRODUCAO

Bordetella pertussis € o agente causal da coqueluche, doenca infecciosa que
apresenta altas taxas de transmissdo (90%) e que pode acometer individuos de qualquer
idade, sendo o grupo de maior risco 0s bebés menores de seis meses que ainda nédo
completaram o esquema de imunizacdo primaria [1; 2; 3]. E um importante problema de
salde publica e apesar de uma reducdo significativa na carga global da doenca com o
advento da vacina, a doenca permanece endémica em todo o mundo, com surtos e picos
epidémicos ocorrendo a cada 3-5 anos [4]. Estimativas da Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) apontam que, em 2018, ocorreram, em todo 0 mundo, cerca de 151.000 casos de
coqueluche, sendo 90% deles em paises em desenvolvimento [5].

A doenca € transmitida de pessoa a pessoa atraveés de goticulas de saliva de
individuos contaminados. Possui uma duracdo média de quatro a 12 semanas, com trés
estagios: catarral, na qual os pacientes sdo mais contagiosos e 0s sintomas Ssdo
confundidos com infec¢des respiratdrias leves, apresentando febre baixa, coriza, tosse seca
e mal-estar; paroxistica, na qual a manifestacdo tipica sdo os paroxismos caracterizados
por uma crise subita e incontrolavel de tosse, seguiada de falta de ar e vémitos, ocorre
estreitamento da glote que ao respirar profundamente pode emitir um som chamado de
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“guincho” e convalescenga, onde ocorre a diminui¢cdo dos paroxismos e vomitos [4;
6;7;8].

O diagnostico laboratorial para o agravo é realizado pelo isolamento da B. pertussis
pela cultura e pela realizacdo do diagnostico rapido pelo método da PCR em Tempo Real-
gPCR, ambos de material colhido de secre¢do nasofaringea [9; 10].

Atualmente estdo disponiveis dois tipos de vacinas (i) a vacina de células inteiras
(wP) produzidas a partir da suspensdo de bacilos inteiros mortos e a vacina acelular (aP)
composta por um a cinco antigenos purificados [11]. No Brasil, a vacina pentavalente
(DTP - toxdides diftérico e tetdnico e pertussis + hepatite B e Haemophilus influenzae tipo
b) é aplicada aos dois, quatro e seis meses de idade, com primeiro reforco com a DTP aos
15 meses e o0 segundo, entre 0s quatro e seis anos de idade. Em 2014, foi incluido no
calendario vacinal a imunizacdo de gestantes aplicada a cada gestacdo entre a 20? e a 362
semana (vacina dTpa) [12].

O Centro de Bacteriologia (CB) do Instituto Adolfo Lutz Central (IAL) é o
Laboratdrio de Referéncia Nacional para Coqueluche, sendo responsavel pelo diagnostico
laboratorial pelo método da cultura, e pelo método molecular da qPCR. O IAL também é
responsavel pelo desenvolvimento de pesquisas para caracterizar os isolados de B.
pertussis circulantes no pais.

Este trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento da epidemiologia da
coqueluche em nosso meio por meio de analise de dados secundarios dos casos suspeitos
de coqueluche no Estado de S&o Paulo, cujos materiais bioldgicos foram encaminhados ao
CB do IAL, para realizacdo do diagnostico laboratorial pelas técnicas de cultura e da
gPCR.

MATERIAL E METODOS

Amostras de swab nasofaringeo, provenientes da assisténcia do Estado de Séo
Paulo e encaminhadas ao IAL Central e aos Centros dos Laboratdrios Regionais do 1AL
(CLR — IAL) entre janeiro/2010 a dezembro/2020, para a rotina diagnostica de coqueluche.
As informacdes obtidas foram organizadas em bancos de dados no Nucleo de Doencas
Entéricas e InfeccBes por Patdgenos Especiais — NDEI do CB/IAL. Néo foram incluidas
informagdes que permitissem identificar os pacientes, de forma a garantir a privacidade das
informacBes e o anonimato dos sujeitos da pesquisa, utilizando-se os dados obtidos
exclusivamente para os propdsitos desta pesquisa. As variaveis que foram consideradas
para a analise dos dados foram: ano calendario, area geografica, faixa etaria, sexo e
resultados da cultura e gPCR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram processadas 39.140 amostras de casos suspeitos de coqueluche no estado
entre o periodo estudado.

Na figura 1, temos que a técnica de qPCR foi capaz de detectar um maior nimero
de casos positivos em relacdo a cultura, 5.289 (13,51%) e 1.596 (4,1%) (somatdria do
periodo) para gPCR e cultura respectivamente, demonstrando a maior sensibilidade da
gPCR entre as duas técnicas. Essa maior sensibilidade tem sido bastante evidenciada e
relatada por diversos grupos ao redor do mundo. Um estudo realizado por LEE et al.
(2018) [9] nos Estados Unidos, foi verificado a sensibilidade de diversas técnicas
diagnosticas para a coqueluche dentre elas a qPCR e a cultura, os dados foram coletados de
sete Estados entre os anos de 2007 e 2011, e os resultados demonstraram que a cultura
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apresentou 64% de sensibilidade enquanto a qPCR apresentou 90,6% do total de 868
amostras analisadas.
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Figura 1. Total de amostras analisadas e nimero total de amostras positivas, 2010 — 2020.

Observamos um aumento gradual da confirmacdo de casos suspeitos por gPCR,
sendo 0 ano de 2014 o de maior positividade no Estado de Sdo Paulo, correspondendo a
25,5% (1.350) do total de casos positivos por gPCR. Esses dados corroboram com o0s
dados epidemiolégicos do Brasil onde os anos de 2010-2014 foram considerados os anos
do periodo epidémico no pais e no mundo.

O Estado da Califérnia, nos Estados Unidos, notificou um aumento no nimero de
casos de coqueluche em 2014, tendo um aumento de cinco vezes mais registrado em anos
anteriores, com um total de 9.935 casos reportados, descrevendo um carater epidémico
ciclico (trés a cinco anos) no aumento de nimero de casos confirmados [13]

Ainda podemos observar que o ano de 2018 deveria corresponder ao inicio do
proximo periodo epidémico, no entanto isso ndo se confirmou ja que ocorreu uma queda
nos casos confirmados e também no numero de amostras processadas. Ndo se pode
confirmar exatamente o porqué de ndo ter havido uma nova epidemia de coqueluche, mas
0 que se supde é que a queda dos casos suspeitos e positivos seja um reflexo dos efeitos da
vacinacdo de gestante, mas ndo se tem estudos suficientes para confirmar esta hipotese.

O ano de 2020 foi o periodo com menor numero de amostras processas e também
de resultados positivos, 0 que pode ser relacionado com a pandemia de Covid-19, ja que
nesse ano toda a atencéo estava voltada para estd doenca o que fez com que o diagnéstico
para outras doencas respiratorias tenha ficado em segundo plano e também o uso de
mascara pode ter levado a diminuicdo da transmissao de outras doencas respiratorias
influenciando a queda nas amostras processadas.

Na figura 2, observamos a distribuicdo das faixas etarias obtidas na analise dos
resultados positivos da gPCR. O grupo etario de maior positividade corresponde ao das
criangas com idade menor ou igual a dois meses, 2.411 (45,6%) amostras positivas. Essa
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faixa etéria corresponde as criancas que ainda ndo receberam nenhuma dose de imunizante,
sendo o grupo mais vulneravel, seguido pelo grupo de trés a seis meses, com 1.235
(23,4%), ou seja, dos incompletamente vacinados.
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Figura 2. Distribuicéo por Faixa etéria das amostras positivas por gPCR- 2010 a 2020.

Entre o periodo de 2011 a 2014, o Ministério da Saude (2020) registrou 22.772
casos positivos de coqueluche em todo o Brasil, onde 61% (13.935) desses casos em
criangas menores de um ano de vida, sendo ainda 12.135 menores de seis meses, com
esquema vacinal ndo iniciado ou incompleto, o que esta de acordo com o observado em
Séo Paulo [14].

Na tabela 1, a analise do sexo, mostrou que 55,4% (2.932) dos resultados
positivos correspondiam ao sexo feminino, enquanto 44,4% (2.346) ao masculino, 0,2% ao
grupo de sexo ndo informado (ou seja, recém-nascidos). Apesar de pequena a diferenca de
positividade entre os sexos, existe um predominio entre as mulheres. Essa proporcao
também foi registrada por PEER et al. (2020), no qual foi feito um levantamento da
incidéncia do sexo feminino e masculino em relacdo aos casos positivos em nove paises no
periodo entre os anos de 1990- 2017, variando a positividade entre os paises, 48,1% e
54,7% para sexo masculino e feminino, respectivamente [15].

Na tabela 2 temos a analise da realizacdo de exames processados em cada CLR - IAL
nos 11 anos de estudo. O IAL Central (01) foi o que processou mais amostras e obteve o
maior numero de resultados positivos, correspondendo a 38,9% do total de amostras
processadas entre 2010 e 2020, sendo seguido pelo CLR de Campinas (03), CLR de
Ribeirdo Preto (06) e CLR de Taubaté (12), com respectivamente 14,2%; 10,6% e 9,8% de
amostras processadas. Presume-se que o alto nimero de amostras processadas seja
atribuido ao intenso trabalho de vigilancia epidemioldgica e a presenca de hospitais
sentinelas nessas regides o que permite um melhor rastreio de casos suspeitos e notificacdo
dos casos positivos.
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Tabela 1. Resultados positivos por qPCR em relacdo ao sexo, 2010 — 2020.

SEXO
ANO Feminino (n) Masculino (n) NI (n)
2010 59 41 ]
2011 414 311 3
2012 512 373 2
2013 649 510 4
2014 747 603 (0}
2015 116 113 (0]
2016 77 65 0o
2017 104 101 1
2018 183 161 (6]
2019 63 52 1
2020 8 16 0]
TOTAL 2.932 2.346 11

Tabela 2. Total de amostras processadas e relacdo da positividade entre Cultura e gPCR
nas unidades Central e Regionais do IAL, 2010 — 2020.

CULTURAS qPCR Total de Amostras
CLR Positivas (n) Positivas (n) Processadas (n)
o1 714 2.430 15.226
02 94 221 1.510
03 290 639 5.545
o4 37 160 993
o5 14 43 313
06 178 416 4.157
o7 12 91 774
08 84 149 1.387
09 o4 86 618
10 67 210 2.723
11 37 287 1.640
12 58 515 3.826
13 o7 42 428
TOTAL 1.596 5.289 39.140

CONCLUSOES
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A analise dos dados epidemioldgicos da coqueluche no Estado de Sdo Paulo nos
11 anos estudados permitiu verificar que € um importante agravo em sadude publica. Apesar
de ser uma doenca imunoprevenivel, ainda existem surtos e epidemias ciclicas, como a
ocorrida entre 2010-2014. Assim como, verificou-se que a qPCR é uma ferramenta
diagndstica muito importante, quando comparada a cultura, pois possui maior sensibilidade
e especificidade. Mas apesar de suas vantagens em relacéo a cultura, a g°PCR é uma técnica
auxiliar no diagnostico, sendo a cultura necessaria no diagnéstico pois sem ela seria
impossivel a realizacdo de estudos epidemiologicos. E em relacao a faixa etaria, também se
pode observar que a faixa mais atingida s&o as crian¢as menores de seis meses, ou seja, ndo
imunizadas. Esse grupo é o mais vulneravel, mais exposto a adoecer e vir a 6bito, sendo
necessaria a imunizacdo materna para que os anticorpos produzidos ajudem a proteger esse
grupo nos primeiros meses de vida.
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RESUMO

Introducdo: A Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria bacilar anaerobia facultativa
pertencente a familia Enterobacteriaceae presente na flora intestinal de humanos.
Geralmente ndo sdo patogénicas, porém existem alguns sorogrupos que possuem diversos
fatores de viruléncia que sdo capazes de produzir toxinas provocando quadros
diarreiogénicos e outras doencas extraintestinais. O diagndstico laboratorial € realizado
através de culturas de amostras bioldgicas, provas bioquimicas de identificacdo e testes de
biologia molecular. Objetivo: Este trabalho prop6e descrever as caracteristicas das E. coli
patogénicas e o seu perfil epidemioldgico. Metodologia: Foi realizado uma revisao
bibliografica baseando-se em livros, dissertaces de mestrado, teses de doutorado,
monografias e artigos cientificos. Resultados e discussdo: A EHEC/STEC O157:H7 é
uma das principais linhagens causadoras de surtos de origem hidrica e alimentar e também
é responsavel por causar a Sindrome Hemolitico Urémica (SHU). Outras cepas também
podem provocar a SHU como a 0104:H4 causadora de um surto de enorme proporcao na
Alemanha em 2011. No Brasil nos anos de 2009 a 2018, a E. coli foi o patdgeno de maior
relevancia em surtos de doencas de origem alimentar. A EPEC foi o sorotipo mais
identificado em surtos no estado de S&o Paulo entre 2009 e 2018. Concluséo: As E. coli
patogénicas sdo constantemente isoladas em surtos no Brasil e pelo mundo, desse modo,
portanto é preciso fortalecer o sistema de vigilancia epidemiol6gica com o objetivo de
prevenir novos casos de contaminacdo e surtos subnotificados.

Palavras-chave: Doencas transmitidas por alimentos, Epidemiologia, Escherichia coli e
Surtos.

INTRODUCAO

A Escherichia coli (E. coli) ¢ uma bactéria bacilar anaerdbia facultativa pertencente
a familia Enterobacteriaceae que possue habitat no intestino de humanos e animais. Foi
identificada pela primeira vez pelo médico pediatra Theodor Von Escherich em 1885
(GOMES et al, 2016).

A maior parte das cepas de E. coli ndo sdo patogénicas, porém as linhagens que
possuem potencial patogénico sdo capazes de produzir toxinas acarretando doencas
especificas provocando sintomas graves gque necessitam hospitalizagdo (MADIGAN et al,
2016). Sdo bastonetes ndo esporulados que em sua maioria sdo mdveis, pois possuem a
presenca de flagelos peritriquios (GARCIA, 2021).

Existem ao total seis tipos de E. coli patogénicas que provocam infeccdo entérica
em humanos, sendo elas: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica ou produtoras de toxina Shiga (EHEC/STEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC)

(SOUZA et al, 2016).
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Algumas espécies de E. coli patogénicas podem provocar sintomas como diarreia,
enquanto outros causam infecgdes do trato urinario, doencas respiratdrias, pneumonia, e
outras doengas (CDC, 2021).

Dentre os sorogrupos mais virulentos as ETEC e STEC possuem uma distribuicdo
mundial afetando majoritariamente criangas menores que 5 anos de idade. Cepas de ETEC
provocam em média anualmente 380.000 mortes, principalmente em regides com
saneamento basico precario (OLIVEIRA, 2012).

Vale ressaltar que algumas cepas de E. coli possuem duas ou mais caracteristicas de
diferentes patotipos e, dessa forma, sdo denominadas espécies hibridas tornando-as mais
virulentas e agressivas (GOMES et al, 2016). Como exemplo tem-se a E. coli 0104:H4
que possui caracteristicas da E. coli enterohemorrdgica (EHEC) e também da E. coli
enteroagregativa (EAEC) (CVE, 2011).

As cepas de E coli patogénicas e comensais sdo similares fenotipicamente,
dificultando sua identificacdo nos laboratorios de andlise, assim o uso de métodos
moleculares sdo importantes para o seu diagnostico clinico (MOLINA et al, 2021).

Neste sentido este trabalho tem o objetivo de apresentar as principais caracteristicas
patologicas das E. coli patogénicas relatando os surtos e a frequéncia de infeccdo
provocada por esses patotipos através de dados epidemioldgicos. Apresentar a importancia
desse grupo de enterobactérias responsaveis por grande parte dos surtos alimentares e de
outras infeccdes de notificacdo compulsoria.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi elaborado através de uma revisdo bibliogréafica baseando-se em livros,
manuais, monografias, sites de pesquisa, teses de mestrado e doutorado e artigos
cientificos. Foi utilizado como organizador de artigos e referéncias, o software Mendeley.
Definiu-se trabalhar com as seguintes bases de dados Biblioteca virtual em satde (BVS),
MEDLINE, SciELO, EBESCO, LILACS e Google académico. Assim foram consultadas
informacOes referentes ao perfil epidemioldgico das E. coli patogénicas nas esferas
mundial, nacional e estadual, utilizando-se de descritores como Escherichia coli, Surtos,
doencas transmitidas por alimentos e epidemiologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Situacao epidemioldgica das E. coli no mundo

Nos Estados Unidos em 1993, um surto de enorme proporcao provocado por E. coli
0157:H7 envolveu mais de 700 pessoas em 4 estados do pais, com 51 casos de SHU e 4
mortes confirmadas.

Em 1996, no Japdo, ocorreu 0 maior surto provocado por E. coli O157:H7 no qual
mais de 8.000 pessoas foram infectadas,106 criangas desenvolveram SHU e trés foram a
obito (PAULA et al, 2014).

Em 2011, na Alemanha, iniciou-se um surto que se expandiu até outros paises da
Europa e América do Norte contaminando 4.000 pessoas, sendo que desse total houve 845
casos de SHU com 54 mortes.

De acordo com alguns estudos, o patdogeno causador deste surto foi o sorotipo
0104:H4 que possui fatores de aderéncia agregativa e producdo de stx2, o que indica um
perfil hibrido de EAEC e STEC (SANTOS et al, 2020).
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O grafico 1 demonstra o nimero de casos identificados no surto que ocorreu na
Alemanha entre maio e junho de 2011. Nesse periodo foram registrados 2694 casos de
STEC e 720 casos de SHU associados com quadros de diarreia aguda.

Grafico 1. Total de casos identificados de STEC e SHU na Alemanha
entre Maio e Junho de 2011

Reported STEC/VTEC and HUS cases, by date of onset of
diarrhoea®, Germany, May-June 2011 (n=2,694)
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Number of cases

T T T T T T
02.05 09.05 16.05 23.05 30.05 06.06

Onset of diarrhoea

ED: Emergency department; HUS: haemolytic uraemic syndrome;
STEC: Shiga toxin-producing Escherichia coli.
Only cases with a notified date of onset since 1 May 2011.

Fonte: Wadl et al (2011)
Situacao epidemioldgica das E. coli no Brasil

Na década de 1980, o patotipo EPEC foi responsavel por causar aproximadamente
30% dos casos de diarreia infantil, sendo os sorotipos 0111, O55 e 0119 os principais
causadores (GOMES et al, 1991).

De acordo com dados epidemiolégicos, na década de 1990, os patotipos EPEC
atipica e EAEC foram os sorotipos mais encontrados nos casos de diarreia aguda, tanto em
criangas como em adultos (ORLANDI et al, 2006).

No ano de 2002, ocorreu o primeiro caso registrado de E. coli 0157 em doencas em
humanos, o patotipo foi isolado de trés pacientes que apresentavam um quadro de diarreia
sanguinolenta que é um dos principais sintomas da doenca (IRINO et al. 2002).

Em 2019, ocorreu um surto em uma creche no estado do Espirito Santo com 22
pessoas atingindas e 1 oObito registrado. Segundo a Vigilancia Epidemiologica, o patotipo
identificado continha o0 gene stx2 demonstrando a presenca da E. coli STEC/EHEC
(SESA, 2019).

Os surtos provocados pelas E. coli patogénicas geralmente estdo associados a
doencas transmitidas por alimentos (DTA) que corresponde a um incidente com 2 ou mais
pessoas que apresentam como principal sintoma a doenga diarreica aguda que provoca
diversas evaquacgdes com fezes aquosas (CVE, 2011).

Observando o grafico 2 fica evidente que a Escherichia coli é o agente etiol6gico
mais identificado em surtos de DTA no periodo de 2009 a 2018 com cerca de 23,4% dos

surtos , seguido de Salmonela spp com 11,3% confirmados.



’ EDITORA
4AVA AGRON SCIENCE
davY 48 %

Grafico 2. Distribuicdo dos 10 agentes etiolégicos mais identificados nos surtos de DTA
Brasil, 2009 a 2018.
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Situacdo epidemioldgica das E. coli no estado de Sédo Paulo

Na cidade de Sao Paulo, as EPEC tipicas foram o0s principais agentes etioldgicos de
diarreia infantil desde a década de 50, o que corresponde a 30% dos casos somente no
primeiro ano de vida (OLIVEIRA, 2012).

Em 2006, foram identificados 106 casos de EPEC sorogrupo 0128, sendo o
patotipo EPEC o mais identificado nesse periodo. Nos anos 2006, 2013 e 2014 ocorreram
trés dbitos provocados por E coli patogénica (AGUIAR, 2019). Na cidade de Séo Paulo,
sorotipos ndo O157:H7 foram identificados como causadores de SHU (Souza et al, 2007).

De acordo com o gréafico 3, no periodo de 2009 a 2018, o numero de casos
provocados por E. coli no estado de S&o Paulo foi maior em 2011 com o total de 234 casos
e 0 menor indice ocorreu em 2016 com 22 casos. Nesse mesmo periodo, o sorotipo de E.
coli mais identificado foi a EPEC como o total de 210 casos.

Grafico 3. Namero de casos provocados por E. coli notificados no estado de Sao Paulo no
periodo de 2009 a 2018
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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Observando o grafico 4, o ano de 2011 obteve o maior numero de casos
ocasionados por E. coli associados a outros patdgenos totalizando 6.143 casos, ao contrario
do ano de 2015 no qual n&o houve registros.

Grafico 4. Nimero de casos provocados por E. coli associados a outros patdgenos
notificados no estado de Sao Paulo no periodo de 2009 a 2018
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

CONCLUSOES

As E. coli patogénicas podem representar um potencial risco para a saude publica,
pois é um microrganismo versatil com facilidade de adquirir varios fatores de viruléncia
criando novos sorotipos com capacidade de causar novas doencas.

Entre 2009 a 2018, as E. coli foram os patégenos mais identificados em surtos
transmitidos através de alimentos ressaltando a importancia de realizar inquéritos
epidemioldgicos para identificar o patdgeno causador de um surto.

Os numeros de surtos causados por DTHA sdo subnotificados no Brasil e a
investigacdo da maioria acabam ndo chegando no agente causador. E preciso melhorar os
sistemas de vigilancia e bem como treinar melhor as equipes para as investigacdes dos
surtos.

Dessa forma, espera-se que as E. coli patogénicas continuem aparecendo, sendo em
casos esporadicos ou em surtos, pois ainda sdo frequentemente isoladas como
contaminantes em amostras de alimentos e de reservatorios animais.
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Introducdo: A Leishmaniose Visceral € uma zoonose que acomete o sistema imunologico
de animais e seres humanos. E transmitida pela picada do mosquito flebotomineo infectado
pela Leishmania infantum, o qual foi detectado no Estado de Sdo Paulo. A dispersdo do
vetor vem ocorrendo gradativamente, passando dos municipios contiguos a Aracatuba,
local onde em 2014 a 2019 ocorreram 42 casos e trés obitos para o centro do Estado. No
mesmo periodo foram registrados, em S&o Paulo, 642 casos com 55 6bitos em humanos.
Objetivo: Avaliar o efeito das medidas de controle da Leishmaniose Visceral adotadas no
Brasil e Estado de S&o Paulo. Metodologia: Trata-se de revisdo da literatura, utilizando
dados de artigos publicados em bases indexadas, como, BVS — Biblioteca Virtual em
Saude, PubMed, SciELO - Scientific Eletronic Library Online, manuais contidos em sites
do Ministério da Saude, Google Académico e artigos de revista, selecionados a partir de
1997, periodo em que foram encontradas pesquisas elaboradas com a finalidade de
investigar a efetividade das medidas de controle da doenca no pais. Conclusdo: E urgente a
unido entre as trés esferas de governo, gestores e ciéncia, para que a tomada de decisbes
sobre acdes de enfrentamento da Leishmaniose Visceral seja norteada por evidencias
cientificas capazes de fornecer ferramentas menos agressivas, mais eficazes e justas em
conjunto a implantacdo de educacdo em salde na pratica cotidiana da comunidade e de
servicos de controle desta zoonose.

Palavras—chave: Diagnostico; Leishmaniose Visceral; Saude Publica

INTRODUCAO

As Leishmanioses compreendem um conjunto de doencas infecciosas de carater
zoonoOtico ocasionadas por espécies distintas de protozoarios digenéticos do género
Leishmania spp., que infecta animais seres humanos (1). E endémica em 13 paises das
Américas, ocasionando 65.934 novos casos da infectividade entre os anos de 2001 a 2019
(2). No Brasil, a identificagdo e eliminacdo de cdes infectados ¢ uma das alternativas
adotada contra o reservatdrio canino para minimizar as fontes de infeccdo ao vetor (3) e,
embora teoricamente existam condi¢cdes de controle da Leishmaniose, as medidas
convencionais de controle da sua expansdo utilizadas até 0 momento nao tém surtido efeito
(4), nos levando a crer que essas a¢des ndo tem sido capazes de enfraquecer a incidéncia da
Leishmaniose no pais (5). No periodo de 2014 a 2019, foram registrados, em Sao Paulo,
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642 casos da infeccdo e 55 Obitos em humanos. Nesse mesmo periodo, em Aracatuba,
ocorreram 42 casos e trés oObitos em decorréncia da doenca (6). Considerando que 0s
municipios do Estado de S&o Paulo, considerados altamente endémicos para a
Leishmaniose Visceral canina e humana, continuam apresentando indices elevados de
infeccdo e mortalidade, este trabalho teve como objetivo realizar uma revisao da literatura
sobre o efeito das medidas de controle desta zoonose adotadas nos municipios que
integram o Estado de Séo Paulo, rea endémica para esta doenca.

MATERIAL E METODOS

Reviséo da literatura realizada com dados extraidos de artigos publicados nas bases
indexadas, como, BVS — Biblioteca Virtual em Salde, PubMed, SciELO — Scientific
Eletronic Library Online, manuais contidos em sites do Ministério da Saude, Google
Académico e de artigos de revista, selecionados a partir de 1997, periodo em que foram
encontradas pesquisas sobre a efetividade das medidas de controle da Leishmaniose
Visceral no pais por meio dos descritores: Expansion of Visceral Leishmaniasis or
deltamethrin or control of canine Visceral Leishmaniasis in Sao Paulo State and guidelines
of the Visceral Leishmaniasis Control Program.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos Ultimos trinta anos as estratégias de controle da LV tém sido duramente
criticadas no que tange as politicas pablicas, sobretudo aquelas implementadas contra 0s
cées domésticos, vistos como principais carreadores da infec¢do no meio urbano (7).

A tentativa de controle da LV no Brasil teve inicio em 1953 no Nordeste, com
aplicacdo do dicloro difenil tricloroetano (DDT), prescricdo do tratamento dos individuos
infectados e eliminacdo dos cdes com sorologia reativa (8). Apos pulverizacdo com DDT
em 14 municipios, constatou-se queda de 52% na incidéncia da LV em humanos versus um
incremento de 11,9% em 14 municipios que aplicaram s6 a eutandsia (9). Em 1999 em
Aracatuba, considerada endémica, foram implantados o monitoramento entomoldgico,
controle quimico da populacdo vetorial, inquérito censitario anual de cdes em areas de
transmissao e eutanasia dos animais soropositivos (10). A realizacdo da eutanasia canina é
baseada na Resolucdo n.° 714, de junho de 2002, Conselho Federal de Medicina
Veterinaria, voltada a todos os cées soropositivos/parasitolégico positivo (11) e é motivo de
discussdo. De acordo com Costa (12), o Brasil € o Gnico pais no mundo a eutanasiar cdes
para controlar a LV. De 1990 a 1994 aproximadamente 80.000 animais soropositivos
foram eliminados, porém, aumentou quase 100% a incidéncia em humanos (13). Em estudo
no Nordeste a incidéncia de contagio entre 0s cdes diminuiu; porém, em area em que a
estratégia ndo foi aplicada, ndo houve variacao significativa na incidéncia cumulativa da
LV, sugerindo ser incoerente a remogdo de cées soropositivos. Todavia, a medida
contribuiu para baixar a transmisséo entre os cées (14).

Costa et al (15) ao elaborarem estudo em Aracatuba e Birigui utilizando
modelagem matematica, mostraram que a eliminacdo de cdes reagentes sintomaticos e
assintomaticos enfraqueceu a transmissdao canina, mesmo havendo a reposi¢do de 100%
desses animais. J&, Seva et al (16) por meio de modelagem matemaética, a0 comparar 0 uso
de coleiras impregnadas com deltametrina com a elimina¢do dos cdes, mostraram que
encoleirar 90% dos canideos, reduziu a prevaléncia de infec¢do nesses animais e diminuiu
a quase zero a incidéncia em humanos, além de ser aceitavel pela comunidade. Autores
argumentaram que a prevaléncia de cdes infectados ndo teve associacdo com a incidéncia
da patologia nos humanos e que é mais eficiente o uso de coleiras impregnadas com
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inseticidas, adocéo de vacinas e intervengdes nutricionais (12,17). Kazimoto et al (18) no
Rio Grande do Norte, constataram eficacia das coleiras com deltametrina apos queda de
59% na incidéncia da LV. Brazuna (19), no Mato Grosso do Sul apresentou diminuigédo de
50% na prevaléncia apds uso de coleiras com inseticida. No entanto, a eutanasia junto a
borrifacdo de &reas infectadas é a principal medida adotada pelo Ministério da Saude (10).
Avaliacdo em 16.373 cédes de Votuporanga usando coleiras impregnadas com insetisida
mostrou queda da prevaléncia e da incidéncia de casos humanos (20). Camargo-Neves et al
(21) realizaram trabalho parecido em Andradina, onde ocorreram 20 6bitos humanos entre
2001 a 2002. Neste trabalho mais de 15.000 cédes saudaveis utilizaram coleiras com
deltametrina a 4%, e os com sorologia reagente foram eutanasiados, diminuindo a
incidéncia em humanos e a quantidade de caes infectados.

Pesquisas no Maranhdao mostraram que embora os flebotomineos ocorram
durante todo o ano é no periodo chuvoso que o vetor encontra condi¢des favoraveis
disseminacdo (22). Neste contexto, o manejo ambiental é fundamental no controle dos
flebetomineos e deve preceder qualquer intervenc¢do quimica, visto que, a retirada dos
focos desses indiiduos através da limpeza de domicilio e peridomicilio e orientacdao da
comunidade sobre esse vetor sdo acdes que contribuem para diminuir a proliferacao
desses insetos (23). De 2009 a 2012 o Estado da Bahia registrou uma reducdo de 1,6% do
numero de casos da doenca (24). Medidas como limpeza de quintais e abrigo de animais
podem ter contribuido para essa queda. Porém em 2009, o Estado de Sdo Paulo registrou
169 casos da patologia em humanos, distribuidos entre Bauru, Aracatuba e Dracena,
locais endémicos para LV (25). Entretanto, Dietze et al (13), ao estudarem uma drea
endémica do Brasil, constataram ndo haver eleva¢dao no numero de criangas afetadas pela
LV devido a conviverem com canideos, mesmo com alta taxa de soro positividade entre
os cdes pesquisados (38%). Porém, a pesquisa relacionada apenas a humanos, pelo
mesmo autor apresentou correlacdo entre o niumero de casos da infec¢do em criancas
gue mantiveram convivéncia com pessoas infectadas (13).

Zuben (26) observou que nos municipios de Campo Grande, Fortaleza, Belo
Horizonte e Bauru, os quais possuem elevado nimero de casos em humanos, assim como
em Goiania e Campinas, as quais apresentam quantidade semelhante de habitantes, porém
com transmissdo canina, a principal acdo de controle da zoonose adotada nesses locais é
dirigida contra o reservatorio doméstico e, tal acdo € recebida com resisténcia pelos tutores
dos animais, bem como pela comunidade, havendo interferéncia judicial contra a eutanésia
por parte dos tutores, dificultando a aplicacdo desta medida. Igualmente Romero (27,28)
inferiu que a intervencdo voltada ao reservatorio canino é a menos aceitavel a nivel
comunitario. A resisténcia oferecida pela populagdo em permitir o acesso as residéncias
para o cumprimento dessas acdes, particularmente no que diz respeito a eutanasia. Apesar
das controversas, ha trabalhos que sugerem ser efetiva a eliminacdo de canideos infectados
(29), um exemplo € o trabalho de Nunes et al (30), que ao considerarem um periodo de 24
meses para a transmissdo em humanos, observaram a correlagdo entre a queda da
incidéncia em humanos e eutanasia dos cdes em Aracatuba. Mesmo resultado foi
evidenciado em uma revisdo sistematica, contudo, todos os cdes sintomaticos e ndo
sintomaticos foram eliminados naquele estudo (12). Para Romero (27) a remocéo de cées
ndo € efetiva, pois os animais eliminados sdo rapidamente substituidos. Essas dificuldades
também foram destacadas por Vulpiani et al (31), os quais apontam para o conflito ético
gue envolve a medida impedindo-a de ser instrumento efetivo contra a LV. Uma alternativa
para eles seria a vacina, no entanto a auséncia de método de diagnostico com alcance
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suficiente para diferenciar animais soropositivos vacinados dos soropositivos pela infeccéo
inviabiliza a incorporacdo desta ferramenta. Desta forma, praticas indiretas, como o uso de
coleiras impregnadas com deltametrina surtem maior efeito na diminuicdo da incidéncia e
prevaléncia da Leishmania infantum. Para Werneck (28) a inefetividade da ferramenta
adotada pelo MS se deve a problemas estruturais, 0s quais somados a caréncia de insumos
e recursos financeiros enfraqguecem a cobertura das acGes de controle da Leishmaniose.
Além disso, o autor abordou a falta de prioridade da Leishmaniose em relacdo a outras
doencas, a inacuracia dos testes para deteccdo da infeccdo canina, a interferéncia judicial
contra a eutandsia e 0 baixo impacto das acdes voltadas para educacdo em salde. Em
concordancia, Dye et al (32) ao investigarem o desempenho de um método indireto de
anticorpos fluorescentes, concluiram que os mesmos possuem baixa eficicia na deteccdo
da infeccdo canina ao observarem que a especificidade e a sensibilidade em relacdo a
doenca podem ser simultaneamente altas, entretanto, a sensibilidade maxima foi < 80%.

Diversos autores tém defendido o investimento em pesquisas cientificas que
avaliem novas estratégias contra a Leishmaniose, de forma que as ac¢bGes ndo sejam
centradas apenas no controle vetorial e reservatdrios caninos, mas que envolvam a
participacdo da comunidade e abranjam recursos voltados ao saneamento ambiental
(28,33). Da mesma forma, Silva et al (7) afirmam ser urgente que medidas sanitarias
implantadas, particularmente as usadas contra o reservatorio doméstico, para o qual outras
alternativas podem ser adotadas no controle a Leishmaniose, sejam pensadas, assim como
ocorre com sucesso na minimizacdo da incidéncia da doenca e dos riscos para 0s canideos
em diferentes regides do mundo. O MS emitiu nota técnica reconhecendo a caréncia de
evidéncias relacionadas a efevidade das estratégias adotadas e, em 2010 financiou uma
pesquisa para testar o nivel de protecdo conferido por coleiras impregnadas com insecida
em 300 mil cées, a qual mostrou queda de 50% da prevaléncia da infeccdo. ApoOs esse
resultado o MS elaborou uma pesquisa a fim de testar a sua custoefevidade e, essa
comprovou se tratar de um insumo custoefevo (34).

CONCLUSOES

E urgente a unifo entre as trés esferas de governo, gestores e ciéncia, para que a
tomada de decisdes sobre acGes de enfrentamento da LV seja norteada por evidencias
cientificas capazes de fornecer ferramentas menos agressivas, mais eficazes e justas em
conjunto a implantacdo de educacdo em saude na préatica cotidiana da comunidade e de
servigos de controle desta zoonose.
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Resumo: Dispor de &gua de boa qualidade para o consumo humano € aspiracdo dos povos
e objetivo estratégico dos governos. A vigilancia da agua de abastecimento publico visa
assegurar padrdes de seguranca e qualidade aceitaveis, em conformidade com a legislacdo
vigente. Dentre os varios parametros, destaca-se o fluoreto, importante indicador da
qualidade da &gua, pois em concentracbes adequadas auxilia na prevencdo da cérie
dentaria, ja teores excessivos podem ser relacionados a fluorose dentaria e esquelética. O
objetivo deste trabalho foi avaliar as concentragdes de fluoreto das aguas de abastecimento
publico e os processos de fluoretacdo dos municipios da regido de Marilia e Assis — SP, no
periodo de 2016 a 2020, por meio de uma pesquisa descritiva com levantamento,
compilacdo, tratamento dos dados e interpretacdo dos resultados das analises de fluoreto.
Do total de 6.541 amostras, 66,6% (4.360 amostras) estavam de acordo com a legislagéo
vigente, 33,4 % (2.181) em desacordo, sendo 25,6% abaixo de 0,6 mg/L F e 7,8% acima
de 0,8 mg/L F, correspondentes a 1.672 e 509 amostras, respectivamente. A analise do
processo de fluoretagdo mostrou ineficiéncia no processo de manutencdo dos niveis de
fluoreto de 50% dos municipios avaliados no periodo de 2016 - 2020. O monitoramento da
concentracdo de fluoreto é de grande relevancia para a avaliacdo da qualidade da agua
destinada a consumo humano, devido a protecdo ou risco que pode oferecer a salde
dentaria. A analise dos resultados de fluoreto deste estudo permitiu uma avaliacdo dos
sistemas de fluoretacéo e aponta para a necessidade de medidas mais efetivas em relacéo a
fiscalizacdo dos sistemas de distribuicdo para a adequacdo do processo, que garanta dgua
com concentracdo de fluor em niveis desejaveis para a protecdo da céarie e fluorose
dentéria.

Palavras—chave: aguas; fluoretacéo; fluoreto; monitoramento

INTRODUCAO

A &gua é um dos recursos naturais mais importantes a manutencdo da vida e
fundamental ao desenvolvimento das atividades econdmicas e sociais. Dispor de agua para
consumo humano de boa qualidade é aspiracdo dos povos e objetivo estratégico dos
governos, 0 que se expressa na implementacdo de politicas pablicas que tem no
saneamento um pilar importante da protecdo social (FRAZAO & NARVAI, 2017). A
vigilancia da agua de abastecimento publico visa assegurar padrfes de seguranca e
qualidade aceitaveis para o consumo humano, em conformidade com a legislacéo vigente.

A agua adequada para o consumo humano é aquela considerada doce, porém agua
doce ndo significa agua potavel e para isso ela precisa ser de boa qualidade, livre de
contaminagédo e qualquer substancia toxica (GEO BRASIL, 2007). A depender do uso, 0s
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padrdes de qualidade da agua variam, sendo os padrbes de potabilidade da agua para o
consumo humano estabelecidos pela Portaria n°® 888 de 4 de maio de 2021, do Ministério
da Saude (BRASIL, 2021).

Dentre os parametros analisados para a determinacdo dos padrdes de qualidade da
agua, destaca-se o fluoreto, um importante indicador da qualidade, pois a ingestdo sem
controle do fldor assim como a sua auséncia na agua de abastecimento publico sdo
problemas de salde publica, uma vez que, podem indicar protecdo ou risco a salde
dentaria (LOPES, 2012). A legislacéo vigente no estado de Séo Paulo, Resolucdo SS 250
de 15 de agosto de 1995, da Secretaria de Estado da Saude (SES), estabelece que o teor
ideal de ions fluoretos seja de 0,7 mg/L e considera dentro do padrdo de potabilidade a
faixa de 0,6 a 0,8 mg/L F(SAO PAULO, 1995).

A fluoretacdo das aguas de abastecimento publico pode ocorrer de maneira natural
ou através da adicdo controlada de compostos de flior (DUARTE, 2008). A fluoretacdo
dos sistemas publicos de abastecimento é considerada a medida de saude mais eficaz na
prevencdo da cérie dentaria, por apresentar grande alcance populacional e melhor custo
beneficio (FERREIRA et al., 2013), entretanto, uma das principais preocupac¢des quanto a
fluoretacdo das &guas é a incapacidade de controlar a dose ingerida pelo individuo,
podendo contribuir para o risco da fluorose, visto que o flior também esta presente em
alimentos e produtos odontoldgicos (MAGALHAES, 2018).

O monitoramento do processo de fluoretacdo e das concentracdes de fluoreto foi
instituido pelo Programa de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano
(PROAGUA) e o Centro de Laboratério Regional — Instituto Adolfo Lutz de Marilia
realiza analises periodicas de amostras de 4gua de 62 municipios pertencentes a regido de
Marilia e Assis - SP.

Considerando a importancia da fluoretacdo de &guas destinadas ao consumo
humano, o objetivo deste trabalho foi avaliar as concentracdes de fluoreto das aguas de
abastecimento publico e os processos de fluoretacdo de municipios da regido de Marilia e
Assis — SP, no periodo de 2016 a 2020.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma pesquisa descritiva por meio de levantamento, compilacéo,
tratamento dos dados e interpretacdes dos resultados das analises de rotina de fluoreto,
referentes a0 PROAGUA. Os dados foram extraidos do sistema de gerenciamento de
amostras laboratoriais (GAL) no periodo de 2016 a 2020. A determina¢do da concentracdo
de fluoreto foi feita pelo método potenciométrico com eletrodo ion seletivo, analisando os
resultados com base na Resolugdo SS 250 de 15 de agosto de 1995, considerando como
resultados satisfatorios aqueles entre a faixa de concentragdo de 0,6 e 0,8 mg/L de F e
insatisfatorios qualquer resultado fora dessa faixa, tanto inferior quanto superior.

A avaliacdo do processo de fluoretacdo tomou por base o critério estabelecido por
Stancari, Dias Jr e Freddi (2014), com modificacGes e foram estabelecidos quatro perfis:
satisfatorio (S), para aqueles que obtiveram ao menos 4 vezes a porcentagem anual de 80%
ou mais de amostras aprovadas, insatisfatorio (1) para aqueles que obtiveram ao menos 4
vezes a porcentagem anual inferior a 80% ou mais de amostras condenadas, variavel (V),
para municipios que apresentaram variagdo de amostras aprovadas e condenadas e um
quarto perfil foi estabelecido para aqueles municipios que apresentaram uma melhoria no

desempenho (MD) da fluoretacdo das aguas durante os anos analisados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises de fllor expressos em mg/L F~ das amostras de &gua
provenientes dos 62 municipios das regides de Marilia e Assis — SP e a avaliagdo do
processo de fluoretagdo, estdo apresentados na Quadro 1.
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Quadro 1 — Avaliacdo da concentracdo de fluoreto de amostras de agua de abastecimento
publico e do processo de fluoretacdo de 62 municipios da regido de Marilia e Assis.

Municipio GVS concentragdo Fluoreto N2 de amostras Perfil do

<0,6 mg/L % 0,6-0,8mg/L % >0,8mg/L % coletadas municipio
Adamantina XIX - Marilia 2 1,65 119 98,35 0 0 121 S
Alvaro de Carvalho XIX - Marilia 1 2,13 42 89,36 4 8,51 47 S
Alvinlandia XIX - Marilia 10 19,61 37 72,55 4 7,84 51 \
Arco-iris XIX - Marilia 3 5,56 51 94,44 0 0,00 54 S
Assis Xl —Assis 0 0,00 227 96,19 9 3,81 236 S
Bastos XIX - Marilia 21 18,10 85 73,28 10 8,62 116 \Y
Bernard. Campos XIIl —Assis 13 14,13 71 77,17 8 8,70 92 \
Bora XII = Assis 3 6,12 42 85,71 4 8,16 49 S
Campos Novos Paulista XIX - Marilia 43 93,48 1 2,17 2 4,35 46 |
Candido Mota Xl - Assis 41 35,04 59 50,43 17 14,53 117 \Y
Canitar XIIl —Assis 15 23,08 42 64,62 8 12,31 65 \
Chavantes Xl = Assis 42 38,18 48 43,64 20 18,18 110 \
Cruzélia XIIl —Assis 0 0,00 52 96,30 2 3,70 54 S
Echapord XIX - Marilia 3 5,36 52 92,86 1 1,79 56 S
Esp. Sto. Turvo XIIl —Assis 6 10,53 47 82,46 4 7,02 57 S
Ferndo XIX - Marilia 4 7,41 43 79,63 7 12,96 54 S
Flérida Paulista XIX - Marilia 26 14,69 150 84,75 1 0,56 177 MD
Florinea Xl = Assis 4 11,11 31 86,11 1 2,78 36 S
Galia XIX - Marilia 16 28,57 37 66,07 3 5,36 56 Vv
Garga XIX - Marilia 31 24,80 77 61,60 17 13,60 125 Vv
Guaimbé XIX - Marilia 37 56,92 27 41,54 1 1,54 65 Vv
Guarantd XIX - Marilia 39 75,00 8 15,38 5 9,62 52 \
Herculandia XIX - Marilia 188 70,94 64 24,15 13 4,91 265 \
lacri XIX - Marilia 0 0,00 49 92,45 4 7,55 53 S
Ibirarema XIIl —Assis 79 74,53 26 24,53 1 0,94 106 |
Indbia Paulista XIX - Marilia 4 7,14 52 92,86 0 0,00 56 S
Ipaussd XIIl — Assis 58 51,79 53 47,32 1 0,89 112 Vv
Julio Mesquita XIX - Marilia 22 44,00 10 20,00 18 36,00 50 \
Lucélia XIX - Marilia 5 2,84 163 92,61 8 4,55 176 S
Lupércio XIX - Marilia 38 34,23 67 60,36 6 5,41 111 \
Lutécia Xl —Assis 3 6,00 44 88,00 3 6,00 50 S
Maracafi Xl - Assis 17 14,41 100 84,75 1 0,85 118 Vv
Marigpolis XIX - Marilia 23 21,30 85 78,70 0 0,00 108 S
Marilia XIX - Marilia 117 39,53 171 57,77 8 2,70 296 Vv
Ocaugu XIX - Marilia 70 64,81 25 23,15 13 12,04 108 Vv
Oleo Xl - Assis 4 7,02 50 87,72 3 5,26 57 S
Oriente XIX - Marilia 5 8,62 43 74,14 10 17,24 58 Vv
Oscar Bressane XIX - Marilia 3 5,88 47 92,16 1 1,96 51 S
Osvaldo Cruz XIX - Marilia 40 22,60 136 76,84 1 0,56 177 Vv
Ourinhos Xl - Assis 43 18,22 111 47,03 82 34,75 236 Vv
Pacaembu XIX - Marilia 112 51,14 92 42,01 15 6,85 219 Vv
Palmital Xl - Assis 49 42,61 54 46,96 12 10,43 115 Vv
Paraguagu Pta. XIIl —Assis 1 1,02 95 96,94 2 2,04 98 S
Parapud XIX - Marilia 3 2,83 99 93,40 4 3,77 106 S
Pedrinhas Pta. Xl —Assis 2 3,39 57 96,61 0 0,00 59 S
Platina Xl - Assis 15 27,78 38 70,37 1 1,85 54 Vv
Pompéia XIX - Marilia 22 18,97 45 38,79 49 42,24 116 \Y
Pracinha XIX - Marilia 7 12,96 47 87,04 0 0,00 54 S
Queiroz XIX - Marilia 1 1,89 52 98,11 0 0,00 53 S
Quintana XIX - Marilia 2 3,51 53 92,98 2 3,51 57 S
Ribeirdo do Sul Xl = Assis 11 17,46 43 68,25 9 14,29 63 \
Rindpolis XIX - Marilia 152 49,35 131 42,53 25 8,12 308 Vv
Sagres XIX - Marilia 9 8,26 94 86,24 6 5,50 109 S
Salmourdo XIX - Marilia 7 12,28 48 84,21 2 3,51 57 MD
Salto Grande XIIl —Assis 46 39,66 33 28,45 37 31,90 116 \Y
S3o Pedro Turvo Xl = Assis 46 60,53 14 18,42 16 21,05 76 |
Sta Cruz Rio Pardo Xl - Assis 17 14,41 99 83,90 2 1,69 118 \Y
Taruma XII —Assis 15 13,16 85 74,56 14 12,28 114 Vv
Timburi Xl = Assis 7 13,21 46 86,79 0 0 53 \
Tup3 XIX - Marilia 31 7,49 375 90,58 8 1,93 414 S
Ubirajara XIX - Marilia 3 7,14 39 92,86 0 0,00 42 S
Vera Cruz XIX - Marilia 35 30,17 77 66,38 4 3,45 116 \
S=satisfatério ; | =insatisfatério; V=varidvel; MD =melhoria de desempenho

I
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Do total de 6.541 amostras, 4.360 (66,6%) estavam de acordo com a legislacéo,
apresentando a concentracao de fluor entre a faixa de 0,6 e 0,8 mg/L F~, 2.181 (33,4%) em
desacordo, sendo que dessas, 1.672 (25,6%) estavam abaixo de 0,6 mg/L F e 509 (7,8%)
acima de 0,8 mg/L F.

O fldor presente na agua destinada ao consumo humano pode ser tanto benéfico
quanto maléfico a salde. Muitas pesquisas tém comprovado o efeito benéfico da
fluoretacdo das &guas na prevencdo da cérie dentaria (FRAZAO & NARVAI, 2017;
SOUSA et al., 2018) desde que presente em concentracdes adequadas, entretanto, teores
excessivos de fldor tém sido observados e associados a fluorose dentéria e esquelética
(GUISSOUMA et al., 2017).

Quanto aos perfis em que 62 municipios foram classificados, 26 (41,9%) foram
classificados como satisfatdrios (S), 3 (4,8%) insatisfatdrios (I) e 31 (50%) como variaveis,
apenas 2 (3,2%) dos municipios mostraram uma melhoria no desempenho (MD) durante o0s
anos da avaliacdo. Com base nessa analise, foram considerados adequados os perfis S e
MD, porém a classificacdo de 50% dos municipios como varidveis comprova a dificuldade
e a ineficacia desses municipios no processo de manutencdo dos niveis de fluoretos.

CONCLUSOES

A realizacdo de andlises para determinar as concentrac@es de fluoreto é de extrema
importancia e 0 monitoramento periodico permite avaliar a qualidade da agua dos sistemas
publicos de distribuicdo bem como seus processos de fluoretacdo. Este estudo identificou
deficiéncias no processo de fluoretacdo e dos 62 municipios avaliados, 50% apresentaram
um perfil variavel, apontando a necessidade de medidas mais efetivas em relacdo a
fiscalizacdo para a adequacdo do processo de fluoretacdo, garantindo assim a presenca do
flior em niveis desejaveis, promovendo a protecdo contra a carie dentéria e evitando a
ocorréncia de fluorose.
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Resumo: Infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um dos principais
problemas de saude publica em todo o mundo, especialmente as infec¢des causadas por
bactérias multirresistentes (MDR). Com o surgimento do virus SARS-CoV-2, houve um
grande aumento de internacdes em unidades de terapia intensiva por pacientes infectados
pelo novo coronavirus, com consequente uso intensivo de antimicrobianos nos mesmos,
representando maior risco para a selecéo e aumento da disseminacao de bactérias MDR. Os
carbapenémicos sdo drogas beta-lactamicas de amplo espectro muito utilizadas no
tratamento de infecgbes graves causadas por bacilos Gram-negativos. Apesar do amplo
espectro de acdo destes antibioticos, tem sido frequente o isolamento de cepas produtoras
de enzimas denominadas carbapenemases do tipo NDM, que confere resisténcia a todos 0s
antibidticos beta-lactamicos, inclusive os carbapenémicos. O objetivo deste estudo foi
investigar, por meio de levantamento bibliografico de artigos cientificos publicados até
setembro de 2021, o impacto da COVID-19 na disseminacao das carbapenemases do tipo
NDM. Com o levantamento bibliogréafico realizado, foi descrito a presenca de cepas
carreadoras de NDM em pacientes acometidos pela COVID-19 em varios paises como a
Franca e a Espanha; também foi relatado um aumento de deteccbes de bactérias MDR
durante a pandemia. Além disso, dois estudos mostraram diminui¢do da disseminacdo de
bactérias MDR devido a maior preocupacao com o cumprimento de medidas de Prevencao
e Controle de Infeccdo (PCI). A literatura cientifica sugere que a pandemia de COVID-19
pode ter tido um impacto negativo no aumento da resisténcia aos antimicrobianos e na
disseminacéo de carbapenemases.

Palavras—chave: bactérias multirresistentes; carbapenemases; NDM; SARS-CoV-2

INTRODUCAO

Em marco de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou pandemia de
COVID-19, doenca respiratoria viral causada pelo novo coronavirus denominado SARS-
CoV-2. Embora a maioria dos pacientes com COVID-19 apresentem sintomas leves, em
uma minoria pode haver piora do quadro clinico com manifestagbes multissistémicas,
cursando com sindrome respiratoria aguda com necessidade de longos periodos de
internacdo em unidades de terapia intensiva (DAVID, 2021; SENOK et al., 2021).

As Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo um dos principais
problemas de saude publica em todo o mundo, especialmente as infec¢des causadas por
bactérias multirresistentes (MDR). O surgimento do virus SARS-CoV-2, somado a
utilizacdo intensiva de antibidticos nestes pacientes, representam um risco para a selecdo e

aumento destas bactérias MDR (SENOK et al., 2021).
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Os carbapenémicos sdo antibioticos beta-lactamicos de amplo espectro e
constituem uma das Unicas alternativas terapéuticas para o tratamento de infeccdes graves
causadas por bactérias multirresistentes, principalmente bacilos Gram-negativos.
Entretanto, com a utilizacdo intensiva e indiscriminada dos carbapenémicos, houve
emergéncia e disseminacdo de novos mecanismos de resisténcia, sendo a producdo de
enzimas denominadas carbapenemases do tipo KPC e NDM, um dos mecanismos de maior
importancia, pois as mesmas conferem resisténcia a todos os antibidticos beta-lactamicos.
A presenca de cepas produtoras dessas enzimas diminui as opcbes de tratamento,
aumentando o tempo de internacdo e causando grande impacto na salde publica
(CANTO'N et al., 2020; MOJICA et al., 2021; PERROTTA; PERRINI, 2021).

O objetivo deste estudo foi investigar, por meio de levantamento bibliografico de
artigos cientificos, o impacto da COVID-19 na disseminacdo das carbapenemases do tipo
NDM. A importancia deste estudo estd na pequena quantidade de publica¢bes sobre
infeccdes bacterianas MDR carreadoras de carbapenemases, especialmente NDM, durante
a pandemia.

MATERIAL E METODOS

A abordagem metodologica empregou como instrumento a pesquisa exploratoria de
carater bibliogréafico, de artigos publicados no periodo de marco de 2020 a setembro de
2021, utilizando como base de dados PubMed, Google Académico, LILACS e SciELO. Os
unitermos selecionados para a pesquisa, associados ou ndo, foram: NDM, carbapenemases,
carbapenem resistant, metallo-beta-lactamase, healthcare-associated infection, antibiotic
resistance, antimicrobial resistance, multi-drug resistance, COVID-19, resisténcia
bacteriana, SARS-CoV-2.

O processo de busca incluiu 46 artigos, portarias e demais investigagcdes baseadas
em evidéncias cientificas e/ou de carater investigativo epidemiologico/operacional.

Os critérios de exclusdo foram: testes de eficcia de antimicrobianos e inibidores in
vitro, pesquisas veterinarias, biobancos e/ou fora do periodo deste estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos estudos relatam que um grande numero de pacientes com COVID-19 foi
acometido por infecgdes secundarias e as bactérias MDR estdo entre os principais agentes
(DUMITRU et al, 2021; PASCALE et al, 2021; PINTADO et al, 2021; POLLY et al,
2021).

Em um hospital de Nova York, foram detectados isolados produtores de NDM em
cinco pacientes internados em UTI por COVID-19, submetidos a procedimentos invasivos,
com uso de imunossupressores e exposicao excessiva aos antibidticos. Este estudo foi um
dos primeiros a relatar isolados produtores de NDM em pacientes com COVID-19 (NORI
et al, 2020).

Em um estudo conduzido por Farfour e colaboradores na Franca, em 2020, isolados
de Escherichia coli produtora de NDM-5 foram encontrados em 12 leitos de UTI de
pacientes com COVID-19. Ja em outro estudo conduzido por Livias e colaboradores no
Peru, em 2021, também com pacientes internados por COVID-19, foram detectados
diversos isolados carreadores dos genes NDM e CTX-M, os quais até entdo nunca haviam
sido identificados neste hospital peruano.

No Brasil, na cidade de Porto Alegre, em estudo realizado por Perez e
colaboradores (2021), observou-se uma alta taxa de resisténcia por Pseudomonas
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aeruginosa produtora de NDM-1 durante a pandemia de COVID-19 (PEREZ; CARNIEL,;
NARVAEZ, 2021).

Na Itdlia, um estudo epidemioldgico realizado com pacientes internados por
COVID-19, foi evidenciado que esses pacientes apresentavam um risco aumentado de
adquirir cepas produtoras de NDM (PORRETTA et al, 2020).

Em um estudo retrospectivo realizado na Espanha, foi observado um grande
aumento nas infec¢Bes por bactérias produtoras de carbapenemases ao longo dos anos,
principalmente durante 2020, coincidindo com a pandemia de COVID-19. As
carbapenemases mais frequentemente encontradas foram OXA, VIM, KPC e
principalmente NDM (CANO-MARTIN et al, 2021).

O'Toole em uma revisdo da literatura, Australia, 2021, observou um aumento da
incidéncia de enterobactérias produtoras de NDM e de A. Baumannii produtora de
carbapenemase ao se comparar os periodos pré e pds-pandemia de COVID-19. O aumento
no tempo de hospitalizacdo foi apontado como um fator de risco para a aquisicdo da
coinfecgéo.

Apesar da maioria das pesquisas do presente estudo indicar um crescimento no
nimero de isolados com cepas multirressistentes, alguns estudos indicaram baixa
incidéncia de cepas multirresistentes.

No estudo de Senok e colaboradores, em 2021, foi encontrada baixa ocorréncia de
coinfeccdes em pacientes com COVID-19, mesmo com predominio de bactérias Gram-
negativas. Segundo os autores, uma possivel explicacdo para esses achados é devido aos
programas de controle antimicrobiano implantados neste hospital, localizado em Umm al-
Quwain, Emirados Arabes Unidos.

No estudo retrospectivo de Chamieh e colaboradores, foi relatado o perfil de
resisténcia antimicrobiana em hemoculturas, em um hospital de Beirut, Libano, no periodo
de janeiro de 2015 a dezembro de 2020. Curiosamente, houve um decréscimo de 16% nas
bacteremias no periodo da pandemia. Eles atribuem esse decréscimo ao uso racional de
antimicrobianos e da prevencdo e controle das infecgdes (CHAMIEH et al, 2021).

A diminuicdo da disseminacdo de bactérias MDR tem sido atribuida a alguns
fatores, dentre eles o isolamento dos pacientes com COVID-19, o aumento da assepsia das
mdos e da desinfeccdo ambiental, a construcdo de novas instalagbes exclusivas para
pacientes com COVID-19 ndo colonizados com bactérias multirressitentes, o
distanciamento fisico e 0 uso de mascaras que diminuiram o contato entre os profissionais
e os pacientes. Além disso, também se observou que os hospitais mais preparados para a
pandemia e com mais recursos foram menos impactados com a sobrecarga (MONNET;
HARBARTH, 2020).

O impacto da pandemia sobre a disseminacdo de microrganismos MDR ¢é variavel
de acordo com Clancy, Buehrle e Nguyen (2020) e deve ser analisado conforme o hospital
e a regido geogréafica. Monnet e Harbarth (2020) em sua revisdo da literatura também
observaram uma variagdo sobre o impacto da pandemia na propagacdo de MDR.
Realizaram a comparacdo de quais fatores poderiam ter contribuido para o aumento ou
para a diminuicdo das IRAS. Segundo os pesquisadores, alguns fatores favoraveis ao
aumento foram a terapia preventiva com antibiéticos de amplo espectro, a hospitalizacdo
prolongada, lotacdo das UTIs, escassez de profissionais treinados, uso da mesma luva em
pacientes diferentes, entre outros. J& os fatores que podem ter contribuido para a
diminuicdo foram o0 aumento da higienizacdo das maos e do uso de EPIs, melhorias na
desinfeccdo ambiental, construcdo de instalacbes exclusivas para COVID-19, dentre
outros.
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CONCLUSOES

Com o levantamento bibliografico realizado, foi descrito a presenca de cepas
carreadoras de NDM em pacientes acometidos pela COVID-19 em varios paises, assim
como também um aumento de isolados de bactérias MDR durante a pandemia. A literatura
cientifica sugere que a pandemia de COVID-19 pode ter tido um impacto negativo no
aumento da resisténcia aos antimicrobianos e na disseminacdo de carbapenemases.

Cabe ressaltar também que dois estudos mostraram diminui¢do da disseminagéo de
bactérias MDR devido a maior preocupacdo com o cumprimento de medidas de Prevencéo
e Controle de Infeccdo (PCI), fundamentais para garantir a seguranca dos pacientes
hospitalizados, pois a maioria das medidas de PCI essenciais para controlar a disseminagéo
do SARS-CoV-2, também contribuiu para reduzir a disseminacdo de bactérias resistentes
aos antimicrobianos.
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Resumo: Nas Ultimas décadas os fungos microscépicos emergiram como patdgenos
primarios e com a introducdo de novas classes de antifingicos, adogdo de medidas
profilaticas tem provocado uma mudanca nos perfis de espécies de leveduras que causam
infeccBes em seres humanos. Essas novas espécies de leveduras consideradas emergentes
e reemergentes estdo sendo cada vez mais comuns. O objetivo deste trabalho foi descrever
os perfis de suscetibilidade aos principais antifungicos utilizados na pratica clinica em
espécies de leveduras menos comuns/emergentes diagnosticadas no Nucleo de Micologia
do Instituto Adolfo Lutz entre o periodo de novembro de 2020 a agosto de 2021. A
identificacdo das espécies foi feita utilizando método de protebmica MALDI-TOF-MS e
realizado o teste de sensibilidade antifangica em microdiluicdo em caldo com fluconazol,
micafungina, voriconazol, anidulafungina e anfotericina B por método de referencia AFST
EUCAST 7.3.2. Ao todo foram selecionadas 35 amostras, totalizando 17 espécies
diferentes do género Candida, Trichosporon, Wickerhamomyces, Saccharomyces e
Rhodotorula e outros. A maioria dos isolados mostrou ser suscetivel aos antiflgicos
testados. Contudo, trés isolados do complexo Candida haemulonii apresentou resisténcia
ao voriconazol, fluconazol e anfotericina B. Os 3 isolados do género Rhodotorula
apresentaram resisténcia cruzada ao fluconazol e voriconazol. A incidéncia das infec¢Ges
fangicas tem aumentado nos Gltimos anos, por isso existe a necessidade da utilizacdo de
metodologias que permitam uma identificacdo rapida e precisa tanto das espécies quando
dos perfis de sensibilidade antifungica com finalidade de auxiliar no tratamento e manejo
dessas infecgoes.

Palavras—chave: Identificacdo; Perfis de sensibilidade antifingica; Infec¢des fungicas
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas os fungos emergiram como patdogenos primarios e/ou
oportunistas e se estabeleceram como causadores de infecgdes de alta morbidade,
principalmente em individuos imunossuprimidos (ENOCH, D. A.; LUDLAM, H. A,
BROWN, N. M. 2006). A partir da década de 1980, uma maior atenc¢do tem sido dada ao
diagnostico de infecgdes ocasionadas por fungos devido ao surgimento de fatores de risco
como as consequéncias ocasionadas pelo desenvolvimento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), maior tempo de internagdao de pacientes e até mesmo
o aumento do uso de procedimentos invasivos (ELLIS, D. et al. 2000).

Apesar de poucas classes de antifungicos disponiveis, os mais utilizados nos
tratamentos de infec¢Bes flngicas invasivas sdo triazdis, equinocandinas e poliénicos que
possuem diferentes espectros de acdo. Porém, acredita-se que o uso prolongado e
indiscriminado destes farmacos para profilaxia e tratamento empirico induz a resisténcia a
antifangicos ocasionando falha terapéutica, além de possivel selecdo de espécies
emergentes e reemergentes potencialmente resistentes aos antifingicos utilizados no
tratamento clinico (COLOMBO, A. L.; JUNIOR, J. N.; GUINEA, J. 2017; TRABULSI, L.
R.; ALTERTHUM, F. 2015).

A vigilancia da resisténcia dos isolados de levedura € essencial para definir
tendéncias, fornecer informagfes necessarias para estudos epidemioldgicos e laboratoriais
com finalidade de auxiliar o tratamento e 0 manejo dessas infec¢fes que apresentam alta
mortalidade (ELLIS, D. et al. 2000).

Desse modo, esse trabalho buscou descrever os perfis de suscetibilidade aos
principais antifungicos utilizados na prética clinica em espécies de leveduras menos
comuns diagnosticadas no Nucleo de Micologia (NM) do Instituto Adolfo Lutz - Séo
Paulo.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 35 isolados de espécies de leveduras menos comuns na rotina
laboratorial, excluindo o complexo C. albicans, complexo C. parapsilosis, complexo C.
glabrata, C. tropicalis e C. krusei. Esses agentes foram identificados no laboratério do NM
no periodo de novembro de 2020 a agosto de 2021, oriundos de hospitais do estado de Sao
Paulo, provenientes de diversos materiais bioldgicos humanos: urina, sangue, liquido
cefalorraquidiano, lavado broncoalveolar, secrecdo bronquica, secrecdo traqueal, escarro,
abscesso e bidpsia.

As amostras foram recuperadas da micoteca do NM e repicadas em &gar Sabouraud
com cloranfenicol, incubadas a 30°C no periodo de 24 a 72 horas, para garantir a
viabilidade das leveduras. Apo6s o repique inicial as amostras foram plaqueadas em agar
cromogénico, para garantir que ndo houve contaminagdo nem mistura entre mais de um
microrganismo.

Por fim, foi realizado o repique das amostras em &gar Sabouraud com cloranfenicol
para a identificacdo pela técnica do MALDI-TOF-MS (Bruker, Massachusetts, EUA) e no
agar Sabouraud sem cloranfenicol para realizagdo do Teste de Sensibilidade aos
antifangicos.

Para realizacdo do método MALDI TOF MS que consiste na analise protedbmica por
Espectrometria de Massa e Tempo de Voo, a cultura do isolado fingico deve ser recente,
sido realizada 24 horas antes. Com a utilizacdo de uma alca descartavel, uma pequena
porcdo da col6nia foi colocada no orificio (spot) da placa de platina especifica para o
equipamento MALDI-TOF MS, no caso, Bruker Daltonics Microflex. Em seguida, a
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extragdo proteica foi realizada com duas aplicacdes de aplicado 1 pL de acido féormico a
70% com o intervalo de 15 minutos de secagem entre elas. Apds a secagem foi adicionado
1 uL de matriz HCCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid), apds a secagem da matriz, a
placa foi levada para o equipamento para a realizacdo da analise. O equipamento atribui
uma pontuagdo (score) que varia de 0.000 até 3.000. Sendo de 0.000 a 1.699 sem
identificacdo possivel; de 1.700 a 1.999 identificacdo de género; de 2.000 a 2.299 uma
identificacdo confiavel do género e uma possivel identificagdo de espécie; de 2.300 a 3.000
altamente provavel identificacdo de especie (PASTERNAK, J. 2012).

O preparo das placas de antiflngicos seguiu os procedimentos prescritos pelo
documento E.DEF 7.3.2, 2020 — Teste de Microdiluicdo em caldo para leveduras do
Comité Europeu — EUCAST (ARENDRUP, M. C. et al. 2020). Sendo utilizados os
seguintes antifungicos: fluconazol, voriconazol, micafungina, anidulafungina e anfotericina
B.

Para a realizacao dos testes de suscetibilidade aos antifungicos (TSA), foi realizado
um repique recente das amostras (24 horas). Em cada placa é possivel testar oito amostras,
porém as Ultimas duas fileiras da placa foram adicionadas as cepas padrdo Candida krusei
(ATCC 6258) e Candida parapsilosis (ATCC 22019) como controle de qualidade e para
validacdo do método. Durante o processo as placas de anfotericina B sdo protegidas da luz
devido a fotossensibilidade deste antifingico. Assim, as placas contendo os antifingicos
foram retiradas do congelador -70 para realizacdo do TSA.

Em um reservatorio estéril para solugdes em “v” foi adicionado o meio RPMI 1640
e com a utilizacdo da pipeta multicanal foi pipetado 200ul na primeira coluna e 100ul na
décima segunda coluna de todas as placas.

Em um tubo de ensaio contendo 5ml de solucéo salina foi realizada uma suspensao
flngica na escala 0,5 de Mcfarland, condizente com 1x10° UFC/mL (unidade formadora de
col6nia). Em um segundo tubo, contendo 9 mL de RPMI 1640, foi adicionado 1 ml deste
indculo, totalizando 10 mL.

A solucéo foi colocada em um novo recipiente estéril em "v", sendo um para cada
amostra, e com a pipeta multicanal, foi adicionado 100ul do in6culo nos pogos de 2 a 12,
sendo uma linha para cada amostra. Ao fim do processo as placas foram levadas para a
estufa a 30°C e mantidas por até 24 horas até ser realizada a leitura e determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (MIC - minimum inhibitory concentration).

Desse modo, devido a auséncia de pontos de corte clinicos (breakpoints) para as
cepas utilizadas nesse trabalho, foram utilizados pontos de corte epidemiologicos (ECOF)
para analisar os resultados de TSA, sendo determinado isolados selvagens que apresentam
valores abaixo ou igual o ECOF e néo-selvagens, que apresentam valores acima do ECOF,
(RODRIGUES, D. K. B. et al. 2021). As interpretacdes segundo espécies e antifingicos
estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Pontos de cortes epidemioldgicos disponiveis utilizados para classificacdo das
espécies em selvagens e ndo-selvagens.

Agente FCz MCF VRZ AND AMB
Candida guilliermondii* 16 ma/L 2 mg/L 0,5 ma/L 4 mg/L 2 mg/L
Candida dubliniensis* Img/L 012mg/L 0,01mg/L 0,12mg/L  2mg/L
Candida lusitaniae* 4 mg/L 0,5mg/L 0,03 mg/L 2 mg/L 2 mg/L
Candida guilliermondii** 8 mg/L - 0,25 mg/L - 2 mg/L
Candida dubliniensis** 05mg/L 0,12mg/L 0,03mg/L 0,12 mg/L 2 mg/L
Candida kefyr** Img/L 0,12mg/L 0,015mg/L 0,25 mg/L -

FCZ, fluconazol;MCF, micafungina; VCZ, voriconazol; AND, anidulafungina; AMB, anfotericina B
*LI, M. C. et al 2021; ** PFALLER, M. A.; DIEKEMA, D. J. 2012
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Das 35 amostras recuperadas, foram confirmadas 17 diferentes espécies de

leveduras, das quais, o género Candida foi o mais comum, representando 60% (21/35) das
amostras. Outros agentes como Trichosporon, Wickerhamomyces, Saccharomyces e
Rhodotorula, aparecem em menor quantidade. A Tabela 02 apresenta os resultados das
concentragdes inibitdrias minimas (MIC) dos antifingicos e a identificacdo protedmica em
dois testes no MALDI-TOF MS para garantir um resultado mais seguro.

Tabela 2 - Resultado do Teste de Sensibilidade Antifungica (TSA) utilizando fluconazol,
micafungina, voriconazol, anidulafungina, anfotericina B.

Ne Identificacdo FCz MCF VRZ AND AMB
01 Kodamaea ohmeri 8mg/L 025mg/L 0,03mg/L  0,5mg/L 1 mg/L
02  Candida duobushaemulonii 64 mg/L 0,12mg/L 0,015mg/L 0,5 mg/L 4 mg/L
03 Candida guilliermondii 32 mg/L 1 mg/L 4 mg/L 1 mg/L 1 mg/L
04 Candida guilliermondii 2mg/L  0,25mg/L 0,015mg/L 0,25mg/L  1mg/L
05 Geotrichum capitatum 1mg/L  0,25mg/L 0,06 mg/L 1 mg/L 2 mg/L
06 Candida norvegensis 2mg/L  0,12mg/L 0,12mg/L 0,12mg/L 2 mg/L
07 Trichosporon asahii 4 mg/L >8mg/L  0,03mg/L  >8 mg/L 2 mg/L
08 Rhodotorula spp >64 mg/L  >8 mg/L 2 mg/L >8 mg/L 1 mg/L
09 Candida kefyr 0,5mg/L 0,03mg/L 0,015mg/L 0,06 mg/L 0,25 mg/L
10 Candida kefyr 0,5mg/L 0,12mg/L 0,015mg/L 0,12mg/L 2 mg/L
11 Candida kefyr 0,5mg/L  0,25mg/L 0,015mg/L 0,25mg/L 1 mg/L
12 Candida lusitaniae Img/L 0,25mg/L 0,015mg/L 0,5mg/L 1 mg/L
13 Candida lipolytica 0,5mg/L 0,06 mg/L 0,015mg/L 0,06 mg/L 2 mg/L
14 Candida lusitaniae 05mg/L 012mg/L 0,03mg/L 05mg/L 0,5mg/L
15 Geotrichum capitatum 2 mg/L 1mg/L 0,25 mg/L 2 mg/L 2 mg/L
16 Candida dubliniensis 0,25mg/L 0,06 mg/L >8mg/L 0,25mg/L 0,5 mg/L
17 Candida lusitaniae 0,25mg/L 0,25mg/L  0,03mg/L 0,25mg/L 1 mg/L
18 Candida lusitaniae 0,5mg/L 025mg/L 0,06 mg/L 0,12mg/L  1mg/L
19 Saccharomyces cerevisiae ~ 0,25mg/L 0,25mg/L 0,12 mg/L 0,5 mg/L 2 mg/L
20 Candida guilliermondii 2 mg/L 1 mg/L 0,06 mg/L 4 mg/L 1 mg/L
21 Trichosporon asahii 2 mg/L >8mg/L 0,06 mg/L 8 mg/L 2 mg/L
22 Wickerhamomyces anomalus 64 mg/L 0,06 mg/L 4 mg/L 0,03mg/L  1mg/L
23 Trichosporon japonicum 2 mg/L >8mg/L 0,06 mg/L 8 mg/L >8 mg/L
24 Candida dubliniensis 0,25mg/L 0,03mg/L 0,12mg/L 0,25mg/L 0,5 mg/L
25 Trichosporon asahii 4 mg/L >8mg/L 0,06 mg/L 4 mg/L 1 mg/L
26 Candida Kefyr 0,25mg/L 0,12mg/L 0,03mg/L 0,25mg/L  1mg/L
27 Rhodotorula mucilaginosa ~ >64 mg/L  >8 mg/L 1 mg/L >8mg/L  0,5mg/L
28  Candida duobushaemulonii 2mg/L 0,12 mg/L 2 mg/L 0,25mg/L 8 mg/L
29 Candida intermedia Img/L 012mg/L >8mg/L 0,12mg/L 0,5 mg/L
30 Saccharomyces cerevisiae 05mg/L 0,25mg/L 0,06 mg/L 0,25mg/L  2mg/L
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31 Candida kefyr 0,25mg/L 0,12mg/L 0,03mg/L 0,25mg/L  2mg/L
32 Candida norvegensis 8mg/L 0,12mg/L 0,12mg/L 0,25mg/L  1mg/L
33 Wickerhamomyces anomalus 2mg/L  0,03mg/L 0,12mg/L 0,03mg/L  1mg/L
34 Candida haemulonii >64 mg/L 0,06 mg/L 8 mg/L 0,25mg/L 2 mg/L

35 Rhodotorula mucilaginosa ~ >64 mg/L  >8 mg/L 1 mg/L >8mg/L  0,5mg/L
FCZ, fluconazol;MCF, micafungina; VCZ, voriconazol; AND, anidulafungina; AMB, anfotericina B

E valido ressaltar que na auséncia de estudos de farmacocinética e farmacodinamica
para caracterizar as cepas em sensiveis e resistentes a partir de pontos de cortes clinicos
pode ser utilizado pontos de cortes epidemiologicos que permitem categorizar as cepas em
selvagens e ndo-selvagens. Cepas consideradas selvagens séo aquelas que provavelmente
ndo possuem nenhum mecanismo de resisténcia ativado (ESPINEL-INGROFF, A,
TURNIDGE, J. 2016).

Apenas um isolado de Candida guilliermondii (33,3%)(amostra 3) foi classificado
como ndo-selvagem, por apresentar MICs de 32mg/L para fluconazol e 4mg/L voriconazol
(LI, M. C. et al 2021). Os quatro isolados de Candida lusitanie foram consideradas cepas
selvagens, apresentando baixos MICs para os 5 antifungicos, dados semelhantes a outros
estudos sobre esse agente . Os dois isolados de Candida dubliniensis apresentaram MICs
baixos para anidulafungina (ambos com 0,25mg/L), sendo que um deles (amostra 16)
apresentou MIC elevado para o antifingico voriconazol (>8mg/L) (PFALLER, M. A;;
DIEKEMA, D. J. 2012; LI, M. C. et al 2021).

Os cincos isolados de Candida kefyr foram considerados selvagens, apresentando
valores de MICs abaixo do ECOF, dados similares foram observados por outros autores.
(PFALLER et. al., 2012;).

Apesar de ndo possuirem publicacdes sobre pontos de cortes clinicos e nem pontos
de corte epidemioldgicos do complexo Candida haemulonii, os MICs foram considerados
altos quando comparados com outras espécies Candida. Contudo, ja é conhecido que as
espécie do complexo Candida haemulonii possuem resisténcia a um grande numero
antifingicos utilizados na pratica clinica (COLOMBO, A. L.; JUNIOR, J. N.; GUINEA, J,
2017; BEN-AMI, R. et al 2017; KHAN, Z. U. et al. 2007). Dois isolados de Candida
duobushaemulonii apresentaram menor sensibilidade para os antifingicos voriconazol,
fluconazol e anfotericina B. Sendo que um deles apresentou alto valor de MIC para
fluconazol (64 mg/L) e anfotericina B (4 mg/L) e o outro para voriconazol (2 mg/L) e
anfotericina B (8 mg/L).

O isolado de Candida haemulonii stricto sensu se destacou por apresentar
multirresisténcia - resisténcia a mais de uma classe de antifungicos - e resisténcia cruzada -
resisténcia a mais de um antifingico da mesma classe -, esse isolado apresentou MICs
altos para fluconazol, maior que 64 mg/L; voriconazol, 8 mg/L e anfotericina B, 2 mg/L.

Outros autores tém demonstrado a importancia dessas espécies devido ao aumento
de casos de infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) e também pelos altos
indices de resisténcia clinica e in vitro aos principais antifungicos utilizados para o
tratamento. (RODRIGUES, D. K. B. et al. 2021; LI, M. C. et al. 2021; COLOMBO, A. L,;
JUNIOR, J. N.; GUINEA, J, 2017; BEN-AMI, R. et al. 2017)

O género Rhodotorula foi 0 que apresentou maior resisténcia aos antifingicos da
classe dos triazois analisados voriconazol e fluconazol confirmando resultados descritos
em outros trabalhos ao redor do mundo. (GHARAGHANI, M.; TAGHIPOUR, S.; ZAREI
MAHMOUDABADI, 2020; MICELI, M. H.; DIAZ, J. A.; LEE, S. A., 2011; FERA, M.
T.; LA CAMERA, E.; DE SARRO. 2009).
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CONCLUSOES

O método de protebmica MALDI TOF MS apresentou resultados répidos e
acurados e foi capaz de identificar espécies raras, demonstrando ser ferramenta importante
no laboratdrio de micologia médica.

Foram identificadas cepas apresentando resisténcia cruzada e multirresisténcia
dentre as amostras estudadas, chamando a atencdo para a realizacdo da metodologia de
referéncia de microdiluicdo em caldo para identificar cepas com potencial de resisténcia
aos antifungicos utilizados na clinica.

O diagnostico de espécies emergentes, bem como a vigilancia dos perfis de
resisténcia desses agentes pode auxiliar o tratamento e manejo dessas infeccGes que
apresentam altas taxas de mortalidade.
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O céncer do colo do Utero ainda permanece como uma importante causa de morte na
populacdo feminina. No Brasil, o exame de Papanicolaou deve ser realizado em mulheres
na faixa dos 25 a 64 anos como teste de rastreamento. Durante a pandemia de COVID-19,
o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) recomendou o
adiamento dos servicos de rastreio. O objetivo deste estudo foi descrever os dados de
rastreio citopatologico entre 2016 e 2021 disponibilizados pelo departamento de
informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS). O total de exames citopatolgicos
disponibilizados em 2016, 2017, 2018, 2019, 2020 e 2021 foi respectivamente: 5.507.311,
6.358.074; 6.862.217; 7.075.767; 4.003.199; 4.052.256. O total de exames por mulheres
abaixo dos 25 anos foi de respectivamente: 841.541; 941.727; 995.887; 989.452; 529.592;
520.989. Em mulheres dos 25 aos 64 foi de respectivamente: 4.349.237; 5.056.497;
5.482.483; 5.692.118; 3.263.620; 3.340.303. Em mulheres acima dos 64 anos o total de
exames por ano foi: 316.533; 359.850; 383.847; 394.197; 209.987; 190.964. Ja o total de
lesGes detectadas por ano foi de respectivamente 138.198; 159.357; 187.580; 208.670;
132.804; 136.177. O periodo de pandemia afetou a quantidade de exames disponibilizados
pelo DATASUS e foi observada diminuicdo na quantidade de lesdes pré-neoplésicas e
neoplasicas detectadas. Mulheres com idade fora da recomendacdo de rastreamento
continuaram realizando exames citopatolégicos, ainda que em menor quantidade.

Palavras-chave: deteccdo precoce de céancer; neoplasias do colo do Utero; pandemia
COVID-19; teste de Papanicolaou.

INTRODUCAO

O cancer do colo do utero é o terceiro mais incidente na populacdo brasileira
feminina e a quarta causa de morte de mulheres com céncer. Estima-se que no Brasil em
2020 ocorreram 16.710 novos casos e 6.596 mortes em 2019 (INCA, 2021a).
Mundialmente, sdo estimados 530.000 novos casos e 275.000 mortes (OLUSOLA, P;
BANERJEE, H.N.; PHILLEY, J.V; DASGUPTA, 2019)2. Esta neoplasia esta relacionada
com a infeccdo persistente pelo Papilomavirus humano (HPV) de alto risco (HU; MA,
2018)° associada a outros fatores, como inicio precoce da vida sexual, tabagismo, uso
prolongado de anticoncepcionais orais, imunidade entre outros (INCA, 2021a)*. De acordo
com o grau da doenca, as lesbes pré-cancerosas sdo classificadas como lesGes de baixo
grau (LSIL), que tém maior taxa de regressao espontanea e lesdes de alto grau (HSIL), que
tém maior probabilidade de evoluirem para carcinoma (SAWAYA; HUCHKO, 2017;
SELLORS; SANKARANARAYANAN; OPAS, 2004)*°.

O periodo entre a infec¢do e o desenvolvimento do carcinoma cervical é cerca de
10 a 15 anos, criando uma janela de oportunidade para a deteccdo precoce das lesbes pré-
cancerosas através de programas de rastreio (JOHNSON et al., 2019; MAURA et al.,
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2018)%7. O exame de Papanicolaou é a metodologia utilizada pelo Sistema Publico de
Salde (SUS) brasileiro para deteccdo precoce da doenca, devendo ser realizado
periodicamente pela populacdo feminina com 25 a 64 anos. Além disso, conforme as
diretrizes brasileiras, mulheres com citologia anterior classificada como atipia de células
escamosas de significado indeterminado (ASC-US) ou LSIL realizam o exame
citopatologico com intervalo de seis meses a um ano por motivo de repeticdo e mulheres
com atipias de células escamosas ndo sendo possivel excluir lesdo de alto grau (ASC-H),
HSIL, carcinoma de celulas escamosas (CCE), células glandulares atipicas (AGC),
adenocarcinoma in situ (AlIS), adenocarcinoma invasor (Al), atipias de origem indefinida
(AOI), e outras neoplasias, com biopsia negativa ou de LSIL, realizam o exame
citopatoldgico apds seis meses por motivo de seguimento (INCA, 2016)8. Entretanto, no
contexto da pandemia da COVID-19 a partir de 2020, o Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA) emitiu uma nota técnica orientando o adiamento do
exame de Papanicolaou em mulheres sem suspeita de malignidade e o desencorajamento
de praticas de rastreamento em mulheres fora da populacio alvo (INCA, 2020)°.

Como resultado da suspensdo temporaria do rastreio e atraso na execucdo das
condutas de seguimento de lesdes previamente diagnosticadas, alguns estudos alertam
sobre a possibilidade de aumento de ocorréncia de lesdes avancadas e de cancer nos
préximos anos (CASTANON et al., 2021; WENTZENSEN; CLARKE; PERKINS,
2021)11 Assim sendo, devido a importancia do cancer do colo do Gtero na satde publica
e da relevancia do exame de Papanicolaou como estratégia de rastreio, este trabalho teve
como objetivo descrever os dados de rastreio citopatoldgico entre os anos de 2016 e 2021
disponibilizados pela plataforma do Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Satude (DATASUS), a fim de melhor compreender o impacto da pandemia no rastreamento
durante esse periodo.

MATERIAL E METODOS

Os dados de rastreamento foram extraidos do DATASUS Tabnet, uma plataforma
online que disponibiliza informacBes sobre dados epidemioldgicos, demograficos etc.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021)'?. Exames citopatoldgicos realizados pelo SUS s&o
registrados em dois principais sistemas: SISCAN (Sistema de Informag&o do Céncer) uma
plataforma on-line; e SISCOLO (Sistema de Informacdo do Controle do Céancer do Colo
do Utero). O DATASUS disponibiliza apenas os dados de exames registrados no SISCAN.
Sendo assim, ndo foi possivel incluir a totalidade de exames citopatolégicos realizados
pelo sistema publico no periodo estudado. Os dados dos exames foram pesquisados
segundo os critérios: populacdo feminina rastreada entre janeiro de 2016 e setembro de
2021, populacéo rastreada por regido; motivo do exame; atipias escamosas, glandulares e
outras atipias (entre janeiro de 2016 a setembro de 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra a quantidade dos exames citopatoldgicos registrados no
SISCAN e obtidos pela plataforma DATASUS. E importante ressaltar que os dados de
2021 estdo incompletos ja que sO foi possivel coleta-los até setembro. Em 2020 houve
reducdo acentuada na quantidade de exames realizados por motivo de rastreamento.
Entretanto, observa-se maior propor¢do de exames realizados por motivo de repeticdo e
parece ndo ter havido reducdo na propor¢do em exames realizados por motivo de
seguimento em relacdo aos demais anos. Esse perfil provavelmente foi delineado sob
influéncia da nota técnica emitida pelo INCA, que recomendou o adiamento do exame de
Papanicolaou (INCA, 2020)°. Além disso, 0 medo de contrair a infeccio pelo virus SARS-
CoV-2 nas unidades de saude tornou as pacientes elegiveis receosas em procurar 0S
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servicos de salide para realizar o rastreamento (BASU et al., 2021)*3. A tabela 1 também
indica tendéncia de aumento de testes citopatoldgicos em 2021, podendo refletir um
processo de retomada no rastreio citopatoldgico.

Tabela 1 - Dados de rastreamento distribuidos por motivo do exame, regides e faixa etéria
e anormalidades citologicas obtidos pelo SISCAN.

2016 2017 2018 2019 2020 2021

Rastreamentol 5.357.696 6.188.945 6.696.085 6.909.350 3.898.972 3.962.068
(97,28%) (97,34%) (97,58%) (97,65%) (97,40%) (97,77%)

Repeticao’ 27.915 34.942 37.658 46.229 31.963 25.192
(0,51%)  (0,55%)  (0,55%)  (0,65%)  (0,80%)  (0,62%)

Seguimento® 121.700 134.187 128.474  120.188 72.264 64.996
(2,21%)  (211%)  (1,87%)  (1,70%)  (1,81%)  (1,81%)

Total 5.507.311 6.358.074 6.862.217 7.075.767 4.003.199 4.052.256

Faixa etaria

<10 1.234 1.281 1.161 1.368 504 377
10a14 15.110 15.649 15.799 14.742 1.527 6.842
15a24 825.197 924.797 978.927 973.342 521.561 513.770
25a34 1.214.407 1.381.859 1.469.256 1.503.864 841.823 863.268
35a44 1.243.826 1.464.375 1.599.692 1.661.522 951.619 988.102
45 a 54 1.137.720 1.325.387 1.436.831 1.487.360 867.712 891.290
55a 64 753.284 884.876 976.704 1.039.372 602.466 597.643
65a74 267.531 306.749 329.935 341.160 184.142 169.472
> 74 49.002 53.101 53.912 53.037 25.845 21.492
Rastreamento por regido

Norte 257.414 307.844 441.114 478.956 274.460 323.609
Nordeste 1.502.023 1.944.946 2.215.190 2.201.997 1.208.641 1.302.814
Centro-Oeste 480.642 478.887 504.586 557.139 291.604 272.523
Sudeste 1.807.701 2.122.666 2.170.262 2.211.320 1.285.537 1.283.569
Sul 1.459.558 1.503.753 1.531.086 1.626.380 942.966 869.824

1Rastreamento: exames realizados periodicamente na populagdo sem exame anterior alterado. 2Repeti¢éo:
exames refeitos ap6s um resultado alterado (ASC-US ou LSIL). 3Seguimento: exames realizados ap6s um
resultado de ASC-H, HSIL, CCE, AGC, AIS, Al, AOI e outras neoplasias.

Na distribuicdo dos exames por faixa etaria foi observada a realiza¢do do rastreio
em meninas com idade igual ou abaixo dos 14 anos. Por ser uma doenca de evolucéo lenta
e com baixa incidéncia em mulheres abaixo dos 25 anos levanta-se 0 questionamento da
necessidade e dos motivos que levam a execucdo do rastreio do cancer cervical em uma
populagdo tdo jovem (SAWAYA; HUCHKO, 2017; DECEW et al., 2013)*. Uma
hipbtese seria o carater oportunista do rastreio citopatolégico no Brasil, motivando a
realizacdo do exame por outros objetivos que ndo necessariamente o rastreio do cancer
(INCA, 2016)8. Um estudo publicado em 2021 na Franca avaliou a realizagio do rastreio
em mulheres abaixo dos 25 anos através de um banco de dados epidemiologico. O estudo
concluiu que a execucdo do rastreamento em idades precoces resulta em intervengdes
desnecessérias e traz poucos beneficios na deteccdo de lesdes pré-neoplasicas em uma
populagdo com baixa incidéncia para esse cancer (MIGNOT et al., 2021)®. De forma
semelhante, Campaner e Fernandes (2021)'® demonstraram que apesar da alta prevaléncia
de citologias anormais em mulheres de até 24 anos, a maior parte desses exames
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correspondeu a lesdes de baixo grau. Portanto, o rastreio em mulheres e meninas abaixo
dessa faixa etaria pode trazer poucos beneficios na deteccdo do cancer cervical e resultar
em intervencdes excessivas que podem afetar a vida reprodutiva dessas jovens. Todas as
regibes apresentaram menor registro de exames cadastrados no DATASUS em 2020 em
relacdo aos anos anteriores, conforme mostrado na tabela 1.

Os dados da tabela 2 mostram que em compara¢do aos anos anteriores, no ano de
2020 foram detectados menor nimero de lesbes, porém as frequéncias de lesdes parecem
ter tido um aumento discreto. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que a quantidade de
mulheres que realizaram exame citopatoldgico por motivo de rastreamento ter diminuido
em maior proporcdo do que os exames realizados por motivo de repeticdo em relagcdo aos
demais anos. A histdria natural do cancer do colo do Utero se caracteriza por um longo
periodo de ocorréncia de lesbes precursoras assintomaticas com altas taxas de regressdo
espontdnea, justificando o inicio do rastreio na fase adulta (SELLORS;
SANKARANARAYANAN; OPAS, 2004; INCA, 2016)>%. Considerando isso, apesar da
diminuicdo da quantidade de atipias e lesbes detectadas no periodo avaliado por este
estudo, o adiamento temporario da realizacdo do rastreio em mulheres mais jovens ou com
lesbes menos graves (ASC-US, LSIL e AGC) pode nédo prejudicar essas mulheres.
Entretanto, serdo necessarios mais estudos para avaliar se esta reducdo ira se refletir em
aumento de casos de cancer do colo uterino nos proximos anos. Segundo o INCA, regides
norte e nordeste tém as menores taxas de cobertura e alta mortalidade pelo cancer do colo
do datero, portanto devem-se reforcar as politicas de rastreio em regides com baixa
cobertura, pois nesses locais a populacdo feminina pode ter mais risco de ndo ter suas
lesGes pré-neoplasicas detectadas precocemente (INCA, 2021b)*’,

Tabela 2 — Total de anormalidades citoldgicas registrados no DATASUS e proporcéo em relagao
ao total de exames realizados em cada ano no periodo de janeiro de 2016 a setembro de 2021.

Anormalidades 2016 2017 2018 2019 2020 2021
citologicas (%) (%) (%) (%) (%) (%)
ASC-US? 60.627 68.477 81.774 95.097 62.635 62.724
(1,101) (1,077) (1,192) (1,344) (1,565) (1,548)

LS|L2 38.327 43.690 48.996 50.154 30.236 30.939
(0,696) (0,687) (0,714) (0,709) (0,755) (0,764)

ASC-H? 14.079 16.911 21.247 24.242 15.086 16.468
(0,256) (0,266) (0,310) (0,343) (0,377) (0,406)

HSIL® 16.029 19.850 23.619 25.223 15.962 16.590
(0,291) (0,312) (0,344) (0,356) (0,399) (0,409)

CCE® 622 736 880 972 662 633
(0,011) (0,012) (0,013) (0,014) (0,017) (0,016)

AGCS 7.354 8.289 9.739 11.435 7.337 7.782
(0,134) (0,130) (0,142) (0,162) (0,183) (0,192)

AlS7 209 222 294 283 206 202
(0,004) (0,003) (0,004) (0,004) (0,005) (0,005)

NG 152 185 234 303 153 183

(0,003) (0,003) (0,003) (0,004) (0,004) (0,005)

AOI° 710 863 681 823 436 566
(0,013) (0,014) (0,010) (0,012) (0,0112) (0,014)

Outras 89 134 116 138 91 90
Neoplasias (0,002) (0,002) (0,002) (0,002) (0,002) (0,002)

Total de exames 138.198 159.357 187.580 208.670 132.804 136.177
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LASC-US: atipias de células escamosas de significado indeterminado. 2LSIL: lesdo intraepitelial escamosa de
baixo grau. 3ASC-H: atipias de células escamosas ndo sendo possivel excluir leséo de alto grau. *HSIL: leséo
intraepitelial escamosa de alto grau. SCCE: carcinoma de células escamosas. SAGC: células glandulares
atipicas. “AlS: adenocarcinoma in situ. 8Al: adenocarcinoma invasor. °AOI: atipias de origem indefinida.

CONCLUSAO

O periodo de pandemia afetou a quantidade de exames realizados pelo SUS e
disponibilizados pelo DATASUS. A reducéo de ocorreu principalmente pelo por motivo de
rastreamento e em termos de proporcdo observou-se maior frequéncia de mulheres que
realizaram citologia por motivo de repeticdo e frequéncia semelhante aos demais anos por
motivo de seguimento. Houve diminuicdo na quantidade de lesbes pré-neoplasicas
detectadas. Mulheres com idade fora da recomendacdo de rastreamento continuaram a
realizar exames citopatoldgicos, ainda que em menor quantidade mesmo durante a
pandemia.
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Resumo: O cancer de colo uterino é um grave problema de saude publica. No Brasil, o
Ministério da Saude (MS) recomenda o exame citopatolégico como método de
rastreamento e propGe o monitoramento periddico de indicadores de qualidade para
avaliacdo de desempenho dos laboratorios da rede publica de saide (SUS). O objetivo
deste trabalho foi descrever o perfil de qualidade dos laboratérios de citopatologia do
Estado de Sdo Paulo que utilizaram o SISCAN, em 2019. Os dados foram obtidos na
plataforma DATASUS e tabulados no Microsoft Office Excel 2016 para calculo do indice
de positividade (IP), percentuais de células escamosas atipicas (ASC) em relacédo ao total
de exames satisfatorios e alterados, razdo ASC/lesdo intraepitelial (ASC/SIL), indice de
insatisfatoriedade e percentual de lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL). Em 2019, dos
118 laboratérios que realizaram exames citopatolégicos no SUS, 59 (50%) emitiram
resultados pelo SISCAN. O IP médio do estado foi 2,9%, ASC/exames satisfatorios 1,8%,
ASC/exames alterados 61,5%, ASC/SIL 1,9 e HSIL/exames satisfatorios 0,26%. Dos
829.856 exames realizados, 0,89% foram classificados como insatisfatorios, sendo o
dessecamento da amostra a principal causa. Observou-se que 50% dos laboratérios
utilizaram o SISCAN para emissdo dos resultados, dificultando o seguimento e
acompanhamento online das pacientes. O IP e o percentual de HSIL foram abaixo do
recomendado. Conscientizar os profissionais sobre a importancia do SISCAN para
integracdo dos resultados, bem como a ado¢do de estratégias de controle de qualidade e
capacitacdo periddica sdo fundamentais para a melhoria da qualidade do rastreamento do
cancer de colo uterino.

Palavras—chave: citologia; controle de qualidade; indicadores de qualidade; programa de
rastreamento; teste de Papanicolaou
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INTRODUCAO

O céncer do colo do Utero, apesar de ser prevenivel, é o terceiro tipo de cancer mais
incidente na populagéo feminina e a quarta causa de morte mais comum por cancer (IARC,
2020).1 No Brasil, em 2019, ocorreram 6.596 mortes devido a esta doenca, sendo a taxa de
mortalidade de 5.33/100 mil mulheres (INCA, 2021).2 Frente a este cenario, a OMS
(Organizacdo Mundial da Salde) elaborou um guia com diretrizes para rastreamento e
tratamento de lesdes pré-cancerosas a fim de acelerar a eliminacéo do cancer cervical. Para
atingir tal objetivo, foram propostas metas até o ano de 2030, sendo uma delas 70% de
cobertura de triagem com teste de alto desempenho (WHO, 2021). ® No Brasil, o rastreio
baseia-se na realizacdo periddica do exame citopatoldgico e segue as diretrizes do
Ministério da Saude (MS) (BRASIL, 2016a). 4

O exame citopatoldgico, ou exame de Papanicolaou, consiste na avaliacdo
morfologica de células esfoliadas do colo do Utero, fixadas em I&mina de vidro, coradas e
analisadas sob um microscopio optico para verificar a presenca de células anormais (pre-
cancerosas ou cancerosas). E um método subjetivo, pois varia de acordo com condices
pré-analiticas, analiticas e pos-analiticas (COLLACO et al., 2005; COLLACO; ZARDO,
2008).>°

A fim de melhorar a qualidade e confiabilidade dos exames citopatologicos o
Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) desenvolveu o manual
de gestdo da qualidade para laboratdrios de citopatologia, revisado e adequado a Portaria n°
3.388, de 30 de dezembro de 2013, que redefiniu a qualificagdo nacional em citopatologia
na prevencdo do cancer do colo do datero (QualiCito). O manual direciona 0s
procedimentos de monitoramento interno e externo da qualidade (MIQ e MEQ), com
intuito de identificar ndo conformidades e implementar medidas corretivas e preventivas,
através da avaliacdo de indicadores de qualidade (BRASIL, 2013a; BRASIL, 2016b)."®
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo descrever o perfil de qualidade dos
laboratérios de citopatologia da Rede Publica de Saude do Estado de Sao Paulo (SP) que
utilizaram o Sistema de Informacédo do Cancer (SISCAN), em 2019.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma andlise retrospectiva de dados obtidos na plataforma do
DATASUS, dos laboratorios credenciados ao Sistema Unico de Saude (SUS) em SP que
realizaram exames citopatolégicos no ano de 2019 e utilizaram o sistema SISCAN para
emisséo dos laudos e faturamento.

Os dados utilizados foram o numero total de exames realizados (satisfatorios,
insatisfatorios e alterados), causas de insatisfatoriedade das amostras, representatividade da
juncdo escamocolunar (JEC) e célculo dos indicadores de qualidade. Foram considerados
como exames alterados os casos com diagndstico de ASC-US; ASC-H; AGC-SOE; AGC-
FN; LSIL; HSIL; HSIL ndo podendo excluir microinvasdo; carcinoma epidermoide
invasor; adenocarcinoma in situ; adenocarcinoma invasor cervical (BRASIL, 2012).°

Os calculos foram realizados no Microsoft Office Excel 2016. Para avaliagdo da
qualidade dos laboratérios foram analisados os indicadores: indice de positividade (IP;
valor referéncia: 3 a 10%), percentuais de células escamosas atipicas (ASC) em relagdo ao
total de exames satisfatorios (valor referéncia: <5%) e alterados (valor referéncia: <60%),
razdo ASC/lesdo intraepitelial (ASC/SIL; valor referéncia: <3), indice de insatisfatoriedade
(valor referéncia: <5%) e percentual de lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL; valor

referéncia: >0,4%) (BRASIL, 2016b).8
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No ano de 2019, 118 laboratorios prestaram servico ao SUS em SP, sendo que 59
(50%) utilizaram o SISCAN. Estes laboratérios realizaram 829.856 exames citopatoldgicos
cervicais, sendo que 7.359 (0,89%) foram classificados como insatisfatérios e 24.063
(2,89%) alterados. A distribuicdo das frequéncias de exames alterados foi de: 12.615
(1,5%) ASC-US, 2.186 (0,3%) ASC-H, 5.635 (0,7%) LSIL, 2.019 (0,2%) HSIL, 149
(0,02%) HSIL ndo podendo excluir microinvasdo, 91 (0,01%) carcinoma epidermoide
invasor, 1.089 (0,13%) AGC-SOE, 227(0,03%) AGC-FN, 17 (0,002%) adenocarcinoma in
situ, 35 (0,004%) adenocarcinoma invasor.

indice de insatisfatoriedade: Para leitura e interpretacdo correta dos exames
citopatologicos € necessario que o esfregaco citologico seja ideal e satisfatério. O MS
recomenda que este indice ndo exceda 5% do total de exames realizados. De todos 0s
laboratdrios avaliados apenas um ultrapassou esse parametro, com percentual de 15,95%,
sendo a principal causa o dessecamento da amostra, que esta relacionado a coleta e fixacéo
do material (KOSS; GOMPEL, 2006).2° O indice de insatisfatoriedade médio de SP foi
0,89%, sendo as principais causas 0 dessecamento (36,82%), pidcitos (17,78%) e
esfregacos hipocelulares (15,93%).

Os artefatos de dessecamento da amostra ocorrem por falha na fixagdo do material no
momento da coleta, sendo recomendado orientagdo e capacitacdo dos profissionais
responsaveis. A insatisfatoriedade por pidcitos pode ocorrer devido a processo inflamatorio
agudo intenso, nestes casos é recomendada a repeticdo do exame apds tratamento.
(BRASIL, 2013b).1* A hipocelularidade pode ocorrer devido a falha ou dificuldade na
coleta, comum em mulheres pds-menopausa. Nestes casos € importante a capacitacdo
periodica dos profissionais que realizam a coleta do material e em alguns casos, a
estrogenizacdo da paciente pode refletir em melhora da representatividade celular. Laminas
insatisfatorias devem ser repetidas, o que reflete um custo para o sistema de salde e um
desgaste para a paciente (BRASIL, 2013b, 2016a).} 7 Dessa forma, faz-se necessério o
aperfeicoamento e capacitacdo continua dos profissionais, especialmente para o laboratério
que ultrapassou 0s 5% recomendados pelo MS (COSTA et al., 2021).*

Representatividade da JEC: A juncdo escamocolunar (JEC) corresponde a regido de
transicdo entre o epitélio escamoso e o epitélio colunar. E nela que, na grande maioria dos
casos, se inicia a colonizacdo pelo HPV, favorecendo o desenvolvimento de lesbes
precursoras e neoplasias. Foi verificado que 54,85% dos exames realizados no estado em
2019 apresentaram representatividade da JEC. Tal indice é inferior ao percentual (65,3%)
encontrado por MAGALHAES et al. (2020) em Cascavel (PR).% J4 JAKOBCZYNSKI et
al. (2018), verificaram que, ap06s capacitacdo dos profissionais responsaveis pela realizacdo
da coleta, a representatividade da JEC chegou a 85,03%. Sendo assim, sugere-se que seja
implementada a educagéo profissional continuada, a fim de obter amostras cada vez mais
representativas. #

indice de positividade (IP): o IP médio do estado foi de 2,93%, bem préximo ao
limite inferior considerado pelo MS. A anélise individual dos laboratorios revelou indices
entre 0% e 25,65%. Tais variagdes podem ser decorrentes de laboratérios com baixa escala
de producao, preenchimento incorreto do SISCAN ou ainda, em laboratorios de referéncia
secundaria em patologia cervical, visto que estes recebem 0s exames suspeitos para
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confirmagcéo diagndstica (BRASIL, 2016a, 2016b; JONES, 1995; SARTORI, 2016).* & 15
16

Indice de ASC: Observando os indicadores relacionados as ASC, verificou-se que o
indice ASC/satisfatdrios foi de 1,80%; o indice ASC/alterados foi de 61,51% e a razéo
ASC/SIL foi 1,90. A analise conjunta dos resultados nos permite observar que apesar de
um pequeno aumento dos ASC em relacdo aos exames alterados, os outros indices
encontram-se equilibrados, evidenciando que as ASC nédo foram superestimadas no estado.

A andlise individual demonstrou que trés laboratérios ultrapassaram a recomendacédo
do MS para o indice ASC/satisfatorios. Um deles ainda ultrapassou os parametros para 0s
demais indices de ASC, sendo recomendada a capacitagdo continuada destes profissionais
contemplando a revisdo dos critérios diagndsticos de ASC para adequacéo dos indicadores
de atipias (IARC, 2005).1” Outro laboratério que extrapolou o indice ASC/satisfatorios,
trata-se de um prestador de servico de referéncia secundaria. Seu indice elevado de
ASCl/satisfatorio foi compensado pelo indice ASC/alterados e razdo ASC/SIL, o que
significa que apesar do elevado niumero de casos de atipias, a frequéncia de lesGes também
é elevada, equilibrando os indicadores. O terceiro laboratério que ultrapassou as
recomendacdes para ASC/satisfatorios e ASC/alterados manteve a razdo ASC/SIL
adequada, que pode ser justificado por ele utilizar a citologia em meio liquido em sua
rotina. Segundo STABILE et al. (2012) o desempenho diagnéstico da citologia em meio
liguido é superior quando comparado com a citologia convencional, o que poderia
justificar o elevado nimero de alteragdes.*®

Percentual de HSIL: esse indice representa a capacidade dos profissionais de
detectar as lesdes consideradas verdadeiramente precursoras do cancer cervical, visto que
sdo as que possuem maior potencial de progressdo para a doenca. Paises com rastreio
considerado bem-sucedido apresentam elevados percentuais de lesdes de alto grau (HSIL)
e consequente diminuicdo das taxas de incidéncia e de mortalidade do cancer do colo
uterino (BRASIL, 2016a; CORREA et al., 2012).* Verificou-se que grande parte dos
laboratdrios apresentou indice de HSIL abaixo do recomendado, assim como o percentual
médio de SP se manteve inferior ao recomendado (0,26%). Tal fato sugere um déficit na
capacidade de deteccdo das lesBes precursoras do cancer do colo do Utero, o que pode gerar
futuramente altas taxas de incidéncia de cancer cervical (BRASIL, 2016b).28 AZARA et al.
(2014) evidenciam a importancia de se realizar o monitoramento externo de qualidade, que
além de avaliar o desempenho dos laboratdrios, auxilia na melhoria dos indicadores.?°

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo nos permitiu verificar que um dos pontos de dificuldade do programa de
rastreamento brasileiro é a unificacdo de dados, tanto da rede publica quanto da rede
privada de saude, para se conhecer as taxas mais proximas ao real de incidéncia da doenca.
Conforme demonstrado neste estudo, apenas metade dos laboratorios da rede publica
aderiu a utilizacdo do SISCAN, sendo uma limitacdo do estudo, pois os dados disponiveis
correspondem apenas a esta por¢do que utiliza. Ainda que metade dos laboratorios utilize o
SISCAN, constatamos que muitos deles o utilizam apenas com o intuito de faturamento e
ndo inserem no sistema os dados reais de diagndstico das pacientes, emitindo seus laudos
em programas internos do laboratorio. Destacamos que o preenchimento correto do sistema
é fundamental para as bases de dados nacionais, pois dessa forma seria possivel compilar
dados, tracar um panorama do estado, aprimorar o acompanhamento e seguimento das
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pacientes, além de permitir o desenvolvimento de estudos como este, para identificar quais
sdo 0s pontos gque necessitam de intensificacdo de acGes de melhoria e reciclagem de
profissionais.

Considerando os dados obtidos, observou-se que o indice de positividade e o indice
de HSIL foram inferiores ao recomendado, demonstrando que a maioria dos laboratérios
apresentou baixo desempenho no rastreamento do cervical. Diante disso, fica evidente a
importancia de reforcar ou implementar ferramentas de monitoramento interno e externo
da qualidade (MIQ e MEQ) nos laboratdrios, para que os erros e dificuldades, tanto na fase
pré-analitica quanto na fase analitica, sejam detectados e, a partir disso, aplicar medidas
corretivas, como cursos de reciclagem periddicos e programas de capacitacdo profissional,
com intuito de melhorar a qualidade dos exames realizados, reduzir os resultados falso-
negativos, aumentar a confiabilidade do rastreio e consequentemente garantir o sucesso da
prevencdo do cancer do colo uterino, através do programa de rastreamento.
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Resumo: O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus transmitido pela picada de
artropodes hematdfagos da espécie Aedes. Este virus pertence a familia Flaviviridae, género
Flavivirus. Outros Flavivirus conhecidos de importancia para a Saude Publica incluem:
Febre Amarela,Dengue, Chikungunya e outros. O ZIKV foi descoberto na floresta de Zika,
em Uganda em1947. Ap6s alguns relatos de transmissdo na Africa, se espalhou para outros
paises e, em 2015 avancou até a América do Sul de forma preocupante, acometendo
milhares de pessoas. Foi considerado um problema de Saude Publica pela Organizacéo
Mundial da Satde (OMS). No Brasil, foi associado a condi¢Bes neuroldgicas, como
microcefalia e tornou-se a primeira doen¢a ligada a defeitos congénitos em humanos.
Também foram descritos sintomas oculares em neonatos, como a primeira manifestacdo
evidente da doenca, causada pelo ZIKV, em maes infectadas durante a gravidez. O
diagndstico em infectados é impreciso, devido a variedade de sintomas que séo facilmente
confundidos com outros tipos de arboviroses. A identificacdo de linhagem celular
suscetivel ao ZIKV, que permite o isolamento e a identificagdo viral é de extrema
importancia, pois ha poucos relatados na literatura sobre o assunto. Este trabalho tem como
objetivo verificar as alteracdes ultraestruturais em culturas de células C6/36 e cultura de
células SIRC, na presenca do ZIKV, isolado de urina de uma paciente com suspeita de
rubéola. Os resultados foram observados por Microscopia Eletrdnica de Transmissao,
sendo constatados que estas culturas celulares sdo susceptiveis ao virus Zika.

Palavras—chave: Flavivirus; virus Zika; cultura de células C6/36; cultura de células SIRC;
Microscopia Eletrdnica de Transmissdo

INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) foi descoberto casualmente em 1947, durante um estudo sobre
a Febre Amarela na floresta de Zika em Uganda (Africa), em isolamento viral feito a partir
do soro de um macaco Rhesus sentinela febril (GUBLER; VASIL; DICK, 1952). O
segundo isolamento viral foi de mosquito Aedes africanus encontrado no mesmo local, em
1948 (GUBLER; VASILAKIS; MUSSO, 2017). Na Asia, entre 1960 a 1999, foram
identificados ZIKV oriundos de amostras de humanos e de uma variedade de mosquitos,
com prevaléncia do género Aedes albopictus e Aedes aegyptie, tidos entdo como 0s
principais vetores do ZIKV (HADDOW et al., 2012). No final de 2014, houve o
aparecimento de casos da doengana regido Nordeste do Brasil, com sintomas aparentemente
leves, como manchas no corpo e coceira e por vezes febre, que desapareciam sem
tratamento, ap0s quatro a cinco dias. Neste periodo, o Brasil apresentava um aumento de
casos de Dengue, Chikungunya, Rubéola, Parvovirus e Enterovirus, doencas que
apresentam sintomas semelhantes (MINISTERIO DASAUDE, 2017). Em 2015, houve um
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aumento de casos com sintomas clinicos comoconjuntivite, erupcdo cutanea, febre leve e
artralgia, de area endémica de Dengue, porém apresentaram diagnostico soroldgico
negativo para Dengue, concomitantemente, diante do surgimento de aumento de casos de
microcefalia em neonatos e Sindrome de Guillain-Barréem adultos. Outros sintomas foram
relatados neste periodo com menos frequéncia como: dor retro orbital, vomito, diarreia, dor
abdominal e anorexia (HEUKELBACH et al., 2016). Apesar dessas sintomatologias, cerca
de 80% dos individuos infectados com o ZIKV ndo apresentaram sintomas, ou eram
particularmente leves. O ZIKV foi identificadoatravés de exames de biologia molecular e
confirmado por sequenciamento genético. A analise filogenética mostrou que o ZIKV tinha
a mesma sequéncia daquele encontrado na Asia entre 1960 a 1999 (ZANLUCA et al.,
2015). O ZIKV é um Flavivirus, com morfologia icosaédrica, envelopado, medindo entre
40 nm a 50 nm de diametro (CHANCEY et al., 2015). Seu genoma tem aproximadamente
10,0 kilobases, e € constituido por acido ribonucleico (RNA) de fita simples senso-positivo
(ssSRNA(+)). No citoplasma da célula, o RNA viral é traduzido em uma Unica poliproteina,
posteriormente clivada por proteases que codifica proteinas estruturais e proteinas nédo
estruturais (NS) do virus. As proteinas estruturais sdo: Capsideo (C) presente no citoplasma
das células infectadas, que se ligam ao RNA viral formando o nucleocapsideo. O Envelope
(E) realiza o processo de fusdo, responsavel pela ligacdo da membrana viral com a célula
hospedeira, permitindo a entrada do virus; e o precursor Pré-Membrana (prM) gque impede
a fusdo prematura do virus a membrana da célula hospedeira (PIERSON; DIAMOND,
2020). As proteinas NS sdo: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 auxiliam na
replicacdo e sobrevivéncia do virus (SIROHI; KUHN, 2017). O processo de replicacdo do
ZIKV tem inicio na adsor¢édo da particula viral a célula do hospedeiro atravésde receptores.
Vérias moléculas tém-se mostrado capazes de interagir com as particulas dos Flavivirus,
mas poucos foram caracterizados (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). O virus entra na
celula através de endocitose mediada por vesiculas recobertas por clatrina, sendo
encaminhadas para o citoplasma dentro do endossomo, que tem o pH acido e modifica a
proteina E, provocando a trimerizagdo do envelope de modo irreversivel, resultando na fusdo
das membranas virais e celulares (HASAN et al., 2018). A replicacdo do RNA viral ocorre
no citoplasma em associacdo com membranas celulares, formando o chamado “complexo
dereplicacdo viral’, assim iniciando a sintese de uma fita de RNA complementar (RNACc),
com polaridade negativa, que servira de molde para a producdo de novas fitas de RNA
positivo. A formacdo de novas particulas virais imaturas € iniciada no reticulo
endoplasmatico, depoisé secretado para o complexo do Golgi, onde ocorre sua maturagdo
através da clivagem prM em E, que leva a mudanca estrutural na superficie do virion
(YUN; LEE, 2017). O transporte do virus para membrana plasmatica ocorre através de
vesiculas que se fundem a membrana plasmatica da célula do hospedeiro e liberado por
exocitose (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). O ZIKV é transmitido para humanos ou
animais vertebrados através da picada de mosquito da espécie Aedes aegypti presente em
regides tropicais e subtropicais, e Aedes albopictus, encontrados em regifes temperadas,
tropicais e subtropicais (SAMPATHKUMAR; SANCHEZ, 2016). O ZIKV foi encontrado
na urina (OLIVEIRA et al.,2017) , saliva humana (BONALDO et al., 2016), no sémen
(BASARAB at al., 2016), o que sugere transmissao sexual, além de transfusdo sanguinea e
transplacentaria (BRASIL et al, 2016). O isolamento e propagagdo do arbovirus em
laboratdrio vém sendo realizada desde a década de 50 (FIGUEIREDO, 1990), sendo a célula
VERO a linhagem celular mais utilizada, originaria de rim de macaco verde africano. Tém-
se utilizado, as células C6/36, oriundas de larvas de Aedesalbopictus, para estudo de Zika,
Dengue e Chikungunya (WALKER et al., 2014). As Células SIRC (Statens Seruminstitut
Rabbit Cornea), células derivadas de cérnea de coelho Oryctolaguscuniculus (ATCC CCL-
60) sdo suscetiveis ao virus da rubéola e tém sido usadas para propagar e quantificar varios
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tipos de virus (NIEDERKORN et al., 1990). Este trabalho tem como objetivo verificar as
alteracOes ultraestruturais em células C6/36 e em celulas SIRC, na presenca do ZIKV
isolado de urina de uma paciente com suspeita de rubéola.

MATERIAL E METODOS

Células C6/36 (ATCC CLR 1660) e SIRC (ATCC CL 60) foram infectadas com
amostras de ZIKV (cepa do deposito da colecdo de virus do Instituto Adolfo Lutz, isolado
de urina de uma paciente com suspeita de rubéola - n°® BR 310161). Este material ja se
encontrava emblocado em Epon 812, desde 2017. O preparo prévio da amostra foi
realizado no Nucleo de Microscopia Eletronica (NME) do IAL. Células C6/36 (ATCC CLR
1660) e SIRC (ATCC CL 60) foram infectadas com ZIKV por 3 dias e 7 dias
respectivamente, conforme Oliveira et al. (2017). As amostras foram fixadas com
glutaraldeido a 2,5%, em tampao cacodilato de sodio a 0,1 M, pH 7,3, logo apds foram pos-
fixados em tetroxido de 6smio a 1% por 1 hora. Foram desidradados com acetona PA em
concentracdes crescentes (30%,50%,70% 90% e 100%), e infiltrados em resina Epon 812 e
incluidos em moldes de silicone. As amostras foram polimerizadas em estufa a 60°C por 72
horas. Apds a polimerizagdo, os blocos de resina foram desbastados, realizados cortes
semifinos no ultramicrotomo com navalha de vidro. Foram corados com azul de metileno e
visualizados no Microscopio de Luz, para rastreamento da area de interesse. Em seguida,
foram realizados cortes ultrafinos no ultramicrétomo com navalha de diamante (Diatome).
Os cortes foram colhidos em telas de cobre recobertos com parlddio e contrastados com
acetato de uranila 5% aquosa por 10 minutos e citrato de chumbo (segundo Reynolds) por
10 minutos. Os cortes ultrafinos foram observados ao Microscépio Eletronico de
Transmissdo (JEOL/JEM 1011) e as imagens foram obtidas em camera digital (Gatan).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Modelos in vitro utilizados para observar o desenvolvimento do ZIKV e as
alteracOes causadas, em nivel ultraestrutural sdo importantes para entender o processo de
replicacdo viral. Neste estudo, as células C6/36 (ATCC CLR 1660) e células SIRC
(ATCC CL 60) mostraram serem altamente permissivas a infecdo pelo ZIKV. Foram
visualizados vacutolos contendo virus em células C6/36 infectadas, e ZIKV maduro saindo
do Complexo de Golgi em células SIRC.
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Figura 1- (A) Fotomicrografia de células C6/36 (controle) mostram células de diferentes
tamanhos e coloragdo homogénea. Aumento de 400x. Barra=50um (B) Fotomicrografia de
células C6/36 infectada com virus Zika mostram células justapostas, algumas mais claras, que
parecem estar em estado de degeneragdo e outras mais escuras com citoplasma denso,onde quase
ndo se consegue observar o nlcleo; também se observam pequenos granulos escuros espalhados
entre as células. Aumento de 400x. Barra= 50um
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Figura 2 — Elétron micrografia (A) células C6/36 néo infectadas (controle), confirmam o resultado
visualizado ao microscopio de luz. Células contendo pequenos vaclolos com presenca de
estruturas elétron densas, nlcleos com regifes de heterocromatina bastante compactada. Barra=
2um. Em (B) e (C), células C6/36 infectadas com o ZIKV. (B) Células justapostas e células
degeneradas. Barra= 2um. (C) Mostra um vaclolo contendo vérias particulas virais (seta),
préximo & membrana plasmatica. Barra= 0,2 um

Figura 3- (A) Fotomicrografia de células SIRC (controle). Células em diferentes formatos.
Apresentamcélulas justapostas, com nicleos grandes na regido central. Barra= 50pum (B) mostram
célulasjustapostas com citoplasma denso, algumas mais claras e pequenos vactolos. Aumento de
400x. Barras= 50um

g5 g 2 e e,
Figura 4 — Elétron micrografia de células SIRC (controle) (A) estas células apresentam varios
prolongamentos na regido plasmatica. No canto superior direito observa-se uma célula mais clara com
aspecto necrético. Barra= 2um. Em B e C, células SIRC infectadas com ZIKV. (B) varios perfis de
complexo de Golgi ativo, visualizados em cortes transversais e longitudinais secretando particulas virais
(setas), circundado por diversas mitocondrias. Barra= 200um. (C) prolongamentos da membrana plasmatica
de células infectadas pelo ZIKV, tornam-se mais dilatados. Barra= 0,5 pm

48

Sendo o mosquito Aedes o agente transmissor do ZIKV, a susceptibilidade de
células C6/36 (ATCCCLR 1660) ao ZIKV esta ligada diretamente ao seu vetor, pois sdo
provenientes de larvas de Aedes albopictus. A disseminacdo do ZIKV como foi dito
anteriormente, é feita através da picada do mosquito e a multiplicacdo do virus nas
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glandulas salivares € prova notoria daadaptacdo que possuem nos tecidos do mosquito para
replicacdo de arboviroses (FIGUEIREDO, 1990). Ja suscetibilidade do ZIKV em células
SIRC (ATCC CL 60), podeestar ligada a gama de sintomas oftalmoldgicos relatados em
70% de pacientes infectados pelo virus, que incluem catarata, glaucoma, retinopatias e etc
(SOUZA et al., 2021). Os sintomas oculares também foram descritos em neonatos, como a
primeira manifestacdo evidente da doenga causada pelo ZIKV em maes infectadas durante
a gravidez (ZIN et al., 2017). Este trabalho mostra que esta linhagem celular, originaria de
cérnea de coelho podesuportar a replicagdo do Zika virus. O uso de células SIRC para o
crescimento do ZIKV foiinicialmente realizado no trabalho de (OLIVEIRA et al., 2018),
de onde o virus foi isolado.Neste trabalho foram abordados aspectos ultraestruturais do virus
Zika e sua suscetibilidade em células C6/36 e SIRC.

CONCLUSOES

Através da utilizagdo da Microscopia Eletrénica de Transmissao, foi possivel
visualizar as alteracdes celulares provocadas pelo ZIKV e como este utiliza a maqguinaria
celular durante a sua replicacdo, demonstrando a suscetibilidade do ZIKV a estes tipos
celulares. Os resultados apresentados neste estudo destacam a importancia de investigacoes
mais profundas sobre as alteracbes provocadas pelo ZIKV, especialmente em células
SIRC, visto que alguns pacientes infectados por este virus apresentam sintomas e lesdes
oftalmoldgicos bastante sérios. Mais estudos precisam ser realizados devido a
complexidade do ZIKV.
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Introducéo: A agua para consumo humano pode ser definida como aquela que néo oferece
riscos a saude e que atende os padrfes de potabilidade. Em 1992, foi criado o Programa de
Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (PROAGUA), responsavel por
monitorar os ensaios fisicos quimicos, organolépticos e microbiolégicos, melhorando as
condigdes sanitarias e fornecendo um consumo seguro para a populagdo. Objetivo:
Realizar um levantamento bibliografico e avaliar os ensaios microbioldgicos, fisico-
quimicos e organolépticos das adguas para consumo humano distribuidas no estado de S&o
Paulo durante 2001 a 2021. Metodologia: Os dados foram coletados através de artigos
publicados nas bases de dados PubMed, BVS — Biblioteca Virtual em Salde, SCiELO —
Scientific Eletronic Library Online, Google Académico, além de informacdes provindas do
site da CVS — Centro de Vigilancia Sanitaria nos Gltimos 20 anos. Resultados: Com
relacdo as analises fisico-quimicas, dentre as amostras reprovadas, a maioria estava abaixo
do valor minimo permitido de 0,6 mg/L de fluoreto. Nas analises organolépticas destacou-
se a regido do Vale do Ribeira/SP em 2008-2010 com 2,1% e 2,2% de amostras
insatisfatorias em relacdo a cor aparente e turbidez, respectivamente. A respeito das
analises microbioldgicas, a regido de Embu-Guacu/SP apresentou maiores indices de
coliformes totais (33%) e a cidade de Carapicuiba/SP, maior prevaléncia de E. coli (0,8%).
Conclusdo: Considerando os resultados levantados, ressalta-se a importancia do
monitoramento da &gua através do PROAGUA, visando a melhoria das condigbes
sanitarias e um consumo seguro para a populacao.

Palavras—chave: agua de abastecimento; d&gua potavel; controle de qualidade da 4gua
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INTRODUCAO

A agua potavel ou também chamada de agua para consumo humano pode ser
definida como aquela que ndo oferece riscos a salde e que atende os padrbes de
potabilidade sejam eles fisico-quimicos, radioativos e microbiologicos. A Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) relata que 80% das doencas em paises em desenvolvimento sao
causadas devido a ma qualidade da &gua, falta de saneamento bésico e higiene pessoal,
atingindo aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas no mundo no ano de 2008 (1;2;3).

Os principais microrganismos nocivos a salude humana sdo transmitidos pela via
fecal-oral, através da ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados, provocando doencas
como a colera, giardiase, diarreia aguda, amebiase, hepatites, shigelose, entre outras (4;5).

Em 1992, foi criado o Programa de Vigilancia da Qualidade da Agua para
Consumo Humano (PROAGUA), coordenado pelo Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS)
do estado de Séo Paulo, com objetivo principal da promocdo e protecdo da saude da
populacdo através da potabilidade da agua (6;7).

O PROAGUA estabelece o monitoramento dos ensaios fisicos quimicos,
organolépticos e microbioldgicos. Dentre 0s ensaios fisico-quimicos destaca-se a analise
de fluoreto, os organolépticos, turbidez e cor, e 0s ensaios microbioldgicos a presenca e
auséncia de coliformes totais e Escherichia coli (8;9).

A fluoretacdo da agua potavel é de extrema importancia, pois em concentracdes
normais os ions de flior agem na prevencao da carie, porém, em concentracdes elevadas o
fldor pode causar a fluorose dentéria (manchas escuras nos dentes) (10;11;12).

A coloragdo da agua para consumo humano pode variar com a presenga de matéria
organica (substancias humicas e taninos) e metais (ferro e manganés) provenientes da
decomposicdo do solo. Enquanto a mensuracdo da turbidez pode ser influenciada pela
presenca de cloro, manganés, zinco, ferro, areia e matérias organicas (13;14). Com relagédo
as analises microbioldgicas, as bactérias do grupo coliformes sdo consideradas indicadores
da qualidade da agua, sendo a E. coli a principal representante (15).

Sendo assim, é essencial que ocorra 0 monitoramento da agua fornecida para a
populacdo a fim de evitar que ela se torne um transmissor de doencas, afetando a qualidade
de vida, visando a melhoria das condi¢des sanitérias e proporcionando um consumo seguro
(16;17).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento bibliografico afim
de avaliar os ensaios microbioldgicos, fisico-quimicos e organolépticos das aguas para
consumo humano distribuidas no estado de Sdo Paulo no periodo 2001 a 2021.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um referencial tedrico cujos dados foram coletados através de artigos
publicados nas bases de dados PubMed, BVS — Biblioteca Virtual em Saude, SCIELO —
Scientific Eletronic Library Online, Google Académico, além de informagdes provindas do
site da CVS — Centro de Vigilancia Sanitaria nos altimos 20 anos (2001-2021).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A fluoretacdo da dgua para consumo humano € de extrema importancia. Em uma
pesquisa realizada nos municipios que fazem parte do Grupo de Vigilancia Sanitaria XV-
Bauru/SP, entre janeiro de 2002 a junho de 2011, Stancari e colaboradores destacaram que
das 8558 amostras analisadas para determinacdo de ions fluoreto, 5320 (62,2%) foram
consideradas aprovadas, enquanto 3238 (37,8%) foram reprovadas. Ainda, a maioria das
amostras condenadas apresentavam valores abaixo da concentracdo estabelecida pela
legislacdo. Resultados semelhantes foram observados em 2016 na mesma regido, onde
24,66% (256/1038) das amostras foram consideradas insatisfatorias, sendo 14,93%
(155/1038) com concentracdo de fluor inferior e 9,73% (101/1038) acima do permitido
pela legislacdo. Esses resultados apontaram que as principais dificuldades para manter o
controle do flor conforme a legislacdo podem estar relacionadas a: estreita faixa de
aceitacdo da sua concentracdo, condicdes da estacdo de tratamento da agua, bomba de
dosagem, composto de fluor utilizado, falta de capacitacdo da equipe e de mdo de obra
especializada, auséncia de infraestrutura adequada, falta de padronizagdo do método
utilizado, além da presenca de fontes de agua com elevada concentracdo de fldor,
principalmente na regido do estado de S&o Paulo (10;18).

Moimaz e colaboradores analisaram 1508 amostras de dgua no periodo de 2004 a
2012, nos municipios pertencentes a DRS Il de Aracatuba/SP, dessas, 495 (32,8%)
amostras relevaram resultados insatisfatérios para fluoreto. Dentre as dificuldades para
controlar o teor de fluoreto nessa regido, destacam-se as diferentes fontes de captacdo da
agua integrada ao sistema de abastecimento e suas diversas interligacbes na rede de
abastecimento de &gua (19). Em outro estudo realizado na mesma regido entre os anos de
2004 e 2016, foram observados que 49,06% (15940/32.488) das amostras apresentaram
valores insatisfatérios, sendo 24,46% (7945) abaixo de 0,6mg/L e 24,60% (7995) acima de
0,8mg/L. Ressalta-se que a manuten¢do dos equipamentos, treinamento da equipe, recursos
financeiros e a complexidade da rede de distribuicéo representam as principais dificuldades
encontradas para manutencédo do fltor (12).

Em 16 municipios da regido de Aracatuba/SP, foi realizado anélise de fluoreto em
3.929 amostras no periodo de 2012 a 2016. Dessas, 735 (18,71%) amostras estavam com
valor inferior a 0,6mg/L e 501 (12,75%) com valor superior a 0,8mg/L. A variacdo da
concentracdo do ion fluoreto pode ser decorrente da profundidade e da composicéo rochosa
dos mananciais dessa regido, bem como da diluicdo das aguas do manancial proveniente da
chuva (20).

Em um estudo realizado na Grande S&o Paulo entre os anos de 2007 e 2009 os
niveis de fluoreto foram considerados improprios em 12,8% (868/6778) das amostras
analisadas, dessas 11,6% (787/6778) estavam abaixo do limite minimo recomendado de
0,6 mg/L e 1,2% (81/6778) acima do valor maximo permitido de 0,8 mg/L (17). Esse
trabalho corrobora com o realizado por Dovidauskas e seus colaboradores em 88
municipios da regido nordeste do estado de Sdo Paulo entre 2015 e 2016, onde 39,8%
(1730/4347) das amostras foram reprovadas, sendo que 30,2% (1313/4347) apresentaram
teor de fluoreto menor que 0,6 mg/L e 9,6% (417/4347) apresentaram valores acima de 0,8
mg/L (21).
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Em relacdo aos aspectos organolépticos, um estudo realizado no Vale do
Ribeira/SP, no periodo 2008-2010 observou que 2,2 % (28/1254) das amostras
apresentaram turbidez acima do VMP e 2,1% (26/1254) de amostras apresentaram cor
aparente acima do VMP. Além disso, o ferro estava presente em 6,1 % (77/1254), dessas,
27,27% (21/77) estavam com a cor e turbidez acima do padrdo recomendado, revelando
que a presenca de ferro na dgua pode ser responsavel por alterar esses parametros, sendo
proveniente do encanamento enferrujado ou da prépria natureza das rochas (22).

Na regido nordeste do estado de Sdo Paulo entre 2015 e 2016, 0,39% (17/4347) e
0,30% (13/4347) das amostras foram classificadas como insatisfatorias por apresentarem
resultados acima do VMP de cor e turbidez, respectivamente (21). Resultados semelhantes
foram observados na regido de Bauru/SP em 2016, onde, 0,35% (10/2896) e 0,48%
(14/2896) das amostras foram reprovadas, devido a cor e turbidez, respectivamente. O
aumento da cor e turbidez da agua é resultante da presenca de metais, particulas em
suspensdo ou de matéria organica vinda através de residuos industriais e domésticos (18).

Em relacdo as analises microbiol6gicas, Passos e colaboradores desenvolveram
estudos na Baixada Santista/SP em 2011 e 2012, e observaram uma prevaléncia de 12%
(425/3519) de coliformes totais e 0,6% (23/3519) de E. coli. (23). Em 2016 na regido de
Bauru 4,31% (125/2.897) das amostras apresentaram coliformes totais e 0,35% (10/2897)
Escherichia coli, além disso, baixas concentracbes de cloro residual livre foram
observadas. Esses resultados sdo um reflexo da higiene das dguas brutas e de seu processo
de tratamento, relatando que existe uma correlacdo entre a incidéncia de coliformes com os
baixos niveis de cloro residual livre e elevada turbidez (18).

Resultados parecidos foram encontrados nos municipios de Carapicuiba/SP e
Embu-Guacu/SP onde foram analisadas 240 e 169 amostras respectivamente no periodo de
julho de 2017 a julho de 2018. Coliformes totais estavam presentes em 12% (29/240) e
33% (56/169) das amostras e E. coli em 0,8% (2/240) e 0,6% (1/169) em cada municipio.
A presenca desses resultados insatisfatorios pode estar relacionada com a manutencéo da
infraestrutura e do monitoramento da qualidade da agua irregular (24). Em 88 municipios
da regido nordeste do Estado de S&o Paulo, 5,9% (256/4.347) das amostras analisadas
foram positivas para coliformes totais e 0,7% (32/4.347) para E. coli. Os autores relataram
um aumento de resultados positivos durante o periodo chuvoso devido ao transporte de
contaminantes fecais em direcdo as areas de captacdo das aguas de abastecimento publico
(21).

CONCLUSOES

Com relacdo as andlises fisico-quimicas, dentre as amostras reprovadas, a maioria
estava abaixo do valor minimo permitido de 0,6 mg/L de fluoreto. Nas andlises
organolépticas destacou-se a regido do Vale do Ribeira/SP em 2008-2010 com 2,1% e
2,2% de amostras insatisfatorias em relacdo a cor aparente e turbidez, respectivamente. A
respeito das analises microbiologicas, a regido de Embu-Guagu/SP apresentou maiores
indices de coliformes totais (33%) e a cidade de Carapicuiba/SP, maior prevaléncia de E.
coli (0,8%).

Dito isso, ressalta-se a importancia do monitoramento da agua através do
PROAGUA, devendo este ser constante, visando & melhoria das condigdes sanitarias e um
consumo seguro para a populacéo.
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Resumo: Mundialmente, Salmonella € o agente etiologico mais comumente envolvido em
casos e surtos de Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar. A doenca caracteriza-se
por infeccdo gastrointestinal, mas pode evoluir para infeccdo sistémica dependendo da
dose infectante, do sorotipo, dos fatores de viruléncia expressos e da imunidade do
hospedeiro. O ciclo de infeccdo do patégeno envolve as etapas de adesdo, invasdo e
multiplicacdo intracelular, produgdo de toxinas e escape dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, mediados por proteinas codificadas por genes de viruléncia presentes no
cromossomo, em regides denominadas ilhas de patogenicidade, e em grandes plasmideos
de viruléncia. O presente estudo teve como objetivo realizar a pesquisa dos genes de
viruléncia invA, spvC, pefA, sefA, fliC em 32 cepas de Salmonella spp. provenientes de
alimentos e &gua, e confirmar a identificacdo das cepas de Enteritidis pela pesquisa do
gene sdfl. O gene invA foi detectado em todas as cepas de Salmonella. Com relacdo aos
demais genes estudados, spvC e sefA foram encontrados em 12,5% das cepas e apenas em
S. Enteritidis. O gene pefA foi detectado em 15,6% das cepas e o fliC em 34,4%, com
maior prevaléncia em S. Typhimurium e sua variante monofasica S. | 4[5],12:i:-. Todas as
cepas de S. Enteritidis foram positivas para o gene sdfl. Os resultados demonstram o
potencial patogénico de Salmonella provenientes de produtos carneos e agua, e reforcam a
importancia do monitoramento e caracterizacdo de patdgenos para prevenir e diminuir os
riscos a satide do consumidor.

Palavras—chave: Agua; Genes de viruléncia; llhas de patogenicidade; Produtos carneos;
Salmonella

INTRODUCAO

As Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA) representam um crescente e
relevante problema de salde publica (KLINGBEIL; TOOD, 2019). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), mundialmente, 1,9 bilhGes de pessoas
apresentaram doengas diarreicas, com 750,000 6bitos ao ano. Aproximadamente um terco
dessas infecgdes é transmitido por alimentos (WHO, 2016).

Salmonella spp. é considerada um dos patégenos que mais causam surtos de DTA
(CDC, 2021; EFSA, 2021). O micro-organismo é responsavel por 180 milhdes de doencas
diarreicas que ocorrem globalmente a cada ano (WHO, 2016). Os animais representam
uma importante fonte do micro-organismo, sendo, frequentemente, encontrado em
produtos de origem animal como carne bovina, suina, pescados, ovos e outros produtos
avicolas (QUAN et al., 2019). Nos ultimos anos, houve aumento nos casos de DTA pelo
patdgeno envolvendo outros alimentos como vegetais e especiarias (WADAMORI et al.,
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2017). A ocorréncia de Salmonella spp. em agua e seu envolvimento em surtos de doengas
de veiculacédo hidrica também tém sido descritos (MURPHY et al., 2017). Em humanos, as
salmonelas podem causar trés sindromes: febre tifoide, febre paratifoide e salmonelose
(BRENNER et al., 2000). A salmonelose, doenca zoonoética de grande importancia em
Salde Publica (USDA, 2020), é a forma clinica mais comum e esta associada ao consumo
de alimentos e agua contaminados (LIU et al., 2016).

Para a infeccdo e colonizacdo do hospedeiro, ap6s ingestdo do micro-organismo,
ocorre a invasdo dos enterocitos e células M no epitélio intestinal e, ao atravessar a camada
epitelial, alcancam a ldmina propria, onde séo fagocitadas por macréfagos, resultando em
resposta inflamatdéria (HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001). O processo de invasao e
colonizagdo das células do hospedeiro € determinado pela expressdo de genes, presentes
em plasmideos e/ou ilhas de patogenicidade, que codificam fatores de viruléncia como
toxinas, fimbrias, capsulas e flagelos (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005).

A adesdo as células do hospedeiro € uma das primeiras etapas relacionadas a
patogenicidade do micro-organismo, na qual as fimbrias exercem um papel de extrema
importancia (WILSON et al., 2000). O operon sef localizado em uma pequena ilha de
patogenicidade é composto por quatro genes estruturais (sefABCD), necessarios para
translocacédo e biogénese das fimbrias SEF14, cuja funcdo esta relacionada com as etapas
de infeccdo posteriores a colonizacdo do epitélio intestinal do hospedeiro (EDWARDS;
SCHIFFERLI; MALOQOY, 2000). A fimbria Pef é codificada pelo operon pef (pefABCD),
presente em um plasmideo de viruléncia, e esta envolvida na adesdo do epitélio intestinal e
secre¢do de fluidos (BLAUMLER et al., 1997).

A maioria dos genes de viruléncia esta localizada em regides distribuidas ao longo
do cromossomo, denominadas ilhas de patogenicidades (SPI). Na SPI-1 esta localizado o
gene invA, fundamental para invasdo dos tecidos do hospedeiro. Além dos fatores de
viruléncia associados com as ilhas de patogenicidade de Salmonella, alguns podem ser
encontrados em plasmideos (MARCUS et al., 2000). O operon spv abriga cinco genes
designados spvRABCD. A expressdo dos genes spv desempenha papel na multiplicacédo
intracelular de Salmonella, importante para disseminacdo e viruléncia do patégeno (VAN
ASTEN; VAN DIJK, 2005).

Os flagelos sdo fatores importantes no mecanismo de viruléncia de muitas espécies
bacterianas. Em Salmonella, duas fases antigénica sdo expressas, o gene fliC codifica a
primeira fase, enquanto o gene fljB codifica a segunda fase (PARKHILL et a., 2001).

O gene sdfl, localizado no cromossomo, € utilizado como marcador para deteccao
de Salmonella Enteritidis, pois € o Unico sorotipo que possui esse gene (AGRON et al.,
2001). Nos ultimos anos, a anélise de genes de viruléncia e seu envolvimento nos
mecanismos de patogenicidade foram introduzidos como ferramenta para caracterizar
isolados de Salmonella, gerando informagfes sobre o potencial patogénico do micro-
organismo e contribuindo para ampliar os conhecimentos sobre as cepas em circulacdo no
pais e sua epidemiologia. Assim, considerando a ampla distribuicdo de Salmonella e sua
relevancia para Saude Publica, como um dos principais agentes patogénicos envolvidos em
doencas de transmissédo hidrica e alimentar no Brasil, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o perfil de viruléncia de cepas de Salmonella isoladas de alimentos e agua.

MATERIAL E METODOS
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Foram avaliadas 27 cepas isoladas de produtos carneos crus e refrigerados (coxa de
frango e linguica suina), comercializados na cidade de S&o Paulo e 5 provenientes de
amostras de &gua envolvidas em surtos, analisadas pelo Nucleo de Microbiologia do
Instituto Adolfo Lutz Central. A pesquisa dos genes de viruléncia invA, spvC e sefA foi
realizada por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex e dos genes pefA, fliC e
sdfll por PCR simplex. Como controle positivo foram utilizadas as cepas de referéncia
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e como
controle negativo agua destilada ultrapura livre de DNase/RNase. Para extracdo do DNA
gendmico, as cepas foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 35° C por 24
horas e, em seguida, semeadas em agar BHI. Apoés incubacédo, a 35° C por 24 horas, foi
realizada uma suspenséo bacteriana, adicionando-se 2 a 3 colonias da cultura em 80 pL de
solugdo fisiologica 0,85%. Ap6s homogeneizacdo em vortex, a mistura foi submetida a
fervura em termobloco por 15 minutos. As suspensbes foram homogeneizadas e
centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min. As reacdes de PCR para detec¢do dos genes de
viruléncia foram realizadas a partir de uma solugdo contendo 2 uL de DNA; 12,5 uL de
GoTag® e 1,5 mM MgCI2 dos primers nas concentracdes de 10 pmoles e agua livre de
DNase/RNase para um volume final de reagdo de 25 pL. As amplificagbes foram
realizadas em termociclador. Os produtos gerados na PCR foram analisados em gel de
agarose a 1,2% em tampdo TBE 1x (45 mM de Tris-Borato e 1 mM de-EDTA), contendo
brometo de etidio a 0,5 pg/mL. Um volume de 8 pL do produto amplificado foi aplicado
no gel de agarose e submetido a eletroforese, em cuba horizontal, em tampdo TBE
(Apelex, Franca ®) a 100 Volts por 1 h. Foi utilizado um marcador de peso molecular de
100 bp. Ap6s a corrida, o gel foi visualizado sob transiluminacdo UV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene de viruléncia invA, responsavel pela invasdo das células epiteliais do
hospedeiro, foi identificado em todas as cepas de Salmonella. Esses resultados corroboram
com diversos estudos que detectaram o gene em 100% das cepas provenientes de fontes
diversas (THUNG et al., 2018). A alta frequéncia observada entre os isolados sugere que 0
gene € conservado no género Salmonella, sendo comumente utilizado como marcador para
deteccdo do patdgeno (MKANGARA et al., 2020).

Os genes sefA e spvC foram identificados em 12,5% (4/32) das cepas e somente em
S. Enteritidis (100%). Com relagcdo ao sefA, o resultado era esperado, uma vez que 0S
genes do operon sef (sefABCD) sdo restritos aos sorotipos do sorogrupo D (MENDONCA
et al. 2020).

O gene spvC esta localizado em plasmideos de viruléncia presentes em
determinados sorotipos (CHU; CHIU, 2006; LIU et al., 2009). Fardsanei et al. (2017)
detectaram o gene spvC em 100% das 34 cepas isoladas de produtos carneos e ovos. Assim
como o gene spvC, o pefA também esta localizado em plasmideos de viruléncia, sendo a
sua presenca limitada a determinados sorotipos (SKYBERG et al., 2006). O gene pefA foi
detectado em 15,6% (5/32) das cepas, estando presente em S. Enteritidis e S. Infantis.
Resultados similares foram descritos por Thung et al. (2018) que verificaram 13% das
cepas, isoladas de carne bovina, positivas para o gene pefA. Os genes spvC e pefA podem
estar presentes simultaneamente ou ndo no plasmideo (AMMAR et al., 2016). No presente
estudo, as cepas de S. Enteritidis apresentaram ambos 0s genes. Alguns estudos relataram
sorotipos de Salmonella negativos para o pefA, apesar de possuirem plasmideos de
viruléncia (ELHARIRI et al., 2020).
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Embora diferentes genes atuem na formacéo de flagelos em Salmonella, o fliC € o
mais conservado e amplamente distribuido entre os sorotipos (VILELA et al., 2020). No
presente estudo, o gene foi detectado em 34,4 % (11/32) das cepas, com maior ocorréncia
em S. Typhimurium (8/9) e sua variante monofésica (3/3). O gene também foi detectado
em uma cepa de S. Infantis.

A pesquisa do gene sdfl foi realizada para confirmacdo molecular do sorotipo
Enteritidis. A presenca exclusiva deste gene em S. Enteritidis foi confirmada por Agron et
al. (2001) que empregou a técnica de hibridizacdo subtrativa supressiva para isolar
fragmentos de DNA presentes nesse sorotipo e ausentes em outras bactérias.

Dentre o0s sorotipos descritos na subespécie enterica, S. Enteritidis e S.
Typhimurium destacam-se como os mais frequentemente isolados de fontes diversas e
comumente envolvidos em surtos de DTA (EFSA, 2021; FDA, 2021). A ampla
distribuicdo de genes de viruléncia observada nesses sorotipos, no presente estudo e em
outros reportados na literatura (THUNG et al. 2018), demonstram o potencial patogénico
dos mesmos. No entanto, vale ressaltar que a patogenicidade de Salmonella é complexa e
outros mecanismos de viruléncia estdo envolvidos na expressao e codificacdo dos genes de
viruléncia, além dos pesquisados no presente estudo.

CONCLUSOES

No presente estudo, genes importantes para a viruléncia e patogenicidade de
Salmonella foram detectados em cepas isoladas de agua e produtos cérneos crus e
refrigerados. Os genes de viruléncia invA, spvC, pefA e sefA apresentaram ampla
distribuicéo entre as cepas de S. Enteritidis, enquanto o gene fliC foi encontrado na maioria
das cepas de S. Typhimurium e S. | 4[5],12:i:-, sendo estes 0s sorotipos de maior
relevancia em surtos de DTA, mundialmente. Os resultados demonstram o potencial
patogénico de Salmonella provenientes de produtos carneos e agua, e reforca a importancia
do monitoramento e caracterizacdo de patdgenos, causadores de doengas em humanos,
para prevenir e diminuir os riscos a satde do consumidor.
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Resumo: Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca zoonoética de importancia em
Saude Publica no Brasil. O Ministério da Saude (MS) estabeleceu diretrizes para
elaboracéo do plano de acdo de combate a LV em municipios prioritérios. Objetivo do
estudo foi avaliar o impacto das medidas de controle da pandemia de Covid-19 sobre o
plano de acdo de LV e o monitoramento da realizagdo de atividades em municipios
prioritarios da regido de salde de Presidente Prudente— SP. O estudo compreendeu 0s
municipios de Dracena, Junqueirépolis, Panorama e Presidente Epitacio no periodo de
janeiro de 2018 a setembro de 2021. Dados de LV humana foram fornecidos pelo
Centro de Vigilancia Estadual (CVE) e secretarias municipais de saude, LV canina
(LVC) no Sistema de Informacdo e Gestdo Hospitalar (SIGH) e Centro de Controle de
Zoonoses (CCZs) municipais e os indicadores de monitoramento pelos servigos de
vigilancia em saude municipais. Impacto da pandemia de Covid-19 em 2020 e 2021
foram avaliados pela efetividade na razdo entre quantitativo de teste rapido - Dual Path
Platform (TR-DPP) BioManguinhos® LVC recebido pelo programado em comparacao
a média do triénio 2017-2019. Dados parciais demonstraram que as agdes de vigilancia
e controle da LV realizada nos municipios prioritarios tém-se mostrado efetivas nos
municipios de Dracena, Junqueiropolis e Panorama, mas em Presidente Epitacio ndo.
Eixo comunicacdo e educacdo foi impactado pela pandemia nos anos de 2020 e 2021
nos municipios de Dracena, Panorama e Presidente Epitacio. Impacto da pandemia de
Covid-19 nos anos de 2020 e 2021 foi evidenciado em trés dos quatro municipios
monitorados para 0 cumprimento da meta que é reduzir a incidéncia da LV em 50% até
0s anos de 2022.

Palavras—chave: Covid-19; leishmaniose visceral; monitoramento; plano de acéo

INTRODUCAO

A LV é acometida pelo protozoario do género Leishmania, da espécie infantum
(sinonimia L. infantum chagasi), parasita intracelular obrigatério (ABRANTES et al.,
2018). A transmisséo ocorre através dos flebotomineos, sendo o Lutzomyia longipalpis
o principal vetor no Brasil (BRASIL, 2021). Os cées domésticos (Canis familiaris) séo
0S principais reservatorios para a doenca humana nas areas urbanas e tem um grande
papel na epidemiologia da doenca (BRASIL, 2021). Segundo o MS o Programa de
Vigilancia e Controle da LV (PVCLV), estd centrado em acgdes de diagnostico e
tratamento precoce dos individuos infectados, na identificacdo e recolhimento dos cées
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soropositivos para LVC, no controle do vetor e educagdo da populacdo (ZUBEN;
DONALISIO, 2016). Em janeiro de 2020, um novo agente viral da familia
Coronaviridae (Cov), intitulado como Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 (SARS-CoV-2) foi classificado como Coronavirus Disease 2019 (Covid-19),
responsavel por causar uma pneumonia viral (LIMA KUBO et al., 2020). Tornou-se
uma emergéncia em Saude Pudblica mundial em 2020 foi considerada pandemia
(OLIVEIRA, 2020). As medidas restritivas adotadas a fim de combater o virus, o uso
de maéscara e isolamento social, afetaram também as doencas negligenciadas;
leishmaniose, hepatites entre outras (MORI, 2021). Apesar da existéncia de importantes
zoonoses, as medidas de controle de transmissdo da Covid-19 tornaram-se prioridade,
sobrecarregando os servi¢os publicos de satde (LIMA KUBO et al., 2020).

Na Rede Regional de Atencdo a Saude (RRAS) 11 de Presidente Prudente,
Grupo de Vigilancia Epidemiolégica (GVE) XXII de Presidente Venceslau e, &rea de
abrangéncia de atendimento do Centro de Laboratério Regional do Instituto Adolfo
Lutz de Presidente Prudente (CRPP), quatro municipios (Dracena, Junqueirdpolis,
Panorama e Presidente Epitacio) foram classificados como prioritarios para as acdes de
vigilancia e controle da LV, tendo como base a média de numero de casos de LV
humana (LVH) no triénio 2015-2017, dentre os 14 elencados do Estado de Sdo Paulo
(ESP). As acOes estratégicas tém sido monitoradas desde janeiro de 2018, atraves da
execucdo do “plano de ag@o”, elaborado pela Organizacdo Pan-americana de Salde
(OPAS), compactuado com o MS, cujo objetivo € reduzir a incidéncia e a letalidade da
LV em 50% até o ano de 2022 (OPAS, 2016). O objetivo do estudo foi avaliar o
impacto das medidas de controle da pandemia de Covid-19 sobre o plano de a¢éo de LV
e 0 monitoramento da realizacdo das atividades nos quatro municipios prioritarios da
regido de saude de Presidente Prudente/SP para o cumprimento da meta que é reduzir a
incidéncia e a letalidade da LV em 50% até o ano de 2022.

MATERIAL E METODOS

A éarea de estudo compreendeu os municipios de Dracena, Junqueirdpolis,
Panorama e Presidente Epitacio, todos pertencentes ao GVE XXII de Presidente
Venceslau, RRAS 11 de Presidente Prudente e area de abrangéncia de atendimento do
CRPP. Periodo de estudo foi de janeiro de 2018 a setembro de 2021. Dados de casos e
6bitos de LVH foram obtidos no Centro de Vigilancia Epidemiolégica - CVE/SES-SP e
nas secretarias municipais de saude dos municipios de estudo. Os dados de LVC foram
obtidos no SIGH, CRPP, boletins informativos que constam resultados do teste
confirmatdrio ELISA dos cées triados com TR DPP reagentes no CCZ ou Servigos de
Zoonoses (SZ) e de relatorios online informados mensalmente pelos municipios. Foi
utilizado o software Excel 2016 para confeccdo de planilhas. Andlise estatistica
utilizada foi a descritiva e o calculo da prevaléncia de anticorpos para Leishmania sp.
foi realizada com base no nimero total de animais testados e sororreagentes (STEEL,;
TORRIE, 1960). Os dados de manejo ambiental e borrifagdo; eixo de vigilancia
epidemioldgica e assisténcia medica; eixo de comunicacdo e educagéo foram obtidos na
planilha de indicadores e monitoramento, apresentados em porcentagem (%) de acordo
com a meta atingida comparada com a programacéo anual das atividades do plano de
acdo no combate a LV, fornecidos pelos responsaveis dos servigos de vigilancia em
salde de cada municipio de estudo. O impacto da pandemia de Covid-19 foi obtido com
o céalculo da efetividade da distribuicdo do TR DPP BioManguinhos® LVC para
inquérito canino com base na razdo entre 0 nimero de testes recebido pelo programado.
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Os dados utilizados para comparacdo da efetividade foi a média do triénio completo
(2017-2019) para a média anual de 2020 e do triénio de janeiro a setembro (2017-2019)
para a media de janeiro a setembro de 2020 e 2021, respectivamente. O estudo obedece
aos aspectos éticos e legais da pesquisa, fazem parte de resultados parciais obtidos com
o0 protocolo avaliado e aprovado pelo Comité Técnico Cientifico (CTC) do IAL — CTC
49L/2019 de 21/02/2020 e pelo Comité de Etica em Pesquisa do IAL — CEPIAL,
CAAE: 30367620.2.0000.0059, parecer N°. 3975.808 de 16/04/2020.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A LV encontra-se em expansdo no territorio paulista, vém-se disseminado pelo
Oeste do ESP e nos municipios pertencentes a RRAS 11 de Presidente Prudente,
observa-se a circulacdo com distintos padrdes de dispersdo, destacando-se como
importante area endémica (D’ANDREA, 2017). Na Figura 01 encontra-se a distribui¢do
da média de casos de LVH, segundo a estratificacdo trienal base 2016-2018, 2017-2019
e 2018-2020 nos quatros municipios de estudo. Observou-se reducdo na média de casos
de LVH em Dracena de 5,3%-5,6% para 3% e um (1) 6bito em 2020; Junqueiropolis de
1% para 0,3% e 0,6% e um (1) 6bito em 2018; Panorama de 3,3% para 2% e se manteve
nos dois ultimos triénios com um (1) em 2020. Ja Presidente Epitacio registrou aumento
constante na média de casos nos triénios de 6,3% para 9,3% e 10,33% e notificou um
(1) 6bito em 2020. Resultados inferiores ao encontrado por Beneti (2020) ao avaliar o
primeiro ano do plano de a¢do do municipio de Dracena, Junqueiropolis e Panorama e
resultados superiores no municipio de Presidente Epitacio. As acdes de vigilancia e
controle da LV nos municipios prioritarios monitorados tém-se mostrado efetiva em
Dracena, Junqueiropolis e Panorama. Porém, em Presidente Epitacio ndo. Reunibes
técnicas e capacitacbes foram realizadas com os profissionais municipais durante os
anos de estudo com o intuito de melhorar os indicadores monitorados.
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OLIVEIRA etal., 2019. (Plano de Agéo) (Plano de Ag&o)
BENETI, M.L, 2019.

Médiade casos de LVH

Municipios

 Dracena o Junqueirépolis ™ Panorama Presidente Epitécio

Figura 1- Distribuicdo da média de casos de LVH, segundo a estratificagdo trienal 2016-2018, 2017-2019
e 2018-2020 nos quatros municipios em estudo, pertencentes & GVE XXII de Presidente Venceslau —
RRAS 11 de Presidente Prudente. Fonte: OLIVEIRA et al., 2019, BENETI, M.L., 2019. Plano de acéo:
CVE/SES-SP e secretarias municipais de saude. Elaborado pela autora, 2021.

A avaliacdo das agdes de vigilancia e controle do plano de acdo no controle da
LV realizadas entre janeiro de 2018 a setembro de 2021 demonstrando o percentual da
meta atingida em relacdo a meta pactuada avaliada nos eixos de manejo ambiental;
borrifacdo; vigilancia epidemioldgica e assisténcia médica; comunicacdo e educacdo
nos quatro municipios de estudo encontra-se na Figura 2. Em Dracena as a¢Oes em
relagdo ao manejo ambiental apresentaram respectivamente 100%, 80%, 50% e 50%; as
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atividades dos ultimos anos (2020-2021) foram impactadas pela pandemia de Covid-19
com reducéo de 30 a 50% quando comparada aos anos anteriores. O mesmo aconteceu
nas atividades do eixo de comunicagédo e educacdo em 2020 em Dracena, apresentando
uma queda de 50% e em 2021 de 28%. Ja a borrifacdo por sua vez, foi 0%, 25%, 75% e
0%, respectivamente, embora em 2018 tenha notificado dois (2) casos de LVH e em
2021 ndo foi feita, mas ndo registrou casos. A pandemia ndo afetou as atividades de
manejo ambiental em Junqueirdpolis, onde apresentaram uma melhora com passar dos
anos, respectivamente 50%, 60%, 60% e 75%. A borrifacdo so foi realizada 100% em
2018, nos demais anos de estudo ndo. Porém, nos anos de 2020 e 2021 apresentaram um
(1) caso de LHV em cada ano. No eixo de comunicacao e educacdo as atividades foram
100%, 70%, 70% e 120% respectivamente. Nao esta evidente se a pandemia de Covid -
19 impactou nos servigos de alguma forma. Mas, observa-se uma melhora significativa
em 2021. Em Panorama em relacdo ao manejo ambiental, pode-se observar uma
melhora gradual com o passar dos anos nessa acdo, com 75%, 82%, 82% e 97%
respectivamente. Na Figura 2 estd demonstrado que a pandemia de Covid-19 impactou
nas acdes de borrifacdo em 2020 com apenas 67%, embora tenha notificado trés (3)
casos de LVH e no eixo comunicacdo e educacdo, houve queda nas acdes de 100%,
95%, 79% e 76% respectivamente. Em Presidente Epitacio, nas atividades de manejo
ambiental foram impactadas pela pandemia nos anos de 2020 (81%) e 2021 (95%) e no
eixo de comunicacdo e educacdo também, pois conseguiram realizar apenas 60% das
atividades em 2020 e 2021. Em relagdo a borrifacdo, apresentaram indices muito baixos
35%, 43%, 33% e 40% respectivamente, embora tenham registrado casos de LVH em
todos os anos de estudo.

DRACENA-A JUNQUEIROPOLIS - B

120% 140%

100% 100% 100% 100% 100%  100% 100% 120% 120%

100% 100% 100% 100%  100%

60%  60%

%o C:

assisténcia médica educagio

[l 6polis 2018 B 6polis 2019 B 6polis 2020 ® 2021

PANORAMA -C PRESIDENTE EPITACIO - D

120% 120%

100% 100% 100% 100% 100% 100%  100% 100% 100% 100% 100% 100%

B Panorama 2018 B panorama 2019 B Panorama 2020 B panorama 201 ido2018 " aco 2019 " acio 2020 " acdo 2021

Figura 02 — Avaliag8o das a¢Bes de vigilancia e controle do plano de acdo no controle da LV realizadas
no municipio de Dracena (A), Junqueiropolis (B), Panorama (C) e Presidente Epitacio (D) no periodo de
janeiro de 2018 a setembro de 2021, demonstrando o percentual da meta atingida, em relacdo a meta
pactuada em cada eixo da vigilancia. *N&o foi feito. Fonte: Plano de acdo informada pelas Secretarias
Municipais de Salude de Dracena, Junqueiropolis, Panorama e Presidente Epitacio.Elaborado pela autora,
2021.
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A borrifacdo foi uma atividade de dificil execu¢do e todos os municipios,
independente do ano. Fato ndo observado nas atividades do eixo de vigilancia
epidemioldgica e assisténcia médica, onde todos realizaram 100% das atividades
propostas, independente da pandemia. De acordo com as medidas restritivas impostas
pelo Plano S&o Paulo (estratégias do Governo do ESP no combate a Covid-19), o
isolamento social, uso de mascaras faciais, reducdo da circulacdo de pessoas em locais
publicos e privados afetaram inimeras atividades. Conforme ANDRADE et al. (2020),
as medidas restritivas impostas pelo MS em todo territério nacional, a fim de conter o
virus responsavel pela Covid-19 limitaram as a¢Oes pelos agentes de salde e agentes de
endemias.

Com relacdo ao eixo de vigilancia e controle do reservatorio, no periodo de
estudo foram analisados um total de 4799 cdes em Dracena, 4796 em Junqueiropolis,
4131em Panorama e 2560 em Presidente Epitacio. A prevalencia média de anticorpos
para LVC foi de 32,66% (1437) e a taxa média de animais eutanasiados foi de 65,55%
(942) em Dracena; 26,19% (867) e 42,91% (372) em Junquerdpolis; 42,92% (1073) e
65,52% (703) em Panorama e 29,49% (1183) e 48,77% (577) em Presidente Epitacio,
respectivamente. D’Andrea e colaboradores (2009) no periodo de agosto de 2005 a
janeiro de 2008 encontraram resultados similares de prevalencia média de LVC em
Dracena (29,25%) e inferiores em Junqueirdpolis (13,38%) e Panorama (27,87%) ja os
resultados em relacdo a eutanasia de animais confirmados com a doenca foram similares
em Dracena (67,32%) e Panorama (59,39%) e superiores em Junqueirdpolis (91,34%)

A partir de margo de 2020 com o inicio da pandemia de Covid-19, observou-se
que em alguns municipios prioritarios para LV apresentaram queda na realizacdo das
atividades no eixo de vigilancia do reservatorio em funcdo das medidas restritivas
adotadas, esses resultados estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Comparacdo da atividade de inquérito soroldgico canino de janeiro a dezembro de 2020 com a

média do triénio de janeiro a dezembro (2017-2019) tendo como base o nimero de kits TR DPP LVC

recebido pelo programado nos municipios de Dracena, Junqueirépolis, Panorama e Presidente Epitécio
2020

Média Triénio Anilise atividade 2020
Municipios Medi Rec./Prog.(%) (%) Jan -Dez. em relagdo
Necdes  Rec. Prog.  \édia Rec./Prog. Jan-Dez.2017-2019 Média Triénio
(%) Jan- Dez. 2020 (Anexo ) Jan-Dez.2017-2019
Dracena 4400 460 2400 19,17 58,49 -39,32
Junqueirépolis 4500 460 2000 23 105,11 -82,11
Panorama 2100 1280 1180 108,47 70,18 38,29
Presidente Epitacio 4012 860 1020 84,31 83,12 1,19

TOTAL 15012 3060 6600 46,36 74,89 -28,53

Fonte: Plano de acdo — CCZ de Dracena e Presidente Epitacio e SZ de Junqueirépolis e Panorama e
CRPP. Elaborado pela autora, 2021
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Tabela 2 - Comparacéo da atividade de inquérito soroldgico canino de janeiro a setembro de 2020 e 2021
com a média do triénio de janeiro a setembro (2017-2019) tendo como base o nimero de kits TR DPP
LVC recebido pelo programado nos municipios de Dracena, Junqueirdpolis, Panorama e Presidente
Epitécio

2z 201 Média Triénio Analise atividade 2020  Analise atividade 2021
Municipios e Média e Média Rec./Prog.[%)  lJan- (%]Jan’-slet. eT rfala;ﬁo (%) Jan'-s‘et. ET r.elal;ﬁo
; Rec. Prog. Rec./Prog. (%) ; Rec. Prog. Rec./Prog. (%) Set.2017-2019 Média Triénio Média Triénio
caes Jan-Set.2020 caes Jan-Set.2021 (Anexo 1) lan-Set.2017-2019 Jan-Set.2017-2019

Dracena 4400 300 1800 16,67 4400 1100 1800 61,11 62,48 -45,81 -1,37
lunqueirdpolis 4500 460 1960 23,47 4242 720 360 200 105,40 -81,93 94,60
Panorama 2100 920 900 102,22 2100 880 900 97,78 68,31 33,91 29,47
Presidente Epitdcio 4012 620 680 91,18 4012 400 1080 37,04 86,76 4,42 -49,72
TOTAL 15012 2300 5340 43,07 14754 3100 4140 74,88 78,63 -35,56 -3,75

Fonte: Plano de acdo — CCZ de Dracena e Presidente Epitacio e SZ de Junqueirépolis e Panorama e
CRPP. Elaborado pela autora, 2021

Ao analisar a atividade média de 2020 em relacdo a média do triénio (2017-
2019), Dracena e Junqueiropolis apresentaram reducdo nas atividades de inquérito
sorolégico de 39,32% e 82,11%, respectivamente. Panorama e Presidente Epitacio
aumentaram 38,29% 1,19%, respectivamente. Ao comparar a média da atividade de
janeiro até setembro de 2021 com a média do triénio de janeiro até setembro (2017-
2019) (Tabelas 2), Dracena e Presidente Epitacio apresentaram reducdo de 1,37 e
49,72%, respectivamente. Junqueirdpolis e Panorama apresentaram aumento 94,60% e
29,47%, respectivamente. Desta forma, os dados comprovam que o0 impacto da
pandemia de Covid-19 sob os inquéritos sorologicos no ano de 2020 foram evidenciadas
em Dracena e Junqueirdpolis e em 2021em Dracena e Presidente Epitéacio.

CONCLUSOES

Dados parciais do monitoramento das acdes de vigilancia e controle da LV com
o plano de acdo realizada nos quatros municipios prioritarios analisadas de janeiro de
2018 a setembro de 2021, de uma forma geral tém-se mostrado efetivas nos municipios
de Dracena, Junqueirdpolis e Panorama. Porém, em Presidente Epitacio néo.

No eixo de vigilancia epidemioldgica e assisténcia médica a meta foi atingida
em 100% dos municipios estudados. No manejo ambiental, houve melhora crescente em
Jungueirdpolis e Panorama, decrescente para Dracena e de decrescente a estavel no
municipio de Presidente Epitacio. Quanto a borrifacdo, a meta programada ndo foi
atingida em nenhum dos municipios de estudo conforme o pactuado, demonstrando ser
uma das atividades de dificil execucdo do plano. O eixo comunicacdo e educacgdo foi
bastante impactado pela pandemia de Covid-19 nos anos de 2020 e 2021 nos municipios
de Dracena, Panorama e Presidente Epitacio e no municipio de Junqueirdpolis néo.

A pandemia de Covid-19 impactou no eixo de vigilancia e controle do
reservatorio nos municipios de Dracena e Junqueirépolis no ano de 2020 e, em Dracena
e Presidente Epitacio em 2021. Panorama, apresentou um ndmero crescente de animais
testados no periodo de estudo e as atividades foram levemente impactadas pela
pandemia em 2021. De uma forma geral foi evidenciado impacto da pandemia de
Covid-19 sob as medidas de vigilancia e controle do plano de acéo para LV nos anos de
2020 e 2021 em trés dos quatro municipios monitorados para 0 cumprimento da meta
que € reduzir a incidéncia da LV em 50% até os anos de 2022.
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Resumo: Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de distribuicdo mundial e fatal se ndo
tratada precocemente. Objetivo foi avaliar as a¢6es de vigilancia e controle da LV em areas
prioritarias do municipio de Presidente Prudente/SP. Dados foram fornecidos pelo CCZ,
vigilancia epidemioldgica da Secretaria Municipal de Saude e Centro de Laboratério
Regional Instituto Adolfo Lutz de Presidente Prudente (CRPP). Foram testados 48.365
animais, sendo 16.864 em 2018, 17.402 em 2019, 6.179 em 2020 e 7.920 janeiro a outubro
de 2021, com positividade crescente para LVC (Leishmaniose visceral canina) de 1,9%,
2,2% e 3,8%, respectivamente e discreta reducdo em 2021 (2,9%). O padrdo de
distribuicéo espacial da LVVC no municipio foi irregular no territorio e foi trabalhado a¢des
de vigilancia e controle da LV em seis areas criticas em 2020: Maré Mansa—Imperial, S&o
Sebastido—Residencial Jardins, Vila Formosa, Cedral- Monte Alto, Claudia Gléria—Santa
Helena e Sdo Matheus, com positividade média para LVC de 1,67%, valor inferior ao
encontrado em 2020 (3,8%) no municipio. Provavelmente isso ocorreu por baixa
circulacdo do parasita e de intensas acdes realizadas em anos anteriores nessas areas. Além
disso, a positividade encontrada no bairro Monte Carlo em 2020 (3,9%) foi similar ao
terceiro inquérito de 2018 (4,1%), ao do bairro Cedral-Monte Alto (3%) e a média da area
urbana do ano de 2020 (3,8%). Ressalta-se, nesse sentido, que o0 bairro Monte Carlo é um
fragmento do territério representativo da situacdo epidemioldgica da doenca. Assim o
projeto zeladoria foi uma importante ferramenta no combate a LV, sendo necessario dar
continuidade nas ac¢des de vigilancia em satde focadas em areas prioritarias (criticas).

Palavras-chave: Distribuicdo espacial, leishmaniose visceral, Presidente Prudente/SP,
vigilancia e controle.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é uma antropozoonose de distribuicdo
mundial e pode ser fatal quando ndo tratada precocemente. Nas Américas, a doenca é
causada pelo protozoario Leishmania infantum (sinonimia Leishmania infantum chagasi),
sendo este um parasita intracelular obrigatorio (ABRANTES et al., 2018; BRASIL, 2021).
A transmissdo ocorre principalmente através da picada do flebotomineo Lutzomya
longipalpis, por ser o vetor mais comum (SALES et al., 2017). Em ambiente urbano, o
principal reservatorio € o cdo doméstico, tanto no Brasil como em outros paises das
Ameéricas (ZUBEN; DONALISIO, 2016), ao passo que em ambiente silvestre, 0s
reservatorios sdo raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis
albiventris) (BRASIL, 2021).

Além disso, a LV tem sido disseminada rapidamente em todo o pais, com destaque
para a regido oeste do Estado de S&o Paulo, onde a cidade de Presidente Prudente
apresentou os primeiros relatos de casos da doenca em cées (LVC) em 2010 (D' ANDREA
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et al, 2015; ABRANTES et al., 2018). Assim, o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da
Secretaria Municipal de Saude tem se empenhado em controlar os casos da doenca na
populacdo canina do municipio (D'ANDREA et al, 2015; PRESTE-CARNEIRO et al,
2019).

Em 2018, foram avaliadas as ag¢Oes de vigilancia e controle da LV no bairro Monte
Carlo em Presidente Prudente/SP, considerada area prioritaria, a qual serviu como projeto
piloto (FAGUNDES, 2020). Desta forma, a mesma metodologia foi aplicada nos anos de
2019 e 2020 em outras areas semelhantes ou de risco para LV em regido urbana da cidade.

E notdria a importancia da avaliagdo dos resultados obtidos com estas a¢des, bem
como constituir pesquisas passiveis de serem aplicadas em outros municipios. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as acOes de vigilancia e controle da
leishmaniose visceral em areas prioritarias do municipio de Presidente Prudente/SP.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado de janeiro de 2018 a outubro de 2021, em regido urbana de
Presidente Prudente, localizada no extremo oeste do Estado de S&o Paulo, com populacéo
humana estimada de 207.725 habitantes e canina de 51.931 (IBGE, 2015; ALVES et al.,
2005). A area pertence ao Departamento Regional de Saude - DRS XI, com abrangéncia do
Centro de Laboratorio Regional Instituto Adolfo Lutz de Presidente Prudente (CRPP).

Os dados foram obtidos do Sistema de Informacdo e Gestdo Hospitalar (SIGH),
CRPP; boletins informativos com resultado do teste confirmatério ELISA de LVC de
animais triados com teste rapido (TR-DPP®) no CCZ; e de relatorios online enviados
mensalmente. Os dados obtidos de cada ano pesquisado foram analisados com o auxilio do
software Excel 2016, onde foram confeccionadas planilhas, nas quais os cdes com LV
confirmada foram contabilizados e separados por quadras da area urbana.

Foram utilizados 0 mapeamento tematico e a estatistica descritiva com o software
SIG ArcGIS, desenvolvido pela ESRI, para a identificagdo dos padrbes de distribuigédo
espacial. Desta forma, foi possivel realizar agrupamentos dos casos, construir uma base de
dados e elaborar mapas para a area urbana da regido analisada, tendo como base a
classificacdo de cdes com teste rapido (TR DPP® LVC) e ELISA LVC reagentes, por
quadra, no periodo de janeiro de 2018 a dezembro de 2020.

Além do exposto, foram analisados os resultados de inquéritos soroldgicos de seis
areas prioritarias dentro do municipio de Presidente Prudente durante no ano de 2020: 1.
Maré Mansa — Imperial, 2. Sdo Sebastido—Residencial Jardins, 3. Vila Formosa, 4. Claudia
Gloria—Santa Helena, 5. Sdo Matheus e 6. Monte Carlo.

Em relagdo aos aspectos éticos, os dados fazem parte de resultados parciais obtidos
com o protocolo “Identificacdo de areas prioritarias para as agdes de vigilancia e controle
da leishmaniose visceral no municipio de Presidente Prudente/SP/Brasil”, avaliado e
aprovado pelo Comité Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz - CTC-1AL 32-L/2019,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IAL — CEPIAL, CAAE:
22168919.1.0000.0059, parecer N°. 3.665.220.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testados 48.365 animais, sendo 16.864 em 2018, 17.402 em 2019, 6.179 em
2020 e 7.920 janeiro a outubro de 2021 no municipio de Presidente Prudente. No mesmo
periodo, foram notificados cinco casos de LV humana (LVVH) no municipio, sendo um em
2018, trés em 2020 e um em 2021, ndo tendo sido registrados casos em 2019.
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A Tabela 01 mostra a distribuicdo dos resultados de inquérito soroldgico para LVC
no municipio, no periodo de janeiro de 2018 a outubro de 2021, onde é possivel observar
que a positividade na triagem soroldgica de LVC nos anos de 2020 (7,5%) e 2021 (6,6%)
registrou aumento em relacdo aos anos de 2018 (4,3%) e 2019 (3,1%), uma vez que, nesse
periodo, o volume de testes realizados foi maior devido a demanda esponténea de animais
sintomaticos; bloqueio de casos de LVH e LVC; e a realizacdo de inquéritos em areas
prioritarias.

Tabela 01 - Distribuicdo dos resultados de inquérito sorolégico para LVC no municipio de Presidente
Prudente/SP, segundo o ano de realizagdo, nimero de Teste Rapido DPP previsto, recebido e utilizado.
Periodo janeiro de 2018 a outubro de 2021

N2 de TRDPP N2 de TRDPP N2 de TR DPP RESULTADOS

PERIODO previsto recebido utilizado Teste Rapido DPP ELISA
R(%) NR R(%) NR
Jan-Dez.2018 18800 17560 16864 730 (4,3) 16138  320(1,9) 410
Jan-Dez2019 15000 17900 17402 531(3,1) 16871  378(2,2) 143
Jan-Dez.2020 18200 6900 6179 461(7,5) 5711 235(3,8) 221
Jan-Out.2021 11000 7860 7920 519 (6,6) 7451 233(2,9) 286
TOTAL 63.000 50.220 48365  2.241(4,6) 46.171 1.166 (2,4%) 1.060

Fonte: CCZ de Presidente Prudente e CRPP. Elaborado pela autora, 2021.

Em relacdo aos testes confirmatorios de LVC, ainda na tabela 01, observa-se
aumento crescente da positividade nos anos 2018 (320-1,9%), 2019 (378-2,2 %) e 2020
(235-3,8%), no entanto no ano de 2021 (233- 2,9%) houve uma discreta reducdo. A
positividade alta da LVC nos anos de 2020 e 2021 foi, provavelmente, em funcdo da
reducdo das atividades de inquérito, devido a intensificacdo de atendimento a demanda de
animais sintomaticos e realizacdo de bloqueio nos casos de LVH em 2020.

Esses resultados demonstram que houve dispersdo do parasita no territdrio,
provavelmente pelo grande nimero de cées na regido, além do reduzido quadro de recursos
humanos do CCZ e da vigilancia epidemiolégica municipal. Tal cenario tornou impossivel
a atuacdo efetiva para o blogueio da difusdo da doenca, tendo em vista que resultados
inferiores foram encontrados por Matsumoto (2014) nos anos de 2010 a 2013 no municipio
de Presidente Prudente onde os casos de LVC foram respectivamente: 14, 40, 30 e 19.

Outro aspecto importante observado no presente estudo foi o resultado obtido no
bairro Monte Carlo, representado na tabela 2. Trata-se da continuidade de um estudo
desenvolvido a partir de a¢Oes de vigilancia e controle, nos anos de 2018 e 2020, onde
foram realizados trés inquéritos soroldgicos, impulsionados pela identificacdo de grande
ndmero de cdes com LVC em anos anteriores, além de um ambiente propicio para a
presenca do vetor (FAGUNDES, 2020).

Tabela 02 - Distribuicéo dos resultados de inquérito soroldgico para LVC no Residencial Monte Carlo nos
anos de 2018 e 2020

RESULTADOS

Inquéritos/ Ano TOTAL TR DPP ELISA
R(%) NR R (%) NR
12 - 2018 180 20 (11,1) 160 (88,9) 11 (6,1) 8(4,4)
20 -2018 182 10 (5,4) 172 (94,6) 4(2,1) 6(3,2)
32-2018 191 12 (6,3) 179 (93,7) 8(4,1) 2(1,04)
2020 231 22 (9,5) 209 (9,5) 9(3,9 9(39)
TOTAL 784 64 (8,2) 720(91,8) 32 (4,1) 25(3,2)

Fonte: FAGUNDES, 2020. CCZ de Presidente Prudente. Elaborado pela autora, 2021
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Como resultado, é possivel observar o grande nimero de casos positivos de LVC
(3,9%) no bairro Monte Carlo, no ano de 2020 em relacdo a 2018. Esse fato se deu
provavelmente em decorréncia da baixa circulagéo do parasita em funcdo do recolhimento
dos animais com LVC e das acdes adotadas nos trés inquéritos realizados do ano de 2018
(FAGUNDES, 2020). Dentre o total de animais analisados no inquérito com TR DPP®
que foram realizados pelo municipio em 2020 (Tabela 01), cerca de 3,8% (231) pertenciam
a cdes do Residencial Monte Carlo. Outro dado importante observado foi que a
positividade média de cdes com LVC de 2020 (3,8%) foi similar a positividade encontrada
no bairro Monte Carlo (3,9%). Isso sugere que o bairro estudado como prioritario € um
fragmento do territério do municipio representante da situacao epidemioldgica da doenca.

Além do exposto, foi realizado o levantamento de cdes com sorologia confirmada
para LVC e a distribuicdo espacial representativa do quantitativo de animais no municipio,
segundo a quadra da &rea urbana de Presidente Prudente/SP, no periodo de 2018 a 2020
(Figura 02). Sem duavida, esta € uma ferramenta com grande importancia na gestdo e
amplamente utilizada, uma vez que contribuem para tomada de decisdo sobre determinada
situacdo no territorio.
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Figura 02 - Distribuicdo espacial representativa do quantitativo de cdes com sorologia confirmada para LVC,
segundo a quadra da area urbana de Presidente Prudente/SP. Periodo entre 2018 e 2020.
Fonte: CCZ de Presidente Prudente e CRPP. Elaborado por FLORES, E.F., 2021.

Neste ponto do trabalho, foi observada variagdo no padréo da distribuicdo espacial
de cdes com LVC de um ano para o outro, evidenciada na figura 02, uma vez que em 2020
houve menor nimero de animais testados (6.179) em relagdo a 2018 (16.864) e 2019
(17.402). Isso se deu em funcdo da reducdo do numero de kits recebidos e utilizados pelo
municipio (Tabela 01); medidas restritivas impostas pela pandemia de covid-19; e
sobrecarga dos servicos de satde em 2020. Porém, houve uma positividade crescente de
1,9%, 2,2% e 3,8%, respectivamente.
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Além disso, a ferramenta de distribuicdo espacial de cdes com LVC dos anos de
2018 e 2019 propiciou a escolha de outras areas criticas do municipio de Presidente
Prudente, nas quais foram executadas mais intensamente as a¢des de vigilancia e controle,
bem como a realizacdo de inquérito sorologico em 2020. Desta forma, os resultados
obtidos nos inquéritos soroldgicos, nas seis areas identificadas como criticas do municipio
de Presidente Prudente, estdo descritos na Tabela 03, juntamente com a positividade no TR
DPP®, ELISA para LVC, porcentagens de animais eutanasiados, tratamento e 6bito.

Tabela 03 — Distribuicdo dos resultados de inquérito soroldgico para LVC em bairros prioritarios de
Presidente Prudente/SP realizado no ano de 2020

Bairro Prioritario Total RESULTADOS Eutandsia Tratamento

Presidente Prudente Analisado Teste Rapido DPP ELISA (%) (%) Obito Inicio Término
R (%) NR R (%) NR
Maré Mansa- Imperial 754 16 (2,1) 738 11(1,4%) 5(0,7) 6(54,5)  5(45,5) 1 M 20/02/2020 M- 10/03/2020
1-06/02/2020  1-20/02/2020
S3o Sebastido - Res. Jardins 204 4(2,1) 200 1(0,5) 3 (1,5) 1 (100) o} 0 20/06/2020 11/07/2020
Vila Formosa 108 1(0,9) 107 0 (0) 1 (0,9) 0 0 o} 06/07/2020 S
Cedral - Monte Alto 462 31(6,7) 431 14%(3) 15 (3,2) o} 0 0 SI SI
Claudia Gléria - Santa Helena 96 08 (8,3) 88 2*(2,1) 5(5,2) 0 1 (50) 0 20/09/2020 01/10/2020
S&o Matheus 170 7 (4,1) 163 2 (1,2) 5(2,9) o} o} o} 25/08/2020 03/09/2020
TOTAL 1794 67(3,73) 1727 30(1,67) 30 (1,89) 7 6 1 - -

Legenda: M: (Maré Mansa), I: (Imperial), *(1 Hemolisado)
Fonte: Centro de Controle de Zoonoses de Presidente Prudente/SP. Elaborado pela autora, 2021

Outro dado significativo observado nas areas prioritarias estudadas em 2020, as
quais apresentaram altos valores de positividade nos inquéritos realizados nos anos
anteriores, foi a média da positividade dos resultados de ELISA de 1,67% (30), em relacdo
a positividade de casos confirmados no territorio municipal 3,8% (235) no mesmo ano. E
possivel notar que a area do bairro Cedral-Monte Alto apresenta uma positividade 3% (14),
similar ao valor encontrado na cidade de Presidente Prudente/SP no ano de 2020. Esses
bairros foram elencados como &reas criticas do municipio segundo critérios de positividade
de cdes com LVC em inquéritos anteriores, além de possuirem fatores propicios ao
desenvolvimento do vetor como fundo de vale, areas de preservacdo permanente, acimulo
de matéria organica e baixo nivel socioeconémico.

Assim, em 2021 foi desenvolvido o projeto zeladoria com o objetivo de manter a
cidade de Presidente Prudente limpa e organizada, concentrando os servigos de limpeza e
manutencdo em 11 setores da cidade. Essa acdo foi uma importante ferramenta que
auxiliou no combate a LV em tempos de pandemia, embora seja necessaria a continuidade
das atividades de vigilancia em salde focadas em areas prioritarias do municipio.

CONCLUSAO

Foi identificado grande nimero de cdes com sorologia reagente no TR DPP®
para LVC com positividade crescente de 2018 a 2020 e discreta reducdo em 2021 e que
houve diminuicdo do quantitativo de animais analisados no municipio de Presidente
Prudente nos anos 2020 e 2021. Adicionalmente, percebe-se que a pandemia de covid-19
impactou nas atividades de vigilancia em saude da LV no municipio, embora estudos
sejam necessarios para confirma essa informacao.

Por outro lado, o padrdo de distribuicdo espacial da LVC no territorio de
Presidente Prudente foi irregular. Destaca-se neste sentido a positividade encontrada para
LVC no inquérito realizado no bairro Monte Carlo em 2020 (3,9%), a qual foi similar ao
terceiro do ano de 2018 (4,1%), ao da area critica do bairro Cedral-Monte Alto (3%) e a
média da area urbana do ano de 2020 (3,8%).

E importante destacar que o Bairro Monte Carlo é um fragmento do territdrio
representativo da situacdo epidemioldgica da doenca no municipio e que a media de
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positividade de cdes com LVC encontrada nas seis areas prioritarias do municipio de
Presidente Prudente em 2020 foi menor que a encontrada na média do municipio no
mesmo ano, resultado das atividades de vigilancia e controle realizada em anos anteriores.
Este trabalho conclui também que o desenvolvimento do projeto de zeladoria no ano de
2021 foi uma importante ferramenta utilizada no combate a LV no municipio, embora seja
necessaria a continuidade das atividades de vigilancia em salde focadas em areas
prioritarias.
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RESUMO: A dengue e 0 HIV sdo importantes problemas de salde publica no Brasil. A
dengue € uma arbovirose dindmica e sistémica, distribuida nas regides de clima tropical e
subtropical. A infeccdo pelo virus HIV, é considerada uma epidemia dinamica e instavel. A
relagdo DENV/HIV tem sido pouco relatada. O objetivo deste trabalho foi analisar dados
clinicos e epidemiologicos de pacientes da regido de Sao José do Rio Preto- SP, portadores
do virus HIV, que foram infectados pelo DENV no periodo de 2009 a 2016. No periodo,
foram identificados 116 pacientes portadores do virus HIV e que se infectaram pelo
DENV, sendo que 9 (50,86%) eram do sexo feminino e 57 (49,14%) masculino, com
média de idade de 41 anos; a maioria 85 (73,27%) se autodeclarou branca, parda 18
(15,52%), preta 8 (6,90%) e 5 (4,31%) n&o informaram. Em 56% dos casos, a carga viral
do HIV néo detectavel se manteve apos a dengue, em 21% houve diminuicdo da carga viral
e em 17% houve aumento. Com relagdo a contagem de linfocitos TCD4+, 54 (47%)
pacientes apresentaram aumento dos niveis apds a infec¢cdo com o virus da dengue, e 51
(44%) tiveram seus niveis diminuidos. Os dados obtidos, sugerem que a infeccdo pelo
virus da dengue, parece ndo interferir de maneira importante nos portadores do HIV e a
relacdo inversa também foi verdadeira, uma vez que, todos os pacientes coinfectados
apresentaram a forma branda da doenca.

Palavras-chave: Coinfecgdo, Virus da dengue, HIV
INTRODUCAO

A dengue é um dos principais problemas de salde publica no Brasil e no mundo. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que anualmente ocorram 500 milhdes de
novos casos e que 2,5 bilhdes de pessoas possam contrai-la. E uma doenca Gnica, dindmica
e sisttmica (Ministério da Saude, 2016). Esta arbovirose € distribuida principalmente nas
regides de clima tropical e subtropical, que se caracterizam por um clima de altas
temperaturas e umidade (Tauil, 2002).

O virus da dengue € um arbovirus que pertence ao género Flavivirus, familia
Flaviviridae, e seu unico vetor no Brasil é 0 mosquito Aedes aegypti (Zogbi, 2017). O
mosquito apresenta como caracteristicas ser domestico, hematofago, androfilico, altamente
adaptativo a diversas situacdes como falta de &gua, com sobrevida de ovos por até 450 dias
e reproducdo em agua poluida (Tauil, 2002; Barreto e Teixeira, 2008). Nas Americas, 0s
sorotipos circulantes sdo DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 (OPAS, 2021).

Outro agravo de extrema importancia para saide publica é a infecgdo pelo virus
HIV, uma epidemia dinamica e instavel, que depende de determinantes individuais e
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coletivos (Brito, 2001). Estima-se que em 2019 haviam 38 milhdes de pessoas convivendo
com o virus, segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS).

O virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) é um virus de RNA de cadeia simples,
envolto por uma camada proteica e um envelope de bicamada fosfolipidica, que pertence
ao género Lentivirus, e a familia Retroviridae (Ministério da Saude, 2018).

Ele se diferencia em dois tipos: HIV-1 e HIV-2, possuindo 50% de semelhanca em
seus genes (Ministério da Saude, 2018). O HIV-1 pode ser subdividido em quatro grupos
M, N, O e P, sendo 0 M responsavel pela maioria das infeccGes, e N, O e P que sdo raros e
normalmente encontrados em paises em desenvolvimento. Também é considerado o tipo
mais virulento e prevalente no Brasil. J& o HIV-2 é endémico na Africa Ocidental
(Lazzarotto, 2010; Ministério da Saude, 2018).

O HIV infecta as células T, que modulam a resposta imunologica. Elas se dividem
em duas classes, com diferenciacdo por proteinas de superficie celular, CD4 e CD8
(Murphy, 2014).

De acordo com Mendes e colaboradores (2006), as relagcbes do HIV com outras
doencas endémicas foram descritas por varios autores, mas a avaliacdo da coinfeccdo HIV-
DENV ainda é pouco estudada.

Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar dados clinicos e epidemioldgicos de
pacientes portadores do virus HIV e infectados com 0 DENV.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo transversal de coleta de dados de pacientes
portadores do virus HIV, que foram infectados com DENV no periodo de 2009 a 2016,
pertencentes ao Grupo de Vigilancia Epidemioldgica 29 (GVE29) de Sdo José do Rio
Preto, com aprovacdo pelo CEPIAL, CAEE: 81761318.0.0000.0059.

Os dados das planilhas obtidas do banco SIGH (Sistema de Informacdo e Gestao
Hospitalar) do Instituto Adolfo Lutz (IAL) referente aos pacientes portadores de HIV e que
faziam acompanhamento do exame de carga viral e contagem de linfécitos TCD4+, foram
cruzados com o banco obtido do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo —
SINAN, referente aos casos de dengue no periodo avaliado. Foram incluidos no trabalho
todos os pacientes cujos dados como nome, data de nascimento, nome da mae e nimero de
CPF eram coincidentes em ambas as planilhas consultadas.

Os resultados de carga viral e contagem dos linfocitos TCD4+ foram obtidos por
consulta no SISCEL (Sistema de Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de
Contagem de Linfocitos CD4+/CD8+ e Carga Viral). Foram avaliados os resultados mais
préximos (anterior e posterior) a data de infeccdo pelo virus da dengue.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs analises dos dados, foi obtido um total de 116 pacientes portadores do virus
HIV e que foram infectados pelo DENV, sendo que 59 (50,86%) eram do sexo feminino e
57 (49,14%) masculino, com média de idade de 41 anos.

Com relacdo a raga, a maioria 85 (73,27%) se autodeclarou branca, seguida pela
parda 18 (15,52%) e preta 8 (6,90%) e 5 (4,31%) ndo informaram. Os sintomas mais
citados foram dor nas costas, cefaleia e vémito, que séo considerados classicos de dengue.

Conforme a Figura 1, a analise de carga viral indicou que em 56% dos casos, nao
houve alteracdo apos a dengue, sendo que todos apresentavam carga viral ndo detectavel.
Em 21% houve diminuicdo da carga viral, em 17% houve aumento e em 6% ndo havia
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resultado de exame, o que pode ser devido a abandono de tratamento/acompanhamento ou
obito.

Figura 1- ANALISE DE CARGA VIRAL

MSEMALTERACAO
CARGA VIRAL
EAUMENTD CARGA
VIRAL
EDIMNUICAO CARGA
VIRAL
CDABANDONO/OBITO

Figura 1: Andlise de carga viral de HIV anterior e posterior ao periodo de infecgdo pelo virus da dengue.
Fonte: Produzido pela autora

Com relacdo a contagem de linfécitos TCD4+, 54 (47%) pacientes apresentaram
aumento dos niveis ap6s a infec¢do com o virus da dengue, e 51 (44%) tiveram seus niveis
diminuidos. O histérico de 4 (3%) pacientes ndo constava resultados de contagem de
TCD4+ nem antes ou depois da dengue, possivelmente pelos exames de carga viral e
TCD4+ serem solicitados de forma independente e outros 7 (6%) pacientes, ndo
apresentavam histdrico de resultados (Figura 2).

Figura 2 - ANALISE DE CD4

#AUMENTO TCD4+
@DIMINUIGCAO TCD4+
JSEM TCD4 +

4 ABANDONO/OBITO

Figura 2: Analise da contagem de linfécitos TCD4+ anterior e posterior ao periodo de infecgdo pelo virus da
dengue. Fonte: Produzido pela autora.

As coinfeccGes em pacientes portadores do HIV sdo importantes temas de estudos.
Os resultados aqui apresentados indicam que grande parte dos pacientes ndo apresentaram
alteracbes em relacdo a carga viral e células TCD4, dados semelhantes a Watt e
colaboradores (2003), os quais sugerem que a infeccdo por DENV em pacientes com HIV
pode estar associada a reducdo da carga viral, devido a supressdo da replicacdo do HIV.
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Foi observado em alguns pacientes, um pequeno aumento nas células TCD4+, o
que pode indicar uma melhor condicdo imunoldgica, corroborando com estudos de
Delgado-Enciso (2016), Espinoza-Gémes (2017) e Zogbi (2017), os quais demonstram que
ndo ha gravidade nos casos de dengue em pacientes portadores do virus HIV.

Nesse estudo, ndo foi possivel determinar o uso de TARV nos pacientes
acompanhados pela infeccdo do HIV, bem como outros fatores diversos que podem
interferir direta ou indiretamente no prognostico e evolucdo da dengue, devido a essas
informacdes ndo constarem nos bancos de dados consultados. No entanto, a infeccdo por
DENV em pessoas que vivem com HIV sob TARV estavel tem sido associada a taxas mais
baixas de gravidade, de fato, os sintomas mencionados pela maioria dos pacientes
analisados, foram aqueles considerados classicos, caracterizando a forma mais branda da
doenca, que pode estar ligada a niveis mais baixos de citocinas pr6 inflamatorias, a
ativacdo intensa de células TCD4+ e CD8, bem como, a supressdo do virus do HIV pela
replicacdo do DENV (Torrentes —Carvalho, 2016; Hottz, 2019).

Dessa forma, a analise geral dos dados obtidos, sugerem que a infeccdo pelo virus
da dengue, parece ndo interferir de maneira importante nos individuos portadores do HIV e
a relacdo inversa também foi verdadeira, uma vez que, todos os pacientes coinfectados
apresentaram a forma branda da doenca.

CONCLUSAO

Os sintomas ocasionados pela infeccdo por DENV parecem ndo apresentar gravidade em
pacientes portadores do HIV e a infecgcdo pelo HIV parece ndo sofrer alteragdes severas
qguando ocorre a coinfeccdo pelo DENV. Apesar dos resultados observados, sao
necessarios estudos mais aprofundados para avaliar a interacdo entre os dois virus.
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Resumo: Dengue € uma doenga tropical febril aguda de extrema importancia para a
salde publica. Outro importante agravo sdo as hepatites virais, que se manifestam de
forma aguda ou crénica e infectam milhdes de pessoas. As manifestagcdes da dengue em
uma populacdo com alta prevaléncia de HBV e HCV foram pouco estudadas, apesar de
estudos mostrarem que uma co-infeccdo entre elas pode mascarar ou complicar 0s
sintomas. Neste estudo avaliou-se as manifestacdes e evolugdes clinicas em pacientes
portadores de HBV e HCV, co-infectados com DENV na regido de S. J. Rio Preto-SP,
entre 2009 a 2016. Foram comparados os dados de 502 pacientes com HBV e 1.388
com HCV com planilhas do Sinan que continham dados de pacientes com DENV. Apo6s
identificar os pacientes co-infectados, investigou-se a carga viral do HBV e HCV pré e
pos infeccdo por DENV e a evolugdo do quadro clinico. Pacientes com HCV
apresentaram maior taxa de co-infeccdo e diversidade de sintomas, enquanto que o
aumento da carga viral ocorreu mais em pacientes com HBV. N&o foram observadas
diferencas significativas entre género e alteracdo das dosagens de TGO e TGP em
ambas co-infeccbes. O DENV-1 foi o Unico sorotipo detectado e nenhuma evolucao
para dengue grave ou ébito.

Palavras-chave: Co-infeccdo; DENV; HBV; HCV
INTRODUCAO

A dengue é considerada uma doenca tropical negligenciada de extrema
importancia para a salde publica, com expressivo aumento de sua incidéncia nas
Gltimas décadas (GUZMAN et al., 2016; RAMOS-CASTANEDA et al., 2017; MS,
2019a). E uma doenca febril aguda em que o paciente acometido pode apresentar-se
assintomatico ou com sintomas que variam de leves a graves. Em alguns casos, o
quadro pode evoluir a 6bito. Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
classifica a dengue em trés categorias: dengue, dengue com sinais de alarme e dengue
grave (MS, 2019a). Sdo José do Rio Preto-SP tem apresentado uma circulagéo
endémica de DENV ha aproximadamente 15 anos e todos os quatro sorotipos foram
detectados na cidade (MONDINI et al., 2009; SOUZA et al.,2011; COLOMBO et al,
2016).

Outro grande problema para a saude publica, no Brasil e no mundo, sdo as
hepatites virais, que podem manifestar-se de forma aguda ou crénica e infectam milhGes
de pessoas (MS, 2009). As hepatites virais sdo inflamacdes do figado causadas pelos
Virus da Hepatite A (HAV), Virus da Hepatite B (HBV), Virus da Hepatite C (HCV),
Virus da Hepatite D (HDV - Delta) e/ou Virus da Hepatite E (HEV) (SILVA, 2003). O
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desenvolvimento da forma crénica ocorre nos casos de infeccdo pelo HBV, HCV e
HDV, quando a replicacdo viral persiste por mais de seis meses ap6s a infeccao
primaria (SILVA, 2003; MS, 2019b). De acordo com a OMS, a hepatite viral foi
responsavel por 1,34 milhdo de mortes em 2015 no mundo. Estima-se ainda, que neste
mesmo ano, aproximadamente 257 milhdes de pessoas tinham hepatite B cronica e 71
milhdes de pessoas tinham hepatite C crénica, em todo o mundo (WHO, 2017). J& no
Brasil, no periodo de 1999 a 2016, foram notificados 212.031 casos confirmados de
hepatite B e 182.389 de hepatite C. A regido Sudeste apresentou maior ocorréncia
desses virus quando comparada proporcionalmente com as outras regides do pais, sendo
35,4% de HBV e 62,2% de HCV (MS, 2017).

Alguns estudos mostram que a ocorréncia da co-infeccdo HBV-DENV e/ou
HCV-DENV pode mascarar ou complicar os sintomas (TANG et al, 2008; AGARWAL
et al, 2011; MACHAIN-WILLIAMS et al., 2014). Entretanto, pesquisas sobre o tema
ainda sdo escassas. E necessario conhecer e entender as manifestagdes e evolugdes
clinicas dos pacientes com HBV e HCV co-infectados com DENV, para que se possa
estabelecer o risco potencial e verificar os possiveis desfechos clinicos nos mesmos.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as manifestacdes e evolucdes clinicas em
pacientes cronicamente infectados pelos virus HBV e/ou HCV, co-infectados com
DENV na regido de Sao José do Rio Preto-SP, no periodo de 2009 a 2016, a fim de
conhecer o risco potencial para estes.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo retrospectivo dos dados dos pacientes
cronicamente infectados pelos virus HCV e HBYV, co-infectados com DENV, no
periodo de 2009 a 2016. Foram avaliados dados de pacientes dos 66 municipios do
Grupo de Vigilancia Epidemioldgica 29 (GVE 29) de Séo José do Rio Preto-SP.

Inicialmente, os resultados de Sorologia, Biologia Molecular (gPCR) e
Isolamento do DENV foram obtidos das planilhas de exames laboratoriais do Instituto
Adolfo Lutz e do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo — Sinan. Enquanto
que os dados das infec¢des por HBV e HCV, foram coletados no SIGH-IAL (Sistema
de Informacdo e Gestdo Hospitalar do Instituto Adolfo Lutz). Apds este levantamento,
os dados obtidos foram importados para uma planilha excel e comparados entre si para
verificar a ocorréncia de co-infeccdo HBV-DENV e HCV-DENV. Em seguida,
realizou-se a investigacdo dos resultados de carga viral do HBV e HCV pré e pos-
infeccdo por DENV, e também se houve evolucdo do quadro clinico para gravidade e/ou
obito.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 502 pacientes com HBV, 11 (2,2%) foram diagnosticados com
DENV. Quanto a idade, oito (72,7%) tinham entre 30 e 60 anos e trés (27,3%) maiores
de 60 anos. Os sintomas mais relatados foram cefaleia, vémito e dor nas costas.
Diabetes e distarbios hematolégicos foram as comorbidades mais comuns. O
levantamento dos dados dos portadores de HBV que tiveram dengue no periodo
estudado mostrou que 46% (cinco) desses pacientes tiveram aumento na sua carga viral
apos a dengue. N&o foi possivel obter os dados de quatro pacientes, totalizando 36% dos
mesmos (Figura 1A).
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Dos 1.388 pacientes com HCV, 45 (3,2%) foram diagnosticados com DENV.
Com relacdo a idade, 26 (59%) tinham entre 30 e 60 anos e 18 (41%) maiores de 60
anos. Os sintomas foram mais diversificados, sendo cefaleia, vomito, dor nas costas e
dor retro-orbital os mais relatados seguidos por artralgia, mialgia, exantema, febre e
nauseas. As comorbidades mais comuns foram distdrbios hepaticos, renais e diabetes.
Com relacdo aos pacientes portadores de HCV diagnosticados com dengue, apenas 11
dos 45 pacientes (24%) tiveram aumento na carga viral, enquanto 16 (36%)
permaneceram com a carga viral inalterada e 10 (22%) tiveram diminui¢do da mesma
apos a dengue. N&o foi possivel comparar a carga viral pré e pés Dengue de oito
pacientes (18%) devido a auséncia de exames apos a infec¢do por dengue (Figura 1B).
N&o foram observadas diferencas significativas entre género, tanto nos portadores de
HBV quanto nos de HCV.

A B

18%

36% |Auséncia de dades A IAuséncia de dados
| w8em alteracho na carga wviral ’ | wSem alteragiio na carga viral
| @Aum ento da carga viral B Aum ento da carga viral
/" & Dim itigio da carga viral 36% @ Dim inuicio da carga viral

Figura 2 - A: Alteracéo da carga viral pacientes portadores de HBV infectados com DENV. B: Alteracéo da
carga viral pacientes portadores de HCV infectados com DENV. Fonte: elaborada pela autora, 2021.

Dos cinco pacientes portadores de HBV que apresentaram aumento na carga
viral de HBV, trés (60%) ndo faziam tratamento medicamentoso para hepatite B por
indicacdo médica no periodo em que foram acometidos pela dengue, e um (20%) havia
abandonado o acompanhamento médico no mesmo periodo (Figura 2A). Com relagédo
aos pacientes portadores de HCV, dos 11 pacientes que apresentaram aumento da carga
viral, sete ndo faziam uso de medicamento para o tratamento da hepatite C, sendo seis
(55%) por indicacdo médica e um (9%) por abandono do acompanhamento médico. N&o
foram encontrados dados sobre o tratamento de trés pacientes (27%) (Figura 2B).
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medicamento )
Tiatin dicac u Tratam ento com medicagdo
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Figura 3 - A: Tratamento dos pacientes portadores de HBV infectados com DENV que tiveram aumento da
carga viral de HBV. B: Tratamento dos pacientes portadores de HCV infectados com DENV que tiveram
aumento da carga viral de HCV. Fonte: elaborada pela autora, 2021.

No tratamento das hepatites virais cronicas sdo utilizados medicamentos que
atuam na diminuicdo da carga viral e a quantificagdo da mesma é utilizada para
avaliacdo clinica e acompanhamento destes pacientes. O aumento da carga viral
observada em alguns pacientes pode estar relacionado a auséncia de tratamento e/ou a co-
infeccdo por DENV, ja que alguns estudos apontam que a co-infecgdo com outros virus
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pode levar ao aumento da replicagdo viral (EASL, 2017; FERREIRA, 2000;
FONSECA, 2007; GASPARONI, 2020; ZALAC, et al, 2019). Porém, ndo ha estudos que
relacionem a alteracdo da carga viral de HBV ou HCV com o acometimento por DENV,
sendo necessarias mais pesquisas acerca do assunto.

A auséncia de dados sobre a carga viral e o tratamento de alguns pacientes foi
limitante no presente estudo, pois restringiram algumas andlises e possivelmente
interferiram nas taxas observadas. N&o foi possivel ter acesso aos dados sobre a carga
viral de quatro pacientes portadores de HBV e de oito de HCV, e sobre o tratamento de
21 pacientes com hepatite C, consequéncia da falta de acompanhamento médico dos7
mesmaos, seja por obito, alta médica ou provavel abandono.

Os marcadores de funcdo hepatica Transaminase Oxalacética (TGO) e
Transaminase Piruvica (TGP) também foram avaliados, entretanto nenhuma alteracédo
significativa foi encontrada. 1sso pode ser devido a dosagem desses marcadores ter sido
realizada meses ap0s a cura da dengue, ja que estudos relatam que tanto o TGO quanto
0 TGP apresentam elevacao durante o curso da doenca e normalizam duas semanas apos
a cura da mesma (KUO, et al, 1992; AZIN, 2010).

Dois pacientes foram acometidos pela dengue duas vezes no periodo do estudo,
sendo uma portadora de HBV e um de HCV. Da paciente portadora de HBV ndo foram
encontrados registros de exames apds os episddios de dengue, ndo sendo possivel
comparar se houve alteracdo na sua carga viral apos a doenca e a relacdo entre o
primeiro e segundo quadro de dengue. Ja o paciente portador de HCV ndo apresentou
alteracdo na sua carga viral apos os quadros de dengue, entretanto ndo foi possivel
analisar os marcadores hepaticos e os dados de tratamento deste paciente devido a
auséncia de prontuario.

Apenas o sorotipo DENV-1 foi encontrado no periodo estudado, o que é
corroborado pelos dados epidemiologicos publicados no periodo (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2019). Nenhuma evolucdo para dengue grave ou Obito foi
encontrada, resultados que estdo em consonancia com o estudo realizado por Delgado-
Enciso e colaboradores (2017), que relataram ndo haver complicagdes no quadro de
dengue em multipla infeccdo viral por HCV e HIV; e também com o estudo realizado
por Trung e colaboradores (2010), no qual se observou que o HBV ndo teve influéncia
sobre a gravidade dos sintomas em pacientes com DENV (TRUNG et al, 2010;
DELGADO-ENCISO, 2017). Entretanto, cabe ressaltar que os estudos ainda séo
controversos e que analises mais elaboradas sdo necessarias.

CONCLUSOES

Conclui-se que a taxa de co-infeccdo com DENV foi maior em portadores
cronicos de HCV e também os sintomas foram mais diversificados nestes pacientes
quando comparado com os portadores de HBV. Entretanto, o aumento da carga viral na
Hepatite ocorreu mais em pacientes portadores de HBV.

Em ambas co-infecgfes ndo foram observadas diferencas significativas entre
género e na taxa de pacientes sem tratamento. Os marcadores de fungédo hepatica TGO e
TGP também néo apresentaram alteracéo.

O DENV-1 foi o Unico sorotipo detectado e nenhuma evolugdo para dengue
grave ou Obito foi encontrada.
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Resumo: As notificacOes de doengas sédo de grande valia para o servigo de vigilancia
epidemioldgica, sendo um dos fatores fundamentais para a acdo de O6rgaos competentes
visando a salde publica. Essas agdes contribuem para catalogar areas consideradas
endémicas para determinada moléstia e criar acGes voltadas a prevencdo, observando a
evolucdo das doencas ao longo dos anos. A leishmaniose visceral (LV) é considerada uma
doenca tropical negligenciada, possuindo ampla distribuicdo geografica, atingindo todas as
regides do Brasil. No Estado de S&o Paulo (ESP) a cada ano tem sido localizado casos da
doenca em novos municipios, somando uma grande area de distribuicdo que avanca
anualmente, esta situacdo tem causado preocupacao nas areas de salde, pois estas tém de
estar preparadas para atender eventuais pacientes e criar estratégias para conter a
propagacdo em regides endémicas. O presente trabalho teve como objetivo demonstrar a
evolucdo da LV dentro do ESP, mostrando de forma clara e objetiva sua distribuicdo ao
longo dos anos, foi utilizado registros de infeccdo humana e canina que ocorreram nos
municipios do Estado. Os resultados evidenciaram que dos 645 municipios do ESP, 205
possuem notificacdo para LV canina (LVC) entre 1998 a novembro de 2021 e 113 para
casos humanos de LV, além de 207 municipios possuirem a presenca de Lutzomyia
longipalpis, principal vetor da transmissdo da doenga no Brasil entre 1970 a novembro de
2021.

Palavras chaves: Leishmaniose visceral, distribuicdo epidemiolégica, Estado de Sao
Paulo

INTRODUCAO

A LV é uma doenca parasitaria causada pelo agente etioldgico Leishmania
(Leishmania) donovani (Ross, 1903) no velho mundo, e Leishmania (Leishmania)
infantum (Nicolle, 1908) no novo mundo. E uma doenca crénica, grave, de alta letalidade,
que apresenta aspectos clinicos e epidemiolégicos diversos e caracteristicos para cada
regido onde ocorre. E caracterizada pelo acometimento de 6rgdos importantes como
figado, baco e medula 6ssea, causando uma série de sinais e sintomas que sendo tratados
imediatamente podem levar ao 6bito do acometido (NEVES et al. 2011).

Os vetores da doenca sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, sendo o de maior importancia epidemioldgica no Brasil o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis (Lu. longipalpis), conhecidos popularmente como: mosquito palha,
birigui, tatuquira, entre outros. E bastante adaptado ao peridomicilio e as mudancas de
temperatura, podem ser encontradas em regifes onde possui mata nativa proxima as
residéncias, podendo ser facilmente despercebido dentro de domicilios e em abrigos de
animais domésticos, geralmente sdo mais ativos do crepusculo ao amanhecer. A
transmissdo da doenca ocorre através da picada do vetor infectado, no caso dos
flebotomineos s6 fémeas transmitem a doenca, pois sdo elas que se alimentam de sangue
(BRASIL, 2019; CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020).
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Desde o século XX, quando foi identificada no pais e o ciclo de transmissao foi
elucidado, o controle da doenca se configurou em um desafio para pesquisadores e
profissionais da satde. No Brasil o ciclo de transmissdo possui carater antropozoonotico,
sendo o cdo doméstico (Canis familiaris) o principal reservatério em areas urbanas e
periurbanas, além de também sofrer os impactos da infeccdo manifestando a LVC
(WERNECK, 2016; BRASIL, 2019).

Atualmente é observado um crescimento exponencial da LV no ESP, esse
crescimento pode ser atribuido a expansdo de areas urbanas para territorios de mata,
provocados pelo desmatamento em favor da construgdo civil e urbanizagdo causando
alteracdes ecoldgicas acarretando fatores que propiciam o adoecimento do homem, além de
movimentos migratorios e baixa renda, que levam a condi¢des de nutri¢do, habitacdo e
saneamento desfavoraveis favorecendo a expansdo territorial da doenca (OLIVEIRA et al.
2019). O presente trabalho teve como objetivo demonstrar a evolucdo da LV dentro do
ESP, demonstrando de forma clara e objetiva sua distribuicdo ao longo dos anos.

MATERIAL E METODOS

Tipo de estudo: Estudo epidemioldgico é do tipo descritivo para avaliagdo do
avancgo da LV no Estado de Sédo Paulo.

Populacdo de estudo: Notificacbes de casos e ébitos humanos por LV, que
ocorreram nos municipios do ESP, entre os anos de 1999 a outubro de 2021, e casos de
LVC no periodo de 1998 a novembro de 2021, além dos municipios onde a presenca do
vetor (Lu. longipalpis e/ou vetores secundarios) foi detectada entre os anos de 1970 a
novembro de 2021.

Fonte de dados: Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE) para obtencdo de
casos e 0bitos relacionados a LV em humanos.

Instituto Adolfo Lutz (IAL) para obtencdo de dados relacionados a distribuicdo de
casos caninos pelos municipios do ESP.

Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) para obtencdo da distribuicao
de Lu. longipalpis e vetores secundarios envolvidos na transmissao da LV no ESP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Distribuicdo geogréafica de Lutzomyia longipalpis e vetores secundarios
envolvidos na transmisséo de leishmaniose visceral no Estado de S&o Paulo

Os dados demonstraram um aumento no numero de municipios do ESP que
notificaram a presenca de vetor Lu. longipalpis nos dltimos 51 anos, dado que seu primeiro
relato ocorreu em 1970 na Serra da Mantiqueira, na Regi&o Leste do ESP (SUCEN, 2019).

Entre os anos de 1970 a 2000, 28 dos 645 municipios notificaram a presenca o
vetor, sendo em grande maioria em regides limitrofes a0 municipio de Aracatuba. A
analise com um intervalo de 9 anos, demonstra um aumento de 86 novos municipios com a
presenca do vetor primario entre os anos de 2001 a 2011, tendo sua expansdo no sentido
Centro — Oeste paulista, Alta sorocabana, e Alta paulista. Atualmente o cenario de
distribuicdo do vetor Lu. longipalpis soma um total de 207 municipios do ESP até dados de
novembro de 2021, sendo observado que a sua distribuicdo segue em sentido ao litoral do
Estado. (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo de municipios do Estado de Sao Paulo com a presenga de Lu. longipalpis, de 1970 a
novembro de 2021. (IMUMARU MKG, IAL Taubaté).
Fonte: SUCEN/CCD/SES/SP, 2021.

A expansdo geografica da LV no ESP estd quase que diretamente relacionada a
distribuicdo do vetor Lu. longipalpis, segundo Oliveira et al (2019), a associacdo de
mudancas climéticas e ambientais, como altera¢cdes de temperatura e umidade relativa do
ar, possui repercussdo significativa na densidade vetorial, e favorecem a adaptacdo de
flebotomineos ao peridomicilio. Outro fator a ser levado em consideracdo, liga o avango da
distribuicdo vetorial, ao avanco de rodovias que cortam o ESP, como exemplo a Rodovia
Marechal Rondon, que segue da Regido Oeste do ESP e se expande para outras regides
atingindo uma grande margem de territério podendo contribuir para a distribuicdo de
vetores e consequentemente casos caninos e humanos de LV como citado por Cardim, et al
(2016).

A partir do ano de 2019, sob orientacdo do Ministério da Saude (MS), foi
considerada a classificacdo dos municipios quanto a presenca e transmissdo de LV e LVC
por vetores secundarios, sendo catalogados no ESP trés espécies de interesse em saude:
Pintomyia fischeri (P. fischeri), Migonemyia migonei (M. migonei) e Nyssomyia
intermedia (Ny. Intermedia). Dentro do territério paulista, no ano 2020 foram notificados
22 municipios com a presenca de P. fischeri e M. migonei distribuidos predominantemente
nas Regides Intermediéaria e Imediata de S&o Paulo. Nas Regides Intermediaria de Sdo José
dos Campos e Regido Imediata de Caraguatatuba — Ubatuba — Sdo Sebastido predominou a
presenca da espécie Ny. Intermedia (RANGEL, et al 2020).

Os vetores secundarios até o0 ano de 2020 eram encontrados em 25 municipios do
Estado, localizados nas Regides Sedes de Sao Paulo e no Vale do Paraiba pegando parte do
litoral norte paulista, ndo seguindo a mesma area de distribuicdo onde é encontrada Lu.
longipalpis.

Distribuicao geografica dos casos de Leishmaniose Visceral Canina no Estado
de Séo Paulo

O primeiro caso autoctone de LV no ESP foi notificado no ano de 1998 em um céo,
oriundo do municipio de Aragatuba, Regido Oeste do Estado. Os cdes sdo considerados
reservatorios doméstico de L. infantum do ponto de vista epidemiologico, a LVC no Brasil
é considerada uma doencga de grande importancia para a sadde animal, além de o cdo
domeéstico ser responsavel pelos focos de transmissdo da doencga nas regides urbanas
(MATSUMOTO, et al 2021).

Entre os anos de 1998 a 2000, 20 municipios notificaram casos caninos LV,
observando um crescente de casos para novos municipios em um periodo de 9 anos, entre
0s anos de 2001 a 2010, 71 novos municipios notificaram a presenca de LVC, seguindo
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uma distribuicdo que acomete toda a extensédo da Regido Oeste do Estado, seguindo para as
Regides Centro — Oeste e Centro — Sul. No cenario epidemioldgico atual de casos caninos,
até novembro de 2021, agregam-se 114 novos municipios com casos de cdes infectados por
L. infantum, perfazendo um total de 205 municipios dentro do ESP. (Figura 2).

[11998 a 2000
[ 2001 a 2010
[ 2011 a 2021

Figura 2: Distribuicao de casos autoctones de Leishmaniose Visceral Canina nos municipios do Estado de
Séo Paulo, de 1998 a novembro de 2021. (IMUMARU, MKG, IAL Taubaté)
Fonte: IAL/CCD/SES/SP, 2021.

No ano de 2020 houve uma queda no nimero de notificacdes de LVC, com apenas
2 novos municipios notificando casos caninos, a baixa notificacdo nesse periodo pode ser
atribuida a uma subnotificacdo devido a suspensdo de inquéritos e busca por animais
acometidos devido da pandemia de Covid-19 que afetou o Brasil em mar¢o 2020, ja que a
realizacdo dos inquéritos de casos caninos implicaria na exposicdo dos profissionais com
os tutores de cées supostamente acometidos por LV. Devido a esse fator, 2020 é 0 ano com
a menor notificacdo de novos municipios com casos caninos desde 1998.

Distribuicdo geografica dos casos de Leishmaniose Visceral Humana no
Estado de S&o Paulo.

O municipio de Aracatuba foi o epicentro da LV dentro do ESP. O primeiro caso
autdctone em seres humanos ocorreu no ano de 1999, um ano apoés ser relatado o primeiro
caso canino no mesmo municipio. Entre os anos de 1999 a 2000, 4 municipios notificaram
casos de LV, todos na Regido de Aracatuba, somando um total de 32 casos, com 5 Gbitos
ocorridos nesse periodo. Entre os anos de 2001 a 2010, a distribuicdo de municipios que
notificaram a presenca de casos de LV cresceu significativamente, tendo um total de 65
novos municipios que notificaram casos da doenca, predominando 0s municipios das
Regides do Extremo Oeste e Centro Oeste do ESP.

De acordo com dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN) e Centro de Vigilancia Epidemiol6gica (CVE) o nimero de casos humanos
confirmados nesse periodo € de 1.766, destes 157 evoluiram para 6bito, resultando numa
letalidade de 8,92% nesse periodo.

Entre os anos de 2011 a novembro de 2021, foram notificados 44 novos municipios
que relataram a ocorréncia de casos de LV. Desde seu primeiro ano de notificacdo em
1999, o ESP tem ao todo 113 municipios com a presenca da doen¢a em humanos. Durante
0 periodo de 2011 a outubro de 2021, foram notificados um total de 1.412 casos de LV,
destes 123 evoluiram para Obito, resultando em numa letalidade geral de 8,71% nesse
periodo. (Figura 3).
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Figura 3: Distribui¢do de casos autoctones de Leishmaniose Visceral humana nos municipios do Estado de
Sédo Paulo, de 1999 a novembro de 2021. (IMUMARU, MKG, IAL Taubaté).
Fonte: CVE/CCD/SES/SP, 2021.

Os resultados apontam que a distribuicdo de casos de LVC no ESP séo
expressivamente maiores do que casos de LV em humanos, esses resultados coincidem
com outras regides do pais, como citado por Bevilacqua et al, (2001), que demonstra que
em Belo Horizonte no Estado de Minas Gerais, 0S casos caninos se sobressaem aos casos
em humanos. A manuten¢do dos casos de LVC € um dos principais focos dos érgdos de
controle, pois necessitam de medidas de logistica operacionais complexas e financeiras
para execucao.

Até o0 ano de 1990, somete 10% dos casos de LV eram notificados fora da Regido
Nordeste do Brasil (WERNECK, 2010) ao longo dos anos, esse cenario tomou uma
proporcédo igualitaria em quase todo territorio nacional. No ESP os casos humanos de LV,
desde 1999 apresentaram um crescente significativa, chegando no ano de 2008 com seu
maior nimero de casos, somando 294 casos, com 24 6bitos notificados, dando uma taxa de
letalidade de 8,16%. Os casos humanos de LV se concentram em sua maioria nos
municipios da Regido Oeste do ESP, onde foi o ponto de entrada da moléstia, atingindo
principalmente criangas e idosos. Entre os anos de 2001 a 2010, existiu um pico de
municipios afetados, somando 65 municipios no total, nimero que decai nos proximos
anos.

No cenario epidemiol6gico atual, entre os anos de 2020 a 2021, houve um
decaimento nas notificacbes de novos municipios com LV humana, somando apenas 4
municipios nesse periodo, 0 niumero de casos autdctones desde 2017 também apresentou
uma queda, semelhante ao que vem ocorrendo em praticamente todas as regides do Brasil,
no entanto, a letalidade no ESP aumentou ligeiramente no periodo de 2017 a 2020,
apresentando valores semelhantes a regido nordeste que tem um nimero muito maior de
casos da doenca (BRASIL, 2021).

CONCLUSAO

O presente trabalho destacou um numero expressivo de municipios do Estado de
Sdo Paulo que sdo endémicos para LV, ou possuem receptividade para vetores e cdes. No
decorrer do periodo estudado, pode ser notada a evolucao territorial da doenca que vem
ocorrendo dentro do territorio paulista, destacando a importancia da atualizacdo dos
municipios com notificagdo para a doenga humano ou canina, com objetivo de alertar e
sensibilizar os profissionais da saude, quanto ao risco da doenca em humanos. A
importancia do conhecimento epidemiologico de uma determinada moléstia endémica,
gera um conhecimento multidisciplinar aos profissionais da saude, favorecendo
diagnostico mais precisos sobre a ocorréncias de doencas que acometem a regido onde
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vivemos, destacando também a necessidade de informacéo para as populacdes residentes
em areas endémicas para LV, afim de gerar conhecimento que contribua para a prevencéo,
e cuidados com a satde humana e animal nessas regides.
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RESUMO

Tem sido identificado cada vez mais surtos alimentares devido a ingestdo de alimentos de
origem vegetal, o que vem despertando preocupacdo de Orgdos de saude publica,
produtores e consumidores. O presente trabalho tem como objetivo realizar um estudo da
ocorréncia de surtos alimentares causados pela ingestdo de alimentos de origem vegetal,
como hortalicas, frutas, produtos de frutas e similares, no periodo de 2000 a 2020, no
Brasil a partir de informacgdes do banco de dados publico do Ministério da Saude. Dos
14.033 surtos alimentares notificados no Brasil no periodo, 267 (1,9%) foram relacionados
a hortaligas, frutas, produtos de frutas e similares totalizando 5.422 doentes e 3 &bitos.
Dentre os agentes etiologicos, Escherichia coli foi a mais identificada (12,4%), seguida da
Salmonella spp. (12%) e Bacillus cereus (9%). Os locais de maior ocorréncia foram
residéncias correspondendo a 30% do total, seguido dos restaurantes/padarias e similares
(16,1%). Os estados de Pernambuco e Parana se destacaram pelo maior numero de
notificacbes (17,2% e 14,2%, respectivamente). Diante do exposto enfatiza-se a
importancia da implantacdo/implementacdo de Programas de vigilancia em toda a cadeia
produtiva com melhoria do sistema de investigacdo e de notificacdo de surtos visando o
controle e prevencédo de novas ocorréncias.

Palavras — Chave: contaminacéo de alimentos; doencas transmitidas por alimentos; frutas;
hortalicas; surtos de doencas.

INTRODUCAO

O numero de episodios de doencas transmitidas por alimentos (DTA) vém
expandindo de modo significativo em nivel mundial, sendo causadas pela ingestdo de
alimentos contaminados com micro-organismos patogénicos, toxinas microbianas ou
substancias quimicas (WHO, 2015). E possivel notar que as DTA também tem sido
atribuidas a ingestdo de alimentos de origem vegetal, o que vem despertando a
preocupacao de 6rgdos de fiscalizacdo, produtores e consumidores (ELIAS, et al., 2018).
Nos EUA, em 2006, um surto por Escherichia coli O157:H7 associado ao consumo
espinafre acometeu 199 pessoas, sendo 102 (51%) hospitalizadas, 31 com desenvolvimento
de Sindrome Urémica Hemolitica-SHU e trés 6bitos (CDC, 2006). Uma das razdes para as
ocorréncias de DTA envolvendo produtos de origem vergetal se da pelo fato de que grande
parte deles sdo consumidos crus, ndo existindo uma etapa no seu preparo que elimine os
agentes patogénicos, como, por exemplo, um tratamento térmico (ELIAS, 2018). O
presente trabalho tem como objetivo realizar um estudo da ocorréncia de surtos alimentares
causados pela ingestdo de alimentos de origem vegetal, como hortalicas, frutas, produtos
de frutas e similares, no periodo de 2000 a 2020, no Brasil.
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MATERIAL E METODO

Este estudo refere-se a um trabalho de revisdo elaborado com base no banco de
dados publico do Ministério da Saude (MS) acessado em 09 de dezembro de 2021, de onde
se encontravam disponibilizados dados referentes ao periodo de 2000 a 2019 (BRASIL,
2020). Quanto aos do ano de 2020, ndo disponiveis na data do referido acesso, as
informacdes foram obtidas por e-mail com o Fala.Br/Ministério da Saude, 2021, uma
Plataforma Integrada de Ouvidoria e Acesso & Informacdo da Controladoria Geral da
Unido do Governo do Brasil. Cabe ressaltar que este banco de dados € dindmico, ou seja,
submetido a atualizages pelo MS, com a ressalva deste mesmo 6rgdo de que os dados do
ano anterior ao vigente sdo preliminares e sujeitos a atualizagdes. Os unitermos
pesquisados foram: contaminacdo de alimentos, doencas transmitidas por alimentos, frutas,
hortalicas e surtos de doencas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com dados do Ministério da Saude, de 2000 a 2019 (BRASIL, 2020) e
2020 (Fala.Br/BRASIL, 2021), o numero total de surtos de DTA foi de 14.033, sendo que
267 (1,9%) deles estavam relacionados ao consumo de hortaligas, frutas, produtos de frutas
e similares.

Dados dos Estados Unidos, do Sistema Nacional de Notificagdo de Surtos (NORS),
revelaram que no periodo de 2000 a 2020 foram notificados 22.069 surtos de DTA de
origem hidrica e alimentar (CDC, 2022a), porém, o nimero de episodios relacionados a
frutas e hortalicas disponibilizado pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
a partir de 2006, resultou em 58 surtos até o ano de 2020 (CDC, 2022b). Se compararmos o
total de surtos alimentares notificados em ambos os paises, nos Estados Unidos ocorreu
uma quantidade superior em relacdo ao Brasil no periodo avaliado, contudo, o Brasil,
apresentou entre 2006 a 2020 uma quantidade mais expressiva de surtos decorrentes da
contaminacéo de frutas e hortalicas, ou seja, 162 surtos.

Levando em consideracdo que o consumo per-capita de frutas e hortalicas nos EUA
pode variar em torno de 143 Kg/ano e no Brasil 56 Kg/ano (COSTA, 2016), o menor
numero de episodios relacionados a estes alimentos nos EUA no periodo avaliado poderia
ser atribuido as praticas mais seguras na cadeia produtiva destes alimentos, desde o plantio
até a mesa do consumidor, ressaltando que o CDC (2021a), de uma forma sucinta e
explicativa, informa a populacdo maneiras adequadas para manipulagdo dos alimentos,
para que haja conhecimento sobre as consequéncias acarretadas referentes a ma
higienizacéo das frutas e hortalicas. O CDC fornece um elo importante entre os produtores
de alimentos e os sistemas de seguranca alimentar de agéncias governamentais, com
relacdo as DTA, trabalhando em parceria para a determinagdo das principais fontes de
contaminacdo, atuando na investigacdo dos surtos em varios estados do pais e adotando
sistemas de prevencdo dos surtos. Auxilia os departamentos de salde no rastreamento e
investigacdo das DTA por intermédio de sistemas de vigilancia, como o PulseNet e
FoodNet. (CDC, 2021b).

A distribuicdo anual dos surtos de DTA no Brasil, envolvendo alimentos de origem
vegetal, estd apresentada na Figura 1.

154



' EDITORA
4AV4A AGRON SCIENCE
davv 48

10 9,4% 8,9%

Percentual de Surtos

Figura 1 - Distribuicdo anual do percentual de surtos de DTA envolvendo alimentos de origem vegetal,
Brasil, 2000 - 2020

Fonte: elaborada pelo autor, a partir dos dados do Ministério da Saide (BRASIL, 2020; Fala.Br/BRASIL,
2021)

No Brasil, dos 267 surtos ocasionados pelo consumo de alimentos de origem
vegetal no periodo avaliado, obteve-se, de 84,3 e 88% deles um total de 25.919 pessoas
expostas e 5.422 doentes, respectivamente, distribuidas de acordo com a Figura 2. De
83,9% dos surtos houve o relato de trés mortes, em 2003, 2013 e 2019. No entanto, vale
ressaltar que em 16,1% dos surtos ndo houve informacdes sobre ocorréncia de 6bitos, em
12% sobre o numero de doentes e em nenhum deles sobre o nimero de hospitalizados,
revelando a necessidade de melhorias no processo de notificacdo, lembrando que o0s
estudos epidemioldgicos e a ado¢do de medidas em salde publica adequadas dependem
também da correta e completa informacéao de dados.

18 15,7%
16

0,
73%7,3% o1k

3% 0
079" "4 8%

Percentual de doentes

Figura 2 - Distribuicdo anual do percentual de doentes referentes aos surtos de DTA envolvendo alimentos de
origem vegetal, Brasil, 2000-2020

Fonte: elaborada pelo autor, a partir dos dados do Ministério da Satde (BRASIL, 2020; Fala.Br/BRASIL,
2021)

Apesar do numero de surtos em 2011 ter sido proximo a média entre 0S anos no
periodo avaliado, o nimero de pessoas doentes neste ano, pelo consumo deste tipo de
alimento, foi expressivo (15,7% do total do periodo avaliado) (Figura 2), podendo ser
justificado pelo fato de que 4 (26,7%) dos episodios de 2011 ter ocorrido em instituicGes
como alojamentos e ambientes de trabalho, locais com nimero elevado de expostos.

Dentre os agentes etiolégicos envolvidos nos surtos relacionados aos alimentos de
origem vegetal (Figura 3) destaca-se 0 numero de surtos sem identificacdo do agente
(ignorados, inconclusivos e inconsistentes) (39,3%) e a detec¢do do Trypanossoma cruzi,
agente etioldgicos raramente envolvido em surtos por outros tipos de alimentos.

155



' EDITORA
4AV4A AGRON SCIENCE
davv 48
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Figura 3 - Distribuicdo percentual, por agente etioldgico, dos surtos de DTA envolvendo alimentos de origem
vegetal, Brasil, 2000 — 2020

Fonte: elaborada pelo autor, a partir dos dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2020; Fala.Br/BRASIL,
2021)

No decorrer das duas décadas, observou-se que a partir de 2015 e até 2019, T. cruzi
apresentou alteracdes significativas sofrendo aumento gradual no nimero de notificacbes
como uma em 2015 (7,7%), uma em 2016 (12,5%), duas em 2017 (16,7%), trés em 2018
(23,1%) e 9 surtos em 2019, representando neste Gltimo ano 37,5% dos surtos relatados.
Quanto E. coli e Salmonella, os agentes mais isolados, apresentaram-se frequentes e com
pequenas variacdes durante todo o periodo avaliado, ressaltando que em 87,9% dos
episodios relacionados a E. coli ndo havia informagdes se pertencia ou ndo a alguma
categoria diarreiogénica e 90,6% envolvendo Salmonella nao foi informado o sorotipo. Os
produtos frescos tém sido reconhecidos como uma fonte comum de Salmonella, tendo em
vista que este patdgeno tem a capacidade de se fixar e internalizar nestes alimentos, cuja
contaminacdo pode ocorrer durante a producdo, colheita, processamento e transporte
(KILONZO-NTHENGE; MUKUNA, 2018).

Entre os alimentos incriminados nos surtos avaliados, as hortaligas apresentaram o
maior nimero de envolvimento com 149 (56%) episodios e as frutas, produtos de frutas e
similares, com 118 (44%).

A Figura 4 apresenta a distribuicdo dos surtos por local de ocorréncia, ressantando
que a identificacdo daqueles mais frequentes gera subsidios aos érgdos de vigilancia para a
implantacdo/implementacdo de Programas de orientacdo da populacdo e/ou manipuladores
de alimentos sobre medidas preventivas/corretivas que minimizem tais episodios, com
énfase na adequada higienizacdo e conservacdo dos alimentos.

Asilo

Casos dispersos no bairro

Casos dispersos em mais de um municipio
Eventos

Casos dispersos pelo municipio
Hospital/Unidade de Saude

Creche/Escola

Ignorado

Outros

Outras Institui¢des (alojamento,trabalho)

Local de ocorréncia

Restaurantes/Padarias (similares)
Residéncia

30%

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00%
® PERCENTUAL DE OCORRENCIAS %

Figura 4 - Distribuicdo percentual, por local de ocorréncia, dos surtos de DTA envolvendo alimentos de
origem vegetal, Brasil, 2000 — 2020
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Fonte: elaborada pelo autor, a partir dos dados do Ministério da Saide (BRASIL, 2020; Fala.Br/BRASIL,
2021)
Quanto a ocorréncia dos surtos por regido geografica, a Figura 5 apresenta a

distribuicéo por estado.

UF de notificagdo

17.2%

0,0% 2,0% 4,0% 6,0% 80% 100% 120% 14,0% 16,0% 180% 20,0%

=PERCENTUAL %
Figura 5 - Distribuicdo percentual, por estado, dos surtos de DTA envolvendo alimentos de origem vegetal,
Brasil, 2000 — 2020
Fonte: elaborada pelo autor, a partir dos dados do Ministério da Satde (BRASIL, 2020; Fala.Br/BRASIL,
2021)

Além da possibilidade de contaminacdo dos alimentos em todas as etapas da cadeia
alimentar com consequente ocorréncia de DTA, a maior notificacdo em alguns estados
pode ser atribuida a outros fatores, como a um sistema de vigilancia mais ativo. Nos anos
de 2012 e 2013, por exemplo, realizou-se no estado de Pernambuco a formagéo
permanente do Sistema de Vigilancia Epidemiol6gica das Doencas de Transmissdo Hidrica
e Alimentar, o que possivelmente tenha contribuido para o aumento do nimero notificacéo
em locais anteriormente silenciosos (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE, 2016). Por
outro lado, segundo Silva et al. (2017), houve aumento consideravel de surtos neste estado
em alguns anos devido ao comércio de alimentos produzidos em ambiente doméstico.

Em relacdo ao critério de confirmacdo dos surtos (Figura 6), importante ressaltar
que em 74,9% das ocorréncias ndo houve confirmacao pela analise dos alimentos, podendo
a causa ser atribuida, entre outras, a indisponibilidade de alimentos suspeitos para a
realizacdo da andlise bromatoldgica, a identificacdo incorreta da refeicdo suspeita e
consequente coleta de alimentos ndo relacionados ao surto e ainda, dificuldades de 6rgéos
de vigilancia sanitaria enfrentadas na coleta de amostras.

Sem informagéo

Inconclusivo

Laboratorial Clinico-Bromatolédgico
Laboratorial Clinico

Laboratorial Bromatolégico
Ignorado 27,3%

Clinico-Epidemiolégico 28,8%

Critério de confirmagdo do surto

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0%
=PERCENTUAL %

Figura 6 - Distribui¢do percentual, por critério de confirmacdo, dos surtos de DTA envolvendo
alimentos de origem vegetal, Brasil, 2000 — 2020
Fonte: elaborada pelo autor, a partir dos dados do Ministério da Saide (BRASIL, 2020; Fala.Br/BRASIL,
2021)
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CONCLUSAO

Diante do envolvimento dos alimentos de origem vegetal como veiculos de
diferentes patogenos nas DTA, no Brasil enfatiza-se a importincia da
implantacdo/implementacdo de programas de vigilancia em toda a cadeia alimentar
envolvendo estes produtos com melhoria do sistema de investigacdo e de notificacdo de
surtos. Ressalta-se ainda, que a coleta de amostras de alimentos pertinentes e em tempo
habil permite a identificacdo da etiologia do surto, sua associacdo as diferentes classes de
alimentos e, consequentemente, a ado¢do de medidas de controle e prevencdo de novas
ocorréncias.
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Resumo

Introducdo: A COVID-19 consiste em uma doenca caracterizada pela infeccéo
respiratoria aguda causada pelo coronavirus SARS-CoV-2. Concomitantemente a infecgdo
pelo SARS-CoV-2, a coinfeccdo por outros microrganismos, em destaque o Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e a Klebsiella pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos tem despertado preocupacdo por ser um fator de agravamento do
prognostico clinico. Objetivos: Analisar as coinfeccGes bacterianas em destaque por
patdgenos multirresistentes, em pacientes com COVID-19. Metodologia: Revisao
sistematica da literatura com énfase nas coinfeccBes bacterianas multirresistentes em
pacientes com COVID-19. Resultados: Observou-se um aumento das infeccoes,
principalmente em UTIs, com microrganismos resistentes aos cabapenémicos, tais como
Klebsiella spp. produtora da carbapenemase KPC, Pseudomonas aeruginosa produtora de
KPC, com destaque para a Acinetobacter baumannii produtor da carbapenemase OXA-23
durante os anos pandémicos de 2020 e 2021. Conclusdo: As infeccGes bacterianas
constituem um importante problema para a Salde Publica, e se destaca, entre outros
fatores, o uso indiscriminado de antimicrobianos em pacientes com a COVID-19,
favorecendo o surgimento de coinfeccdes de COVID-19 e microrganismos
multirresistentes. Desta maneira, faz-se necessario o apoio a politicas de gerenciamento do
uso de antimicrobianos e de diagndstico rapido e com acurécia dos agentes envolvidos nas
infeccBes bacterianas, possibilitando a prescricdo adequada destes antimicrobianos,
favorecendo o sucesso na terapia, menores danos aos pacientes e a reducdo da ocorréncia
de resisténcia microbiana.

Palavras-chave: Coinfeccdo; COVID-19; Acinetobacter baumannii; Klebsiella spp;
Pseudomonas aeruginosa

INTRODUCAO

A COVID-19 consiste em uma doenga caracterizada pela infeccdo respiratoria
aguda causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 (Ministério da Saude; Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2021). A doenca é reconhecida como Emergéncia de Saude Publica
de Importancia Internacional, seja na forma de manifestacdo de Sindrome Gripal (SG) ou
de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG), sendo desta maneira de notificacdo
imediata (Ministério da Saude, 2020). Concomitantemente a infeccdo pelo SARS-CoV-2, a

160



' EDITORA
4AV4A AGRON SCIENCE
davv 48

coinfec¢do com outros microrganismos, tais como virus, bactérias e fungos, constitui um
fator de grande importancia que maximiza as dificuldades no diagndstico e tratamento do
quadro clinico, agravando de maneira significativa o prognéstico dos pacientes (CHEN et
al., 2020; HUGHES et al., 2020; SHEN et al., 2020).

A COVID-19 propiciou a ocorréncia de coinfecgdes bacterianas, principalmente
aquelas por MDR (Multi Drug Resistance / Microrganismos Multirresistentes), isto em
decorréncia da fisiopatogenia da doenca e de seu contexto pandémico. Quanto a
fisiopatogenia da doenca, 0 SARS-CoV-2 pode danificar os linfocitos B e T e células
Natural Killer (NK), reduzindo significativamente a concentracdo destas células, de
maneira a resultar no comprometimento da resposta imunologica durante o curso da
doenca (MAOMAO et al., 2020). Em relacdo a pandemia de COVID-19, houve um
aumento do numero e duragdo das hospitalizagdes principalmente de pacientes em estado
grave que necessitam de procedimentos invasivos diagnosticos ou terapéuticos,
principalmente quando mantidos em UTIs (Unidade de Terapia Intensiva), associados a
sobrecarga de profissionais de saude e insuficiéncia de insumos para protecdo de
profissionais de salde e pacientes (ANVISA, 2021b; SUBRAMANYA et al., 2021).

A RM exibe preocupacéo particular em bacilos gram-negativos, ja que nestes ha
maior frequéncia de resisténcia a multiplos antimicrobianos, limitando as op¢oes
terapéuticas (CDC, 2013). Ademais, a RM (Resisténcia Microbiana) possui causalidade
multifatorial, associando-se principalmente ao uso indiscriminado e inadequado dos
antimicrobianos possibilitando a selecdo de cepas resistentes que favorece a ocorréncia de
RM. Evidencia-se que a ocorréncia de IRAS (Infec¢bes Relacionadas a Assisténcia a
Saude) também pode favorecer a ocorréncia de RM, uma vez que sua prevaléncia é alta nas
unidades de saude brasileiras, resultando em alto uso de antimicrobianos de diversas
classes em proporgdes altas (ANVISA, 2017). A pandemia de COVID-19 em toda sua
contextualizacdo também gerou vérias condi¢Ges que propiciam a disseminacdo de MDR
(ANVISA, 2021b).

Dentre os MDR destaca-se aqueles produtores de batalactamases que despertam
grandes preocupacdes ja que a maioria dos genes responsaveis pela producdo destas
enzimas estdo localizados em elementos genéticos mdveis (transferiveis) (SES-SP, 2016).
Dentre as betalactamases destaca-se as carbapenemases que hidrolisam os antimicrobianos
carbapenémicos (Meropenem, Imipenem e Ertapenem), em que evidencia-se trés grandes
classes: carbapenemases tipo KPC (Klebsiella pneumoniae carpenemase), metalo-beta-
lactamases (MBL) incluindo as New Delhi metallo-beta-lactamases (NDM, SPM, IMP e
VIM) e as OXA- carbapenemases (MAGALHAES, SOARES, 2018). De modo geral, as
carbapenemases mais frequentes sdo KPC, NDM e OXA-48 produzidas pela Klebsiella
spp., SPM, VIM e IMP produzidas pela Pseudomonas aeruginosa e a OXA-23 produzida
pelo Acinetobacter baumannii.

As coinfec¢bes bacterianas por MDR em pacientes com COVID-19 geralmente
estdo associadas ao aumento dos indices de morbidade e mortalidade e prolongamento de
internacdes, levando a redugdo das opgdes tecnoldgicas e farmacoldgicas na terapia de
pacientes. Uma vez que a eficacia terapéutica dos antimicrobianos é perdida, ha auséncia
de alternativas seguras e ageis no tratamento de infecgbes bacterianas, piorando o
prognostico dos pacientes e elevando o risco de obito (ANVISA, 2017). Uma pesquisa
realizada pelo governo britdnico em relagdo aos custos financeiros com infecgdes por
microrganismos resistentes a antimicrobianos revela perspectivas impactantes caso acoes
profilaticas e de controle ndo sejam tomadas, estimando que até 2050 estas infeccOes
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podem matar pelo menos 10 milhdes de pessoas no mundo e com um custo de mais de 100
trilhGes de dolares (GOV UK, 2015).

Diante da preocupante disseminacdo dos patégenos MDR a OMS tem classificado
de acordo com a RM varios patdgenos prioritarios para estudos de desenvolvimento de
novos antimicrobianos, dentre os elencados como prioridade 1 (critica) cita-se a
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanni e os microrganismos pertencentes a
ordem Enterobacterales com destaque para a Klebsiella spp., sendo estes resistentes aos
antimicrobianos carbapenémicos (OPAS, 2017).

Dados do Laboratorio de Bacteriologia do CLR (Centro de Laboratério Regional)
do Instituto Adolfo Lutz de Marilia que coordena o Polo Regional de Monitoramento de
Microrganismos Multirresistentes que atende as regibes abrangidas pelos CLRs de
Aracatuba, Bauru, Marilia, Presidente Prudente, Ribeirdo Preto e Sdo José do Rio Preto,
referentes a identificacdo de MDR na rotina laboratorial durante os anos de 2019 (pre-
pandemia), 2020 e 2021 (durante a pandemia) estdo descritos no grafico 1.
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Gréfico 1. Identificacdo bacteriana e de genes de resisténcia no Laboratorio de Bacteriologia do
CLR Marilia — Instituto Adolfo Lutz nos anos de 2019, 2020 e 2021.

O objetivo do presente trabalho é analisar as coinfeccdes bacterianas em pacientes
com COVID-19, uma vez que as coinfecgdes bacterianas tém exercido papel de grande
importancia no agravo dos quadros clinicos e piora dos prognosticos dos pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo constitui-se de uma revisdo sistematica, dados do Laboratorio de
Bacteriologia do CLR- Marilia do Instituto Adolfo Lutz usados para melhor elucidacdo da
problematica abordada, foram aprovados pelo Conselho Técnico Cientifico do IAL,
cadastro CTC-IAL 39-N/2021. Para a revisdo sistematica foram utilizadas as seguintes
bases de dados: PubMed, Biblioteca Eletronica e Cientifica Online (SciELO, Scientific
Eletronic Library Online) e Google Académico. Para a busca do material bibliografico
realizou-se buscas avangadas selecionando-se palavras-chave padronizadas e indicadas
pelos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS/MeSH) do BVS/SES, sendo utilizado:
somente “COVID-19”, ou “COVID-19” AND “Coinfection”, “COVID-19” AND
“Bacterial” AND Coinfection”, “COVID-19” AND “Tuberculosis” e “Bacterial” AND
“Drug resistance” AND “COVID-19”. Com a finalidade de refinar a busca foram
acrescentados entre as palavras chaves o operador booleano AND.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A pandemia de COVID-19 permitiu condi¢cbes capazes de favorecer coinfecgdes
por MDR, em destaque as bactérias gram-negativas, neste aspecto evidencia-se 0 uso
empirico de antimicrobianos nesta fase como um fator que favorece a resisténcia
microbiana (RM). Embora a COVID-19 corresponda a uma enfermidade de etiologia viral,
antimicrobianos séo prescritos frequentemente para esta patologia infecciosa em
decorréncia de suspeitas de coinfeccdes bacterianas, podendo favorecer o aumento da
pressdo seletiva dos agentes bacterianos, propiciando a disseminacdo de MDR (ANVISA,
2021b; LANGFORD et al.,, 2021; SUBRAMANYA et al.,, 2021). A Nota Técnica
GVIMS/GGTES/ANVISA n°05 de 2021 revela o uso excessivo e empirico de
antimicrobianos de amplo espectro no tratamento secundério a coinfec¢cbes com a COVID-
19 como uma das condicdes que favorecem a disseminacdo de MDR (ANVISA, 2021b).

Tem-se observado um aumento das preocupacdes com a elevacdo dos casos de
Acinetobacter baumannii, principalmente aqueles produtores de carbapenemases e
resistentes a polimixina, fato que aumenta a severidade dos quadros clinicos e a
mortalidade (SCARELLA, SCARELA, BERETTA, 2017). A nota técnica conjunta
CGLAB, BrCAST e Anvisa: testes de sensibilidade para Acinetobacter spp. (2021), revela
através de dados do GAL (Gerenciador de Ambiente Laboratorial) do Lacen-PR
(Laboratorio Central de Saude Publica), de que no ano de 2021 foi observado um aumento
de 90% dos isolados de MDR, sendo um aumento de 170% referente ao A. baumannii e
destes um aumento de 99% de A. baumannii resistente a carbapénemicos e 20%
resistentes a polimixina (ANVISA, 2021a). Condizente ao exposto, dados do Laboratorio
de Bacteriologia do CLR — Marilia do Instituto Adolfo Lutz (descritos no Gréfico 1),
retratam um aumento significativo de infecces por A. baumannii produtores de
carbapenemases OXA-23 nos anos de 2020 e 2021 (durante a pandemia), sendo mais
pronunciado no ano de 2021, quando comparado com os dados de 2019 (pré-pandemia).
Ademais, dados fornecidos pelo Laboratorio de Bacteriologia do CLR-Marilia revelam a
ocorréncia de oito surtos de A. baumannii OXA-23 (quatro em 2020 e quatro em 2021)
através da técnica de tipagem molecular epidemiolégica REP-PCR, permitindo a
identificacdo de um clone idéntico entre os municipios de Aracatuba e Marilia, indicando a
disseminacéo inter-hospitalar, bem como a ocorréncia de trés surtos de Klebsiella sp.
produtora de carbapenemases através da técnica de tipagem molecular epidemioldgica
ERIC-PCR, sendo dois surtos de Klebsiella sp. produtora de NDM nos municipios de
Araraquara e Marilia nos anos de 2020 e 2021 e um surto de Klebsiella sp. produtora de
KPC no municipio de Marilia no ano de 2021.

Algumas medidas podem ser aplicadas nas unidades de salude como alternativas de
controle e profilaxia da disseminacdo de MDR, principalmente durante a pandemia de
COVID-19 em que ha altos indices de hospitalizacdo. Dentre as medidas indicadas
destacam-se recursos humanos capacitados, insumos adequados para protecdo dos
profissionais e pacientes, prevencdo e controle das infecgdes, politica rigorosa de
gerenciamento do uso de antimicrobianos e consequentemente o uso correto de
antimicrobianos (ANVISA, 2021b).

E recomendado que os laboratérios hospitalares utilizem métodos rapidos e eficazes
na deteccdo de microrganismos em coinfecgdes com SARS-CoV-2, principalmente de
MDR, com atencdo para a deteccdo de carbapenemases e pesquisa a resisténcia a
polimixina, permitindo que os resultados sejam reportados rapidamente as equipes de
assisténcia (ANVISA, 2021b). O diagndstico adequado e preciso dos agentes envolvidos,
com correta identificacdo e realizacdo de testes de sensibilidade a antimicrobianos, permite
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uma terapia antimicrobiana apropriada, reduzindo assim as chances de insucessos no
tratamento e reduzindo as chances de RM.

CONCLUSAO

E visivel que a pandemia de COVID-19 resultou em inlimeros impactos mundiais,
englobando-se desde a saude, economia, educacdo e a politica, gerando varias mortes,
principalmente em populacBes mais fragilizadas, resultando em perdas irreparaveis com a
pandemia. Diante deste contexto, embora tenha-se conquistado grandes avangos na
vacinacdo, ndo existem alternativas terapéuticas especificas para o tratamento da infec¢do
por SARS-CoV-2, fator que favorece em muitos casos tratamentos empiricos.

Conforme relatado, casos de coinfecc¢Oes bacterianas em pacientes com a COVID-
19 estdo se tornando cada vez mais frequentes, agravando os quadros clinicos, aumentando
a necessidade de recursos especificos, do nivel de assisténcia e dos gastos com
hospitalizacGes e terapias e infelizmente aumentando a mortalidade da doenca. Desta
maneira, em muitos casos opta-se pelo uso empirico de antimicrobianos no tratamento da
COVID-19 como uma tentativa de profilaxia ou tratamento de possiveis coinfeccbes
bacterianas, fato que muitas vezes favorece a RM. A maior ocorréncia de coinfecgdes por
MDR durante a pandemia de COVID-19 tem resultado na elaboracdo e publicacdo de
normas técnicas com alertas sobre o assunto. Em sincronia com a literatura consultada os
dados fornecidos pelo Laboratério de Bacteriologia do CLR-Marilia do Instituto Adolfo
Lutz, demonstram um aumento significativo da ocorréncia de A. baumannii produtores de
OXA-23, bem como um aumento da ocorréncia de Klebsiella spp. produtora de KPC e
embora seja menos comum a ocorréncia de Klebsiella spp. produtora de KPC e NDM
simultaneamente, além da ocorréncia de P. aeruginosa produtora de KPC durante 0s anos
de 2020 e 2021 (pandémicos).

Conclui-se que as coinfec¢des bacterianas constituem um importante problema para
a Saude Pdblica, principalmente quando envolve a RM e MDR, situacdo que possui
causalidade multifatorial, em destaque o uso indiscriminado de antimicrobianos em
pacientes com a COVID-19. Desta maneira, faz-se necessario o apoio a politicas de
gerenciamento do uso de antimicrobianos e de diagnostico rapido e com acuracia dos
agentes envolvidos nas coinfecgOes bacterianas, possibilitando a prescricdo adequada
destes antimicrobianos, favorecendo o sucesso na terapia, menores danos aos pacientes e a
reducdo da ocorréncia de RM e MDR.
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Resumo: O SARS-CoV-2 é um betacoronavirus responsavel pela pandemia de COVID-
19, que causa sintomas respiratorios nas vias areas superiores e inferiores, ocasionando um
quadro gripal, que pode evoluir para sindrome respiratoria aguda grave (SARS). Os casos
mais graves tém sido reportados em idosos e individuos com doengas crdnicas nao
transmissiveis. O objetivo foi avaliar a prevaléncia de comorbidades, e suas associagdes,
em pacientes com diagndstico positivo para infeccdo por SARS-CoV-2. Esse estudo
utilizou dados secundarios dos casos recuperados e obitos entre julho de 2020 a julho de
2021, do Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe) do
estado de Sdo Paulo, foram analisados os parametros sexo, idade e comorbidades
(cardiopatias, diabetes e obesidade). Foram incluidos no estudo 149.122 casos de ambos 0s
sexos, sendo 93.888 (63%) recuperados e 55.224 (37%) Obitos. A prevaléncia de
comorbidades nos recuperados foi de 29,0% (27.145) cardiopatias; 17,0% (15.980)
cardiopatias/diabetes; 13,5% (12.710) diabetes; 7,8% (7.321) obesidade; 4,1% (3.852)
cardiopatias/obesidade; 4,3% (4.096) cardiopatias/diabetes/obesidade; e 24,3% (22.784)
sem comorbidades. E nos Obitos foi de 27,8% (15.332) cardiopatias; 22,0% (12.154)
cardiopatias/diabetes; 13,0% (7.203) diabetes; 6,0% (3.305) obesidade; 4,6% (2.511)
cardiopatias/obesidade; 6,4% (3.531) cardiopatias/obesidade/diabetes; e 1,8% (1.012)
diabetes/obesidade e 18,4% (10.176) sem comorbidades. A presenca isolada ou associada a
diabetes, obesidade e cardiopatias exerceu uma relacdo negativa na evolucdo do quadro
clinico. Este estudo podera contribuir com informacfes Uteis para a implantacdo de
medidas epidemioldgicas adequadas, e para a elaboracdo de politicas publicas no contexto
de prevencdo e monitoramento das doencas crénicas ndo transmissiveis.

Palavras—chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Doencas ndo Transmissiveis; Comorbidade;
Prevaléncia.

INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, o mundo foi surpreendido com a informacdo da
Organizacdo Mundial da Salde (OMS) sobre casos de pneumonia de etiologia
desconhecida na provincia de Hubei, na Republica popular da China (WHO, 2020). No ano
seguinte foi identificado o agente etiolégico, 0 SARS-CoV-2, iniciando a pandemia de
COVID-19, desafiando a saude publica mundial. Essa doenca causa sintomas respiratorios,
nas vias areas superiores e inferiores, que pode evoluir para sindrome respiratéria aguda
grave (SARS) (BOLSONI-LOPES et al., 2021). O SARS-CoV-2, virus RNA fita simples
positivo, apresenta na superficie a proteina Spike que invade as células do coragéo,
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pulmao, tecido adiposo e gastrointestinal, que possuem em sua membrana o receptor para a
enzima conversora de angiotensina Il (ECA2), causando intensa inflamagdo com liberagéo
de citocinas, podendo desencadear uma resposta imunoldgica que pode contribuir para um
prognostico desfavoravel (BOLSONI-LOPES et al., 2021). Os fatores de risco no agravo
por COVID-19 estdo relacionados a idade avangada (acima de 60 anos), sexo masculino,
presenca de comorbidades, estado imunocomprometido, obesidade e estilo de vida nao
saudavel (SILVA et al., 2020; PIETROBON, et al.,2020; GAO et al., 2021; SHAH et al.,
2021). As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) sdo um conjunto de doencas de
causas multiplas e progndstico incerto, sdo as principais comorbidades dos pacientes com
COVID-19, e responsaveis pelo agravamento da condicao clinica, aumento no tempo de
internacdo e nas taxas de mortalidade (MALTA et al., 2021; NUNES et al., 2021). Entre as
DCNT podemos destacar a doenca cardiovascular, pulmonar, diabetes e obesidade
(BOLSONI-LOPES et al., 2021). A infeccdo pelo SARS-CoV-2 associada as
comorbidades, ocasiona um aumento na prevaléncia de casos graves, devido ao
comprometimento do sistema imune e da capacidade do hospedeiro de se defender de
infeccdes causadas pelo virus, contribuindo para um mau prognéstico e evolucdo na
mortalidade por COVID-19 (GAO et al., 2021; SHAH et al., 2021; BRANDAO et al.,
2020; EJAZ et al., 2020; NG et al., 2021; FANG et al., 2020). Desta forma, a anélise da
inter-relagéo do potencial de agravamento nos pacientes com comorbidades e a infeccéo
pela COVID-19, permite discutir o impacto causado pela pandemia na qualidade de vida
de pacientes com DCNT, e como esses dados podem ser utilizados como medidas de
auxilio e prevencdo da satde (GAO et al., 2021; SHAH et al., 2021). O objetivo deste
estudo foi avaliar a prevaléncia de comorbidades em pacientes do estado de S&o Paulo,
com diagnaostico positivo para infeccdo por SARS-CoV-2, para compreender a progressao
dos riscos associados & morbimortalidade.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo descritivo, retrospectivo, utilizando dados secundarios do
Sistema de Informacédo de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe) do estado
de Sdo Paulo (SEADE, 2020). Os dados sdao de dominio publico e ndo necessita de
aprovacdo de Comissdo de Etica em Pesquisa. Foram incluidos os casos de recuperados e
obitos entre Julho de 2020 e Julho de 2021. Foram analisados os parametros sexo, idade e
comorbidades (cardiopatias, diabetes e obesidade). Foram excluidos casos com auséncia de
algum dado epidemioldgico necessario para a execucdo deste trabalho, como idade, sexo e
informacdo sobre comorbidade prévia. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo
Excel versdo 2010 e pelo Epi Info versdo 3.5.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 149.112 casos, destes, 93.888 (63%) evoluiram para
recuperagdo e 55.224 (37%) para Obito. Neste trabalho analisamos as comorbidades:
cardiopatias, diabetes e obesidade e suas associacdes. A idade média dos recuperados foi
de 55 anos para homens e 60 anos para mulheres. Nos obitos a idade média foi de 60 anos
para homens e 65 anos para mulheres (Figura 1). A idade acima de 60 anos foi considerada
um fator de risco para a infecc¢do, pois ocorre diminui¢do da resposta imunologica, e a
presenca de comorbidades eleva as chances de formagdo de trombose microvascular,
aumentando a gravidade da doenca (BATSCHAUER et al., 2020). O nimero de pacientes
recuperados e Obitos com e sem associacdo entre comorbidades foi maior no sexo
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masculino, sendo estatisticamente significante (p<0.0000001). O sexo masculino apresenta
maior fator de risco para a infeccdo quando comparado ao sexo feminino, sugerindo uma
diferenga na resposta imune, pois a presenca de hormonio androgénio, concentracfes mais
baixas de anticorpos anti-SARS-CoV-2, além da maior exposicdo e progressao da doenca
seriam caracterizadas como maior causa de mortalidade pela COVID-19 (MONTOPOLI et
al., 2020) (Figura 2). A prevaléncia de comorbidades nos recuperados foi de 29,0%
(27.145) cardiopatias; 17,0% (15.980) cardiopatias e diabetes; 13,5% (12.710) diabetes;
7,8% (7.321) obesidade; 4,1% (3.852) cardiopatias e obesidade; 4,3% (4.096) cardiopatias,
diabetes e obesidade; e 24,3% (22.784) sem comorbidades (Figura 3A).

Nos recuperados a prevaléncia de cardiopatias isolada e associada foi maior em
comparagdo com as demais comorbidades.
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Figura 1. Distribuicdo das comorbidades de acordo com média de idade e sexo. A: casos recuperados; B:
oObitos. Obs. A identificacdo da média de idade entre as comorbidades esta delineada pela linha de tendéncia,
em azul referente ao sexo masculino e vermelho para o feminino. Fonte: Autor, 2021.

Nos 6bitos, a prevaléncia foi de 27,8% (15.332) cardiopatias; 22,0% (12.154)
cardiopatias e diabetes; 13,0% (7.203) diabetes; 6,0% (3.305) obesidade; 4,6% (2.511)
cardiopatias e obesidade; 6,4% (3.531) cardiopatias, obesidade e diabetes; e 1,8% (1.012)
diabetes e obesidade e 18,4% (10.176) sem comorbidades (Figura 3 B). Esses dados
mostraram que a prevaléncia de 6bitos ocorreu no grupo de cardiopatia isolada e
cardiopatia associada ao diabetes. O estudo ndo apresentou diferenca significante na
prevaléncia entre os grupos de obesidade isolada e associada a outras comorbidades. O
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monitoramento deficiente da glicemia pode levar a falhas no sistema imunoldgico e
potencializar o aparecimento de mediadores pro-inflamatorios como proteina C reativa,
glicoproteina &cida e o fibrinogénio, além de citoquinas como fator de necrose tumoral e
interleucinas, favorecendo danos celulares, e piora do estado do paciente com COVID-19
(CERIELLO et al., 2020; PICCIRILLO et al., 2004, GROSS et al., 2002). Os pacientes
com diabetes do tipo 1 apresentam 3.5 vezes, e do tipo 2 tém 2.03 mais riscos de
mortalidade pela COVID- 19, pois SARS-CoV-2 pode desencadear a autoimunidade das
ilhotas de Langerhans, quando o virus se liga aos receptores ECA2, possibilitando o
desenvolvimento de diabetes (SINGH et al., 2020).

A obesidade estd associada com a intensidade dos fatores de risco quando
relacionadas a outras doencgas cronicas, como diabetes e cardiopatias. Os resultados
encontrados foram semelhantes ao estudo de Silva, et al., 2020, que apresentou prevaléncia
obtida de 8% para obesidade.
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Figura 2. Distribuicdo das comorbidades, de acordo com o sexo, em pacientes recuperados (A) e 6bitos (B).
Teste t. Fonte: Autor, 2021.

Os individuos com sobrepeso podem desenvolver maior carga viral e demora na
resolucdo do processo infeccioso, por apresentar uma reducdo da resposta imune, com
menor acdo de fagocitose por macréfago, prejudicando o processo de apresentacdo de
antigeno e desenvolvimento de anticorpo, contribuindo para o desfecho grave da infeccéo,
com a amplificacdo do estado inflamatorio, danos ao sistema respiratorio, cardiovascular e
no metabolismo dos carboidratos e na formagdo de trombose (BOLSONI-LOPES et al.,
2021; MARTELLETO et al., 2021). As cardiopatias estdo associadas a gravidade da
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doenca e prognostico desfavoravel a COVID-19, devido ao processo inflamatério que
aumenta a liberacdo de troponina causando lesdes e espessamento do musculo cardiaco
(SILVA et al., 2020). A introducdo do SARS-CoV-2 em células miocérdicas reduz a
expressdao de ECA2, que possui propriedade anti-inflamatoria e anti-trombética, que
permitem a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e apoptéticos, como fatores de
necrose tumoral, que desestabiliza a placa aterosclerotica do epitélio dos vasos e liberando
émbolos nos pacientes com COVID-19. A cardiopatia esta associada a tres vezes mais
chances de infeccdo grave e 11 vezes a mortalidade (SHAH et al., 2021; SILVA et al.,
2020).

m Cardiopatias
m Cardiopatias e diabetes 29,0%
= Diabetes

m Obesidade

m Cardiopatias e obesidade
= Cardiopatias, diabetes e 13,5%

obesidade
Sem comorbidades

m Cardiopatias

m Cardiopatias e diabetes

= Diabetes

m Obesidade

m Cardiopatias e
obesidade

m Cardiopatias, diabetes

e obesidade
Diabetes e obesidade

Figura 3 — Distribuicdo percentual de casos recuperados (A) e 6bitos (B) por SARS-CoV-2.
Fonte: Autor, 2021.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados sugerem que individuos com menos de 60 anos de
idade tem uma maior probabilidade de recuperacédo da COVID-109.

Os pacientes do sexo masculino com COVID-19 apresentaram maior
probabilidade para o estado grave da doenca.

A cardiopatia demostrou maior numero de casos recuperados e Oébitos, e
apresentou resultado relevante quando associada a diabetes, embora a obesidade esteja
mais comumente ligada a outras comorbidades.

A presenca isolada ou associada a diabetes obesidade e cardiopatias exerceu uma
relacdo negativa na evolucdo do quadro clinico do paciente. Este estudo podera contribuir
com informacdes Uteis para a implantagdo de medidas epidemioldgicas adequadas, e para a
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elaboracdo de politicas publicas no contexto de prevencdo e monitoramento das doencas
cronicas nao transmissiveis.
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Resumo

Introducdo: O iodo é um micronutriente vital para 0 nosso organismo e sua falta pode
levar aos Disturbios por Deficiéncia de lodo (DDI), responsavel por gerar problemas no
desenvolvimento, crescimento e func6es do organismo. A Resolugcdo RDC n° 604, de 10 de
fevereiro de 2022 estabelece a concentracdo ideal de iodo entre 15mg/Kg a 45mg/Kg para
o sal refinado iodado e sal rosa do Himalaia. Objetivo: Realizar um levantamento
bibliograficos sobre a concentracdo de iodo presente no sal refinado iodado e no sal rosa
do Himalaia distribuidos no Brasil durante um periodo de 10 anos. Metodologia: Trata-se
de um referencial tedrico cujos dados foram coletados através de artigos publicados nas
bases de dados PubMed, BVS — Biblioteca Virtual em Saude, SciELO — Scientific
Eletronic Library Online, Google Académico, CAPES/MEC do Ministério da Educacdo,
além de informacBes provindas do site da CVS — Centro de Vigilancia Sanitéaria e da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Resultados: De acordo com 0s
programas de monitoramento (Pr6-lodo) e os estudos realizados no Brasil, o sal rosa do
Himalaia apresentou maiores indices de resultados insatisfatorios, geralmente
ultrapassando o VMP (Valor Maximo Permitido) da legislacdo. No que se refere ao sal
refinado, destaca-se satisfatoriedade na maioria das amostras, porém foi observado um
percentual importante de resultados insatisfatdrios na regido do Parand, Minas Gerais e Rio
Grande do Norte. Conclusdo: Com isso, ressalta-se a importancia de intensificar o
monitoramento dessas analises dando prioridade aos municipios que estdo em desacordo, a
fim de garantir qualidade e seguranca para a populacéo.

Palavras—chave: deficiéncia de iodo; iodo; sal

INTRODUCAO

O iodo é um elemento necessario para a producdo de hormdnios pela glandula
tireoide. A ingestdo inadequada deste mineral pode promover um espectro de morbidades
de crescimento, desenvolvimento e nas fung¢des do organismo ao longo da vida, conhecidos
como Disturbios por Deficiéncia de lodo (DDI)™.

Em &reas com baixas taxas de iodo a populagdo tem maior risco de apresentar DDI,
que podem contribuir para graves impactos nos niveis de desenvolvimento social, humano
e econdmico?. Essa deficiéncia atinge bilhares de pessoas no mundo causando alterages
na tireoide como o bocio (aumento da glandula tireoide) e o cretinismo em criangas
(retardo mental grave e irreversivel). Os DDI também favorecem a elevacdo da
mortalidade infantil, assim como problemas psicomotores e aborto® 5 8, Desta forma, a
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fim de prevenir e controlar os DDI, a lodizagdo Universal do Sal (USI) é mundialmente
aceita, sendo considerado um método seguro, sustentavel e econdmico* °.

No Brasil a Resolugdo RDC n° 604, de 10 de fevereiro de 2022, estabelece a
concentragdo ideal de iodo no sal para consumo humano, entre 15 a 45mg/Kg’. Assim,
medidas para controlar o excesso e a deficiéncia de iodo sdo fundamentais, atuando de
gorma preventiva e permanente para assegurar que a iodacdo ocorra de maneira confiavel®

Com o intuito de monitorar os alimentos criticos para o consumo foi desenvolvido,
em 1995, o Programa Paulista de Analise Fiscal de Alimentos (PP), pelo Centro de
Vigilancia Sanitaria (CVS) e o Instituto Adolfo Lutz (IAL), da Coordenadoria de Controle
de Doencas. O programa tem como finalidades: verificar a qualidade sanitaria dos
alimentos, aplicar a legislagdo sanitaria a respeito de infragdes em produtos alimenticios, e
contatar setores comerciais para uma intervencio preventiva'®. O Programa Nacional para
a Prevengdo e Controle dos Disturbios por Deficiéncia de lodo (Pr6-lodo) também foi
criado a fim de monitorar a iodag&o do sal, sob coordenacdo do Ministério da Satde!®.

Com isso, o objetivo deste estudo foi realizar uma revisdo da literatura sobre a
concentracdo de iodo presente no sal refinado iodado e no sal rosa do Himalaia distribuidos
no Brasil durante um periodo de 10 anos.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um referencial tedrico, cujos dados foram coletados através de artigos
publicados nas bases de dados PubMed, BVS — Biblioteca Virtual em Salde, SCIELO —
Scientific Eletronic Library Online, Google Académico, CAPES/MEC do Ministério da
Educacdo, além de informacdes provindas do site da CVS — Centro de Vigilancia Sanitaria
e da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)

As palavras-chaves utilizadas foram: analise fisico-quimica; iodo; iodagdo; sal;
deficiéncia de iodo; iodine; salt; iodine deficiency.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras do programa de monitoramento do teor de iodo no sal (Pr6-lodo) sdo
provenientes de todo Brasil. A coleta e execucdo das analises sdo responsabilidade dos
6rgdos de Vigilancia Sanitéria estaduais, distrital e/ou municipais, em articulacdo com os
laboratdrios oficiais de satde®®.

Além do programa de monitoramento, alguns estudos foram realizados com sal
refinado e sal rosa em alguns estados do Brasil.

As andlises do monitoramento do teor de iodo no sal em 2014 até o inicio de 2015
apresentou 92% de resultados satisfatérios. Neste periodo o estado com menor percentual
de satisfatoriedade foi Tocantins com 58% das amostras analisadas*?.

Em 2016 foram coletadas 978 amostras de sal e o percentual de satisfatoriedade foi
de 94% (920) e 6% de insatisfatoriedade (58). O estado de Sergipe se destacou por
apresentar o menor percentual de amostras satisfatorias com 79%%*.

No ano de 2017, 972 amostras de sal foram analisadas e 93,2% (906) revelaram
satisfatdrias e 7% (66) insatisfatorias®.

175



' EDITORA
4AV4A AGRON SCIENCE
davv 48

Durante o ano de 2018 o Programa Pro-lodo analisou 732 amostras de sal com
93,99% (688) de satisfatoriedade e 6,01% (44) em desacordo com a legislacdo. A regido
com maior nimero de amostras insatisfatorias foi Mossoro, no Rio Grande do Norte com
19,1% (9)™. Bezerra et al. (2020) relata resultados semelhantes neste municipio onde 50%
(3) das amostras apresentavam iodo acima do valor maximo permitido (VMP) na
legislacio'®. Com relagdo ao sal rosa do Himalaia, 6 amostras em 2018 foram consideradas
insatisfatorias, sendo 2 acima e 2 abaixo do limite exigido pela legislacdo e 2 ndo
detectavel?,

No ano de 2019 ocorreu uma reducdo no percentual de satisfatoriedade, das 742
amostras de sal coletadas em 17 estados brasileiros 88,3% (655) das amostras estavam
dentro dos valores estabelecidos na Resolucdo RDC n. 604/2022 e 11,7% (87) foram
consideradas insatisfatorias. O sal rosa do Himalaia foi responsavel por 62,1% dos
resultados insatisfatérios e o sal refinado apresentou apenas 3% de insatisfatoriedade.
Deve-se salientar que o relatorio de 2019 apresentou o pior resultado dos dltimos 10 anos,
indicando o sal rosa do Himalaia como uma das categorias de sal com piores perfis de
adequagao quanto ao teor de iodo no periodo®®,

Resultados semelhantes foram observados na regido Sudeste com o sal rosa do
Himalaia. Em estudo realizado com amostras coletadas na cidade de Taubaté (S&o Paulo),
50% das amostras estavam em desacordo com a legislacdo, apresentando valores acima do
limite estabelecido®®. Esse trabalho corrobora com o encontrado nos municipios de Assis,
Presidente Prudente e Marilia, onde durante o periodo de 2017 a 2019, 46,2%
apresentaram-se de acordo com a legislacdo e 53,8% em desacordo com a legislacgéo.

Ainda nessa pesquisa, 3 amostras revelaram valores de iodo acima do VMP e em 4
amostras ndo foi detectado iodo'®. Esses resultados indicam falhas no controle de
qualidade do processamento do sal, demonstrando que, mesmo com toda fiscalizacéo e
monitoramento, ainda podem ser encontrados no mercado brasileiro sais impréprios para o
consumo, devido a inadequacao nos teores de iodo.

Em Ouro Preto (Minas Gerais), 92,5% das amostras de sal refinado estavam de
acordo com a legislacdo e 7,5% em desacordo. Esses achados podem ter relagdo com o
armazenamento desse alimento nos estabelecimentos e a coleta, o qual foi realizada em
uma regido de maior nimero de comércios desse produto e consequentemente houveram
maior niimero de amostras®.

Em um estudo realizado em Monte Carlos (Minas Gerais), em 2018, com 5
amostras de sal iodado, 100% das amostras apresentaram iodo acima do limite
estabelecido, variando de 123,2mg/Kg a 330,2mg/Kg. Esse valor ndo corresponde com o
expresso nos rétulos, acarretando risco a populagdo no consumo deste produto!’. O oposto
foi encontrado por Santos et al. (2021), no Rio de Janeiro (Rio de Janeiro), onde 33% das
amostras apresentavam teor de iodo abaixo de 15mg/kg*®.

Em uma escola localizada no municipio de Ribeirdo Preto (Sdo Paulo), foram
analisadas 295 amostras de sal iodado no ano de 2015 e todas as amostras estavam em
conformidade com a legislagio RDC n° 604/2022, indicando sucesso na iodagio?®.

Na Bahia em 2020, em 665 amostras avaliadas, houve uma predominéncia de
79,6% com concentracdo de iodo em conformidade com a legislacdo, sendo o percentual
de amostras que apresentou iodo abaixo do limite estabelecido de 17,6%%. Resultados
semelhantes de insatisfatoriedade foram observados em Teresina (Piaui) e em Campina
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Grande (Paraiba), onde 67% e 8% de sal refinado apresentaram valores abaixo de 15mg,
respectivamente?l 22,

Na regido Norte, em Santarém (Pard) 56% dos resultados foram insatisfatorios,
onde 80% apresentavam valores acima do VMP?. Diferente do encontrado em Lagarto
(Sergipe) onde todas as amostras estavam em conformidade com a RDC n° 604/2022%,

Na regido Sul, no municipio de Umuarama (Parana) 100% (9) das amostras de sal
refinado iodado possuiam teor de iodo acima de 45mg/kg, variando de 55,99mg/Kg até
130,25mg/Kg. Verificou-se ainda que os rotulos das embalagens informavam a
concentracdo correta de 25mg/Kg de iodo, porém ndo condiziam com o encontrado nos
produtos e em uma embalagem n#o foi informado a concentracgéo de iodo®.

Um estudo realizado no Rio Grande do Sul no ano de 2011, observou que 4% das
amostras estavam em desacordo com a legislacdo, apresentando valores acima do limite
permitido®. No mesmo estado na cidade de Canoas, o percentual de inadequagdo foi
maior, com 14% das amostras apresentando concentragio menor que o exigido?.

CONCLUSOES

O programa Pré-lodo, demonstrou um aumento de resultados insatisfatérios em
2019 em comparacdo aos anos anteriores. O que mais apresentou inconformidades foi o sal
rosa do Himalaia no periodo de 2018 a 2021, mesmo com poucos estudos encontrados. O
sal refinado apresentou altos percentuais de satisfatoriedade em relacdo a concentracdo de
iodo, em todos os ultimos 10 anos, porém, destaca-se um percentual importante de
resultados insatisfatorios, principalmente no Parana, Minas Gerais e Rio Grande do Norte,
sendo o ultimo estado, uma das regibes produtoras de sal no pais. Os resultados
insatisfatérios de sal refinado iodado e sal rosa do Himalaia abrange um problema na falha
de controle de qualidade e insuficiéncia da fiscalizagdo e monitoramento. Evidencia-se,
portanto, intensificar o monitoramento dessas analises a fim de garantir a qualidade do
produto e assegurar a salde da populacdo, se tratando de uma politica de satde publica
importante no monitoramento de alimentos.
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Resumo: O alcool gel destinado a higienizacdo das méaos, classificado como cosmeético,
tem seu uso indicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no
combate ao COVID-19. Devido a pandemia, as empresas de medicamentos, saneantes e
cosmeéticos foram autorizadas a fabricar preparaces antissépticas ou desinfetantes sem
registro ou notificacdo na ANVISA, desde que atendidos determinados critérios, levando a
necessidade de monitoramento do produto. Este trabalho tem como objetivo avaliar a
qualidade de uma amostra de alcool gel disponivel comercialmente, utilizando como base
0s ensaios do estudo de estabilidade. Aliquotas de uma mesma amostra de alcool gel foram
separadas e avaliadas mediante exposicdo a variacdes de temperatura e luz, frente a
parametros organolépticos (cor, odor e aspecto), fisico-quimicos (teste de centrifuga, pH,
viscosidade aparente, teor alcodlico e densidade) e microbioldgicos (contagem de micro-
organismos viaveis totais e pesquisa de micro-organismos patogénicos), em diferentes
tempos de coleta. As aliquotas da amostra ndo apresentaram alteracdo para os resultados
organolépticos bem como para os testes de centrifuga, teor, densidade, pH e ensaios
microbioldgicos; para o ensaio de viscosidade os resultados estavam em desacordo com a
legislacdo. Conclui-se que, de modo geral, a amostra ndo sofreu alteracbes no estudo de
estabilidade proposto. O monitoramento do mercado, assim como outros estudos Sao
essenciais para garantir a dispensacdo de produtos em conformidade com as
especificagoes.

Palavras—chave: alcool gel; COVID-19; estudo de estabilidade

INTRODUCAO

Segundo o Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira, géis sdo definidos como
preparacdes semissolidas, geralmente viscosas e transparentes, que podem servir como
veiculo para um ou mais ativos; sendo frequentemente empregadas em formulagdes
cosméticas. O alcool gel atua sobre bactérias, fungos e virus, ja que é capaz de desnaturar
proteinas de virus envelopados, como é o caso do Virus da Sindrome Respiratéria Aguda
Grave — Coronavirus - 2 (SARS-COV - 2, devido suas propriedades quimicas, por meio do
rompimento das ligagdes de hidrogénio. Desta forma gera um desequilibrio estrutural das
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proteinas virais, com consequente perda da atividade viral e acdo patologica (BRASIL,
2012; CIENCIA ELEMENTAR, 2020).

Para que os produtos cosméticos estejam de acordo com as legislagdes vigentes, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) disponibiliza o Guia de Controle de
Qualidade de Produtos Cosméticos, a fim de fornecer subsidios e diretrizes para a
realizacdo dos ensaios elencados no Controle de Qualidade (CQ). Entende-se por CQ o
conjunto de praticas com o objetivo de garantir que avaliacBes indispensaveis sejam feitas
para que o produto ofertado ao publico seja dispensado com qualidade, atendendo as
especificacbes determinadas pelos 6rgdos regulamentadores. Podemos dividir o CQ em
trés grupos: analises organolépticas, fisico-quimicas e microbiologicas. Por meio do estudo
de estabilidade € possivel obter informac6es sobre a qualidade de um produto (BRASIL,
2008).

O estudo de estabilidade oferece informacdes que garantem que o produto seja capaz
de manter suas caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas e de seguranca durante
todo o prazo de validade. Para avaliar este fator, o produto precisa ser exposto a diferentes
condicdes forcadas desde a fabricacdo até a validade final. A estabilidade de um produto
pode ser modificada de acordo com tempo ao qual é exposto a fatores que aceleram ou
retardam mudancas nas suas propriedades. Os resultados obtidos a partir do estudo de
estabilidade fornecem informacGes que orientam o processo de desenvolvimento de um
cosmético, auxiliando na formulacdo, na escolha de embalagens adequadas, condicdes
ideais de armazenamento, estimativa do prazo de validade, além de apresentar dados sobre
a seguranca do produto (BRASIL, 2004).

Com a pandemia provocada pela (SARS — COV - 2) o uso de alcool gel formulacdo
cosmética elevou-se, causando indisponibilidade do produto em supermercados e
farmécias. Tal demanda fez com que a ANVISA autorizasse fabricantes de cosmeéticos,
saneantes e medicamentos a realizar a producdo e venda de produtos a base de alcool
destinados a higienizacdo das mdos sem prévia autorizacao, de acordo com a Resolucgéo de
Diretoria Colegiada — RDC n° 350 de 2020. Essa decisdo foi tomada para incentivar a
producdo de antissépticos pelas empresas. Desta forma, as empresas passaram a ser
dispensadas de disponibilizar informacGes sobre notificacdo prévia, mas deviam seguir
critérios técnicos de qualidade, rotulagem e validade méaxima de 180 dias (BRASIL,2020g;
BRASIL, 2021).

Entretanto, a auséncia de notificacdo prévia pode ter facilitado a entrada de
produtos no mercado, muitas vezes sem a devida qualidade necessaria. Considerando a
facilidade na producdo, custo de formulacdo reduzido, e ainda a flexibilizacdo da
normativa, 0 mercado foi suprido com uma grande variedade de marcas de alcool gel.
Devido a grande demanda, muitos produtos podem ter sido dispensados fora da
especificacdo, o que leva a necessidade de estudos que avaliem a qualidade do alcool gel
disponivel no mercado (GRAEFF. et al., 2021). Este trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade de uma amostra de alcool gel disponivel comercialmente, utilizando como base
0s ensaios do estudo de estabilidade.

MATERIAL E METODOS

Uma amostra de alcool gel 70° INPM, antisseptico para méaos, frasco de 4,3kg com
validade de 24 meses a partir da sua data de fabricacdo, foi adquirida em comércio regular
nacional. Foram feitas avaliacbes organolépticas, fisico-quimicas e microbiologicas,
utilizando condigdes adaptadas do estudo de estabilidade, de acordo com o Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (BRASIL, 2004).
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Inicialmente aliquotas do produto foram distribuidas em frascos de vidro estéreis, que
posteriormente foram colocados na estufa (45 °C = 2,0 °C), freezer (- 5 £ 2,0 °C) ou sob
incidéncia de luz solar em temperatura ambiente (25 £ 2,0 °C), onde permaneceram por até
45 dias. Uma amostra de alcool gel que ndo passou por nenhum tipo de exposicéo,
chamada de amostra controle, foi também avaliada. Foram realizados ensaios
organolépticos e fisico-quimicos (teste de centrifuga — QUIMIS/Q222RM, pH -
Simpla/PH140, viscosidade aparente - Viscosimetro Brookfield®/RVT, determinacdo do
teor alcodlico e densidade - Densimetro digital Rudolph/DDM 2911) nos tempos 0, 15, 30
e 45 dias. Também foi realizado ensaio microbiolégico (contagem de micro-organismos
viaveis totais e pesquisa de micro-organismos patogénicos) com a amostra controle e com
as aliquotas apds 45 dias. Estes ensaios foram baseados procedimentos descritos na
Farmacopeia Brasileira 6% ed. (2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das avaliagdes fisico-quimicas da amostra de alcool gel podem ser
observados na Tabela 1.

Com relacdo a avaliacdo das caracteristicas organolépticas as aliquotas da amostra
apresentaram aspecto, cor e odor normal, sem alteracGes significativas e se mostraram
estdveis para este ensaio. Os pardmetros organolépticos de um cosmético sdo
indispensaveis para o CQ, pois detectam atraves dos sentidos, possiveis mudancas em um
cosmeético, como: separacdo de fases, precipitacdo, turvacdo cor e odor inadequados. Tais
modificacdes podem estar relacionadas com alteracbes quimicas ou até mesmo
contamina¢do microbioldgica, sendo capaz de prejudicar a aceitabilidade do produto
(BRASIL, 2008). No teste de centrifuga a amostra ndo apresentou instabilidades. A
centrifugacdo é capaz de provocar estresse na amostra, antecipando possiveis
instabilidades que podem ser observadas na forma de precipitacdo, separacdo de fases,
formagéo de sedimento compacto e coalescéncia, entre outras. Nenhuma das instabilidades
citadas foram observadas (BRASIL, 2004; CRUZ et al., 2019).

Os valores de pH obtidos ficaram entre 8,46 e 8,80, levemente alcalino, ndo sofrendo
alteracdes consideraveis durante o estudo de estabilidade. Os valores de pH devem estar
dentro da faixa estipulada pelos fabricantes nos documentos enviados para a ANVISA.
Geralmente, o pH de produto é estabelecido conforme o local de aplicacdo para garantir a
protecdo da barreira cutanea, no entanto, ndo foi encontrado no sistema da ANVISA o
registro do produto analisado e por isso ndo se pode dizer que a analise foi satisfatoria ou
insatisfatéria (BARZOTTO et al., 2021).

Os valores encontrados para viscosidade foram inferiores aqueles estabelecidos pela
ANVISA na RDC n° 490 de 2021, onde o alcool gel com teores superiores ou igual a 68%
deve apresentar viscosidade maior ou igual a 8000 cP, porém, a viscosidade da amostra
pouco se alterou frente as exposicdes realizadas. Esse teste baseia-se em medir a
resisténcia de um material ao fluxo por meio da friccdo ou do tempo de escoamento, assim,
quanto maior a viscosidade, maior serd a resisténcia. Auxilia na avaliacdo da
espalhabilidade e do escoamento do produto pela embalagem. A busca excessiva pelo
espessante carbopol ocasionou a falta do produto no mercado e devido a falta de estoque
alternativas foram utilizadas para suprir este agente espessante. No entanto, essas
alternativas podem ndo ter sido téo eficientes (BRASIL, 2020a; SILVA; FERREIRA,;
QUEROBINO, 2021; CRUZ, 2021).

De acordo com a RDC n° 422 de 2020 é informado que as empresas fabricantes de
cosméticos e saneantes tém permissdao para comercializar o alcool em produto cosmético
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desde que a variacdo da concentragdo ndo seja superior a 10% em relacdo a declarada na
rotulagem do produto em °INPM p/p (BRASIL, 2020b).

A amostra apresentou resultados satisfatorios para o ensaio de teor durante todo o
estudo proposto, frente a diferentes exposi¢des e ndo foram encontrados valores superiores
a variacdo de 10% em relagdo a concentracdo do &lcool declarada que é de 70° INPM. O
teor de alcool é um fator determinante que interfere diretamente na eficacia do produto e
deve ser declarado em massa p/p. O teor e a densidade foram avaliados por meio de
densimetro digital, o qual fundamenta-se no principio de movimento de vibragdo, ou seja,
através do periodo de oscilagdo obtém-se a medida por relacdo direta, expressa em teor de
alcool etilico, de acordo com as tabelas correspondentes a porcentagem em massa ou
°INPM da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019).

Em relacdo aos ensaios microbioldgicos, foram obtidos valores inferiores a 10 UFC/g
nas aliquotas avaliadas na contagem de micro-organismos vidveis totais. Nao foi
identificada a presenca de coliformes totais e fecais, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus na pesquisa de micro-organismos patogénicos (tempo zero e 45
dias), estando de acordo com o estabelecido na RDC n° 481 de 1999. Garantir a qualidade
microbiana de um produto é extremamente importante, uma vez que confirma a seguranca
e aceitabilidade do mesmo, pois a presenca de micro-organismos em quantidades elevadas
pode implicar na deterioracdo do produto ou até mesmo riscos graves ao usuario (BRASIL,
1999; SILVA; FERREIRA; QUEROBINO, 2021).

CT 5+2°C 45+2°C 25+2°C
0D 15D 30D 45D 15D 30D 45D 15D 30D 45D
pH 8,80 8,46 8,54 8,70 8,65 8,52 8,80 8,77 8,54 8,70

Viscosidade (cP) | 3500 3750 3450 3250 3450 3300 3700 3100 1850 2550

Densidade (g/cm?) | 0,86972 | 0,86968 | 0,86947 | 0,86984 [ 0,87000 | 0,86947 | 0,87007 | 0,86956 | 0,86957 | 0,86945

Teor
(% plp) 69.11 69,13 69,88 69,06 68,99 69,88 68,96 69,18 69,84 |69,23

Tabela 1. Resultados das avalia¢des fisico-quimicas da amostra de alcool gel

Legenda: CT = Controle; D = Dias

CONCLUSOES

A partir deste estudo foi possivel concluir que a amostra se apresentou bastante
estavel frente as variacGes de temperatura e luz, demostrando a importancia de se realizar
estudos de estabilidade. O Unico ensaio que apresentou resultados em desacordo com a
legislacdo vigente foi o teste de viscosidade, com insatisfatoriedade desde a amostra
controle. Em relacdo ao teor alcodlico a amostra se mostrou adequada, o que
possivelmente implica na sua acdo eficaz contraa COVID -19.

Muito embora a amostra analisada tenha apresentado estabilidade frente as
variagbes impostas, o monitoramento do mercado, assim como outros estudos s&o
essenciais para garantir a dispensacdo de produtos dentro das especificacdes; considerando
ainda a relevancia do produto analisado, como o alcool gel antisséptico para as maos,
frente a situacdo de emergéncia provocada pela pandemia.
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Resumo: A Doenga Diarreica Aguda (DDA) é uma importante causa de morbimortalidade
no Brasil relacionada com condicdes de vida e saude precérias. A caréncia de saneamento
basico, a falta de acesso a agua tratada e a alimentos seguros estdo entre as principais
causas de DDA, que atinge principalmente individuos em situacdo de vulnerabilidade.
Objetivo: avaliar os casos de DDA notificados no periodo de 2015 a 2019 na Regido
Metropolitana da Baixada Santista (RMBS). Metodologia: realizou-se um levantamento de
dados secundarios dos casos de DDA, a partir de planilhas do Programa de Monitorizagédo
das Doencas Diarreicas Agudas (MDDA) do Ministério da Saude. Resultados: no periodo
de 2015 a 2019 foram notificados 199.193 casos de DDA na RMBS e 0 nimero de casos
tende a aumentar durante o verdo, periodo com maior indice pluviométrico e com aumento
sazonal da populagdo na regido. A faixa etéaria de > 10 anos de idade foi a mais acometida
no periodo e o plano de tratamento A foi 0 mais empregado. Concluséo: o fornecimento de
agua tratada e saneamento béasico sdo medidas de prevencdo imprescindiveis para a
reducdo dos casos de DDA e contribuem para a redugdo dos gastos com saude publica no
tratamento desses pacientes. E necessario informar a populacdo sobre a prevencdo e
tratamento dessas doengas, instruir os profissionais de salde a identificar os casos de
DDA, definir o manejo adequado do paciente e melhorar a notificagdo dos casos de DDA,
a fim de obter dados fidedignos para guiar as acdes de salde.

Palavras-chave: Doencas Diarreicas Agudas, Doencas de Transmissdao Hidrica e
Alimentar, Saneamento Basico, Seguranca dos Alimentos

INTRODUCAO

A Doenca Diarreica Aguda (DDA) é uma sindrome que pode ser causada por
diferentes agentes etiologicos (bactérias, virus e parasitas). Caracteriza-se pelo aumento do
nimero de evacuagbes e/ou pela diminuicdo da consisténcia das fezes. Geralmente é
acompanhada de vomitos, febre e dor abdominal. E uma doenca autolimitada com
tendéncia de cura espontanea, entretanto é uma importante causa de morbimortalidade no
Brasil (BRASIL, 2021).

Quando os casos de DDA estdo relacionados com o consumo de alimentos e/ou
agua contaminados séo classificados como Doenca de Transmissdo Hidrica e Alimentar
(DTHA), com potencial para originar surtos. A DDA e DTHA mantém estreita relacéo
com condic¢des de vida e salde precarias, como a caréncia de saneamento basico, falta de
acesso a agua tratada e a alimentos seguros e desnutrigdo cronica, condi¢Bes que ainda
estdo muito presentes no Brasil e que afetam de maneira desproporcional pessoas em
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situacdo de wvulnerabilidade e marginalizagcdo, destacando-se as criangas, idosos,
imunodeprimidos, populacdes afetadas por conflitos e migrantes (BRASIL, 2010; ONU,
2021).

As DTHA sdo consideradas um problema de satde publica global. Estima-se que
anualmente no mundo ocorram 600 milhdes de casos de DTHA (ONU, 2021). Anualmente
na regido das Américas 77 milhdes de pessoas sdo acometidas por DTHA. No Brasil, de
acordo com dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan), séo
notificados por ano, em média, 700 surtos de DTHA e 4 milhdes de casos e mais de 4 mil
Obitos anualmente em decorréncia das DDA (BRASIL, 2019).

A subnotificacdo dos casos de DTHA e DDA € um problema observado
principalmente nos paises em desenvolvimento. Geralmente, os patdgenos envolvidos
nessas doencas provocam sintomas leves e os individuos acometidos ndo procuram
atendimento em unidades de salde, dificultando a identificagdo de surtos. Além disso,
ocorre a subnotificacdo por parte das unidades de saide pablica e da rede privada, os quais
ndo reportam os casos de DDA ao sistema de vigilancia municipal. As subnotificacdes
acarretam a caracterizacdo incorreta do cenario das doencas, dificultando o planejamento e
execucdo de acdes de prevencdo e correcdo efetivas, refreando a contencdo do agravo de
salide (BRASIL, 2021; BUHLER; BONILHA; OLIVEIRA JUNIOR, 2021).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os casos de DDA notificados
ao Ministério da Saude no periodo de 2015 a 2019 na Regido Metropolitana da Baixada
Santista (RMBS).

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal e descritivo com abordagem quantitativa por
meio de dados secundéarios dos casos de DDA na RMBS notificados no periodo de 2015 a
2019. Os dados de DDA da RMBS foram obtidos a partir de planilhas de dados abertos,
oriundas do Programa de Monitorizacdo das Doencas Diarreicas Agudas (MDDA) do
Nucleo de Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar do Ministério da Saude (MS). O
MDDA é um programa da Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da Saude e tem
como objetivo monitorar os casos de DDA em todo o territorio nacional de acordo com as
variaveis: nimero de casos por ano, municipio, faixa etaria e plano de tratamento. Os
dados do MDDA foram notificados ao Ministério da Saude pelas Vigilancias
Sanitéria/Epidemioldgica Municipais e estdo disponiveis no site da Secretaria de Estado da
Saude do Governo do Estado de Sdo Paulo (www.saude.sp.gov.br). Os dados obtidos no
site foram transferidos para planilhas com o auxilio do programa Microsoft Excel 2010®,
tabulados e analisados por meio de estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de 2015 a 2019 foram registrados 199.193 casos de DDA na RMBS
como mostrado na Tabela 1. Dentre os nove municipios da RMBS, Guaruja apresentou o
maior nimero de casos notificados de DDA no periodo, seguido de Sdo Vicente e Cubatao.
Por outro lado, o municipio de Mongagua apresentou 0 menor numero de casos notificados
durante o periodo, seguido de Itanhaém e Peruibe.

Tabela 1 - Total de casos por ano, por municipio da RMBS entre os anos de 2015 e 2019

187



' EDITORA
4AV4A AGRON SCIENCE

davv 1o
N° de casos (%) / Ano
Municipio 2015 2016 2017 2018 2019 Total
3.977 4,925 6.185 3.976 24.025
BERTIOGA (16,55) (20,5) 4.962 (20,65) (25,74) (16,55) (12,1)
3.975 6.024(22,7 5.165 5.938 26.529
CUBATAO (14,98) 1) 5.427 (20,46) (19,47) (22,38) (13,3)
5.357 3.806(10,6 11.194(31,24 12.546(35,01 35.835
GUARUJA (14,95) 2) 2.932 (8,18) ) ) (18,0)
2.445 2.031(14,1 6.494
ITANHAEM (16,99) 1) 2.194 (15,25)  1.226 (8,52) (45,13) 14.390 (7,2)
MONGAGU 1.942 1.609(17,9 1.808 2.805
A (21,65) 3) 808 (9,01) (20,15) (31,26) 8.972 (4,5)
3.996 4.364
PERUIBE (25,85) 981(6,35) 1.219 (7,89) (28,23) 4.89 (31,68) 15.457 (7,8)
PRAIA 5.395 3.744(18,4 3.701 3.396 20.255
GRANDE (26,64) 8) 4.019 (19,84) (18,27) (16,77) (10,2)
4.823 4.085(20,8 3.972
SANTOS (24,61) 5) 2.249 (11,48)  4.467 (22,8) (20,27) 19.596 (9,8)
SAO 5.380 3.086 9.276 34.134
VICENTE (15,76) (9,04) 8.608 (25,22)  7.784 (22,8) (27,18) (17,1)
30.291(15, 45.894(23,04 53.300(26,76 199.193(10
Total 37.29 (18,7) 2) 32.418 (16,27) ) ) 0)

Fonte: SIVEP DDA, 2021.

O maior namero de notificacGes de casos de DDA ocorreu em 2019, seguido de
2018, com 53.300 e 45.894 casos, respectivamente. Verificou-se que houve uma reducao
do numero de casos de 2015 (37.290) para 2016 (30.291), com posterior aumento nos anos
de 2017 (32.418 casos), 2018 (45.894) e 2019 (53.300), sendo que o total de casos em
2019 quase dobrou quando comparado ao ano de 2016.

A faixa etaria > 10 anos de idade apresentou maior concentragdo de nimero de
casos, em todos 0s municipios e anos analisados, como mostra a Tabela 2, com excec¢édo do
municipio de Mongaguéa no ano de 2015, no qual a faixa etaria mais afetada foi de criangas
de 1 a 4 anos de idade. A segunda faixa etaria mais afetada foi a de 1 a 4 anos de idade,
seguida das criancas de 5 a 9 anos de idade, e por ultimo os menores de um ano de idade.

Um estudo desenvolvido por GALANTE (2013) descreveu o perfil de casos graves
de diarreia em cinco dos nove municipios que compdem a RMBS (Bertioga, Cubatéo,
Guaruja, Santos e S&o Vicente) no periodo de 2000 e 2010 e constatou que as criangas até
quatro anos de idade foram mais susceptiveis a DDA em todos os municipios. No presente
estudo, foi verificada entre os anos de 2015 e 2019 na RMBS, conforme apresentado na
Tabela 2, uma maior concentracdo do numero de notificacdes de casos DDA na faixa etaria
de > a 10 anos de idade. Esta alteragdo do perfil da faixa etaria pode ser resultado das
medidas de prevencéo e controle empregadas ao longo dos anos, como a vacina oral contra
0 Rotavirus, incluida no Calendario Nacional de Vacinacdo em 2006, contribuindo para
protecdo da salde das criangas principalmente nos dois primeiros anos de vida (CARMO
etal., 2011; MENEGUESSI et al., 2015).
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Outras medidas de prevencdo e controle sdo fundamentais para a redugdo do
numero de casos de DDA, principalmente em criangas, tais como: o fortalecimento das
acOes de vigilancia e das medidas de controle, como os programas educativos concentrados
nas maes, enfatizando a importancia do aleitamento materno e do uso adequado e oportuno
da reidratacéo oral; a ampliacdo da Estratégia Saude da Familia e do Programa de Agentes
Comunitarios de Salde responsaveis por levar informacdo e assisténcia as familias;
melhoria do acesso e da qualidade dos servicos de salde; aumento da cobertura da rede
publica de abastecimento de agua tratada e adequacdo dos sistemas de informacdes para o
fornecimento de dados fidedignos que possam contribuir para o estabelecimento de ac¢des
em areas prioritarias (CARMO et al., 2011; BOCCOLINI et al., 2012; RASELLA et al.,
2013 MENEGUESSI et al., 2015).

Tabela 2 - Distribui¢do dos casos de DDA por faixa etaria e por municipio no periodo de

2015 a 2019
N° de casos (%) por faixa etaria
Wiumiefpe <1 la4 529 >10  IGNORADO  Total
BERTIOGA 657 (2,7)  5.145(21,4) 2.262(9,4) 15.961 (66,4) 0 (0) 24.025 (12,1)
CUBATAO 1.275(4,8) 5587 (21,1) 2.875(10,8) 16.250 (61,3) 542 (2,0) 26.529 (13,3)
GUARUJA 659 (1,8)  3.441(9.6) 2.416(6,7) 29.300(81,8) 19(0,1)  35.835(18,0)
ITANHAEM 536 (3,7) 1.633(11,3) 2.920(20,3) 8.751(60,8) 550 (3,8) 14.390 (7,2)
MONGAGUA 465 (5,2) 1.734(19,3) 1.685(18,8) 5.053(56,3)  35(0,4) 8.972 (4,5)
PERUIBE 506 (3,3) 1.875(12,1) 1.810(11,7) 11.266 (72,9) 0(0) 15.457 (7,8)
PRAIA GRANDE 757 (3,7) 2.870(14,2) 1586 (7,8) 14.845(73,3) 197 (1,0)  20.255 (10,2)
SANTOS 591 (3,0)  2.459 (12,5) 1.389(7,1) 14.828 (75,7) 329(1,7)  19.596 (9,8)
SAO VICENTE 812 (2,4) 3.804 (11,1) 2.449(7,2) 27.068 (79,3) 1(0) 34.134 (17,1)
Total 6.258 (3,1) 28.548(14,3) 19.392(9,7) 143.322(72) 1.673(0,8) 199.193 (100)

Fonte: adaptado de SIVEP DDA, 2021.

O tratamento prevalente na RMBS no periodo de estudo foi o plano A, como
apresentado na Tabela 3, o que caracteriza a prevaléncia de pacientes com sintomas mais
brandos e sem desidratacdo, necessitando apenas de tratamento domiciliar com reposicao
de liquidos e manutencdo da dieta (FACANHA E PINHEIRO, 2015). O plano de
tratamento B, o segundo mais realizado na RMBS no periodo, é escolhido quando a
diarreia é acompanhada de desidratacdo, sendo recomendado que o paciente faca terapia de
reidratacdo oral e fique em observacdo na unidade de satde. Quando a diarreia desencadeia
desidratacdo grave, o paciente é tratado na unidade de salude com hidratacdo venosa,
caracterizando o plano de tratamento C, o0 menos indicado durante o periodo (BRASIL,
2010).

Tabela 3 - Distribui¢do dos casos de DDA por plano de tratamento e por municipio no
periodo de 2015 a 2019
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Plano de Tratamento - N° de casos (%)

I3 A B c IGNORADO Total
BERTIOGA 24.022 (99,9) 0(0) 3(0,01) 0 (0) 24.025 (12,1)
CUBATAO 13.342 (50,29) 896 (3,38) 12.162 (45,84) 129 (0,49) 26..529 (13,3)
GUARUJA 11.721(32,71)  8.849 (24,69) 13.013 (36,31)  22.52(6,28)  35.835 (18,0)
ITANHAEM  12.687 (88,17)  1.012(7,03) 117 (0,81) 574 (3,99) 14.390 (7,2)
MONGAGUA  4.892 (54,53)  3.522 (39,26) 558 (6,22) 0(0) 8.972 (4,5)
PERUIBE 1.847 (11,95)  13.525 (87,50) 85 (0,55) 0(0) 15.457 (7,8)
PRAIA
GRANDE 7.968(39,34)  10.181(50,26)  2.106 (10,40) 0(0) 20.255 (10,2)
SANTOS 5.177 (26,42) 1.304 (6,65)  11.002 (56,14) 2.113(10,78)  19.596 (9,8)
SAO
VICENTE 15.761 (46,17)  13.059 (38,26)  4.788 (14,03) 526 (1,54)  34.134 (17,1)
Total 97.417 (48,9)  52.348(26,3)  43.834 (22,0) 5594 (2,8)  199.193 (100)

Fonte: adaptado de SIVEP DDA, 2021.

De acordo com dados do IBGE (2021), estima-se que houve um crescimento
populacional de 0,84% na RMBS em um ano, somando 1.897.551 habitantes nos nove
municipios. A regido tem o turismo como uma importante fonte de renda, e no verdo,
ocorre um aumento sazonal do numero de pessoas e, consequentemente, uma
desestabilizacdo da infraestrutura das cidades e do saneamento basico (GALANTE, 2013).
BRAGA et al. (2009), verificou uma maior interrup¢do do fornecimento de agua tratada na
RMBS durante o verdo, fazendo com que seja exercida uma pressdao negativa nos
encanamentos, favorecendo a contaminacdo da agua por agentes biolégicos e quimicos.
Portanto, faz-se necessaria a melhoria da infraestrutura dessas cidades para suportar esse
aumento populacional sazonal e de novos moradores.

Analisando o numero de casos notificados de DDA por semanas epidemioldgicas
entre 2015 e 2019, observa-se, em todos 0s anos, que houve um aumento sazonal do
namero de casos entre as Ultimas semanas do ano (novembro e dezembro) e as primeiras
semanas (janeiro, fevereiro, marco e abril), periodo correspondente ao verdo (BRAGA et
al., 2009). Esse aumento pode estar relacionado com a maior precipitacdo nesse periodo do
ano, o que contribui para a contaminacdo das aguas ndo tratadas e tratadas e com o
aumento do numero de turistas na temporada de verdo na RMBS (MENEGUESSI et al.,
2015; GALANTE, 2013).

De acordo com dados do Programa Regional de Identificacdo e Monitoramento de
Areas de Habitacdes Desconformes, da Agéncia Metropolitana da Baixada Santista (2011),
0s municipios da RMBS apresentam parte da infraestrutura urbana instalada, como acesso
a agua tratada e energia, mas ainda apresentam problemas relacionados a caréncia de
infraestrutura de saneamento ambiental, como agua tratada, coleta e tratamento de esgoto,
habitacdo, drenagem e residuos solidos. Segundo dados do Relatério da Situacdo dos
Recursos Hidricos da Baixada Santista (2020) 91% da populacéo tem acesso a agua tratada
e cerca de 74,8% do esgoto € coletado, mas apenas 18,1% dos efluentes gerados passam
por um tratamento antes de sua disposicdo final, causando a contaminacdo dos corpos
d’agua receptores e desencadeando diversos problemas ambientais.

CONCLUSOES
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Conclui-se que é imprescindivel melhorar e ampliar a infraestrutura de
fornecimento de agua tratada e saneamento basico nos municipios da RMBS, pois séo
medidas de prevengdo primaria capazes de reduzir os casos de doengas de veiculagcdo
hidrica e melhorar a qualidade de vida da populacdo, além de contribuirem para a reducéo
dos gastos com salde publica no tratamento desses pacientes. E necessario informar a
populacdo sobre a prevencdo e tratamento dessas doengas, instruir os profissionais de
salde a identificar os casos de DDA, definir o manejo adequado do paciente e melhorar a
notificacdo dos casos, a fim de obter dados fidedignos para guiar as acfes de salde.
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Resumo: A calibracdo é um requisito amplamente abordado em normas de qualidade e
essencial para conhecer os erros e incertezas associados aos equipamentos, tornando-o
assim um fator indispensavel do gerenciamento metrologico. Nesse contexto, € necessario
estabelecer o intervalo adequado de calibracdo que deve ser estruturado em funcdo de
diversos atributos do processo do sistema de medicdo com base em quesitos técnicos e ndo
somente de forma subjetiva. Na literatura existem diversos métodos que podem ser
aplicados para o estabelecimento e ajuste do intervalo de calibracdo, porém cada
organizacao deve definir qual método adotar. Dessa forma faz-se necesséario compreender
0s mecanismos envolvidos na escolha de um método eficaz para estabelecer intervalos de
calibracdo otimizados, de tal forma que promova um equilibrio entre a maximizacdo da
periodicidade de calibracdo dos equipamentos e a minimizacdo dos custos com a
calibracdo e com a queda de produtividade, devido a indisponibilidade do equipamento
durante sua calibracdo. Este trabalho teve o objetivo de analisar a aplicabilidade dos
métodos Al, A2, A3, Schumacher e RP-1 para o ajuste do intervalo de calibracéo,
apresentando um estudo de caso aplicado a um termémetro digital. O método escolhido
deve atender os objetivos da empresa, tipo e quantidade de equipamentos, anélise de risco
e recursos disponiveis (expertise técnica, capacidade de processamento, disponibilizacédo
de dados e orgcamento).

Palavras—chave: calibracdo; gerenciamento metroldgico; intervalo de calibracdo; métodos
de ajuste do intervalo de calibracdo; periodicidade de calibracdo

INTRODUCAO

Com a crescente concorréncia e competitividade entre as organizagdes, estas
buscam cada vez mais a melhoria continua da qualidade dos servicos realizados, de forma
a aumentar sua produtividade, lucro, reducdo de custos e por fim, o aumento da satisfagdo
dos clientes (PORTELLA, 2003).

Desta forma, objetivando destaque no mercado, muitas dessas organizagdes buscam
implantar Sistemas de Gestdo da Qualidade seguindo normas de aceitacdo internacional,
tais como a ABNT NBR ISO/IEC 17025, a ABNT NBR ISO 9001, dentre outras. Essas
normas enfocam, dentre os Varios requisitos, a questdo do gerenciamento metroldgico
como elemento para assegurar a qualidade dos processos de medicdo. Com isso,
preconizam que todos 0s equipamentos que impactam diretamente na qualidade de
produtos e/ou servicos prestados necessitam ser verificados e calibrados a intervalos
especificados. Do contrario, torna-se impossivel garantir o controle sobre 0s processos, o
que pode se tornar um risco para a organizacdo (SILVA; CAMPOS, 2001; ABNT NBR
ISO 9001:2015 e ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017).
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A definicdo do intervalo de calibracdo envolve num primeiro momento o
estabelecimento de um intervalo inicial de calibragdo, no qual ainda ndo se tem disponiveis
dados historicos de calibragdo ou informagGes sobre o comportamento do equipamento e,
num segundo momento o estabelecimento de um novo intervalo de calibracdo definido a
partir do ajuste do intervalo inicial.

Uma boa pratica a ser adotada para definir o intervalo inicial de calibragdo consiste
em considerar as recomendacGes do fabricante ou experiéncia com equipamentos
similares; recomendacdes de normas ou regulamentos técnicos; frequéncia de uso do
equipamento; influéncia sobre a medida (exposi¢do a radiacdo ou as altas temperaturas,
etc.); incerteza necessaria; precisdo requerida e erro maximo permitido (ILAC; OIML,
2007).

Na literatura podemos encontrar diferentes métodos para o ajuste do intervalo de
calibracdo, porém cabe a organizacdo definir qual método adotar. Os métodos mais
amplamente reportados na literatura: A1, A2, A3, Schumacher e RP-1, estdo detalhados a
seguir.

- Método Al: O ajuste do intervalo de calibracdo é estabelecido de acordo com a
conformidade do equipamento na calibracdo atual. Se o equipamento apresentar desvios
dentro da tolerancia, o intervalo deve ser estendido em 10% e, quando o0s desvios estiverem
fora da toleréancia, o intervalo deve ser reduzido entre 45% (PORTELLA, 2003; FREITAS
etal., 2017) e 55% (DRYER, 2014).

- Método A2: Neste método a conformidade do equipamento é analisada, mas o ajuste
depende também da amplitude dos desvios em relacdo a tolerdncia estabelecida pelo
processo. Se 0 equipamento apresentar desvios dentro da tolerancia, o intervalo deve ser
estendido em 1,81%; se o desvio estiver fora da tolerancia, o intervalo deve ser reduzido
em 12,94% e se o desvio encontrado estiver duas vezes acima do limite tolerado, o
intervalo deve ser reduzido em 20,63% (DUNHAM; MACHADO, 2008).

- Método A3: Neste método € analisada a condicdo de conformidade do equipamento nos
trés Gltimos ciclos de calibracdo. Dependendo do resultado da anélise, o intervalo pode ser
mantido, estendido, reduzido ou reduzido drasticamente (PORTELLA, 2003). Os
percentuais de ajuste sugeridos para um intervalo inicial de calibracdo anual sdo: aumento
de 50%, reducédo de 10% e reducgdo drastica de 50% (NAVARRO, 2018).

- Método Schumacher: O ajuste do intervalo é baseado no histérico de conformidade do
equipamento levando em consideracdo a calibracdo atual e duas ou trés calibragdes
anteriores a atual (TRINDADE et al., 2016). O instrumento € classificado em avariado,
conforme ou ndo conforme. No caso do equipamento apresentar uma sequéncia de
conformidade, o intervalo pode ser estendido, enquanto que se apresentar uma sequéncia
de ndo conformidade ou estar avariado, o intervalo pode ser mantido inalterado, reduzido
ou reduzido drasticamente. Os percentuais de ajuste do intervalo de calibracdo sugeridos
pelo método Schumacher sdo: aumento de 20%, diminuicdo de 10% e reducdo drastica de
35% (FREITAS et al., 2017).

- Método RP-1: Neste método o novo intervalo de calibragcdo é calculado a partir da
ponderacdo entre o periodo e a condi¢do de conformidade do equipamento na calibragéo,
conforme a equagdo: NI =CI-(W1-X+W2-Y +W3-Z), onde: NI (novo intervalo de
calibracdo); CI (intervalo de calibracdo atual); W1 (peso dado ao resultado da ultima
calibracdo = 0,8); W2 (peso dado ao resultado da penultima calibragdo = 0,3); W3 (peso
dado ao resultado da antepenultima calibragdo = 0,2); X, Y e Z (multiplicadores referentes
ao resultado da ultima calibracéo, da penultima calibracdo e da antepenultima calibracéo,
respectivamente). Os valores atribuidos de X, Y e Z quando o resultado da calibracéo
estiver dentro da toleréncia é 1; 0,8 se o desvio ndo exceder 1 vez a tolerancia; 0,6 se o
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desvio ndo exceder 2 vezes a tolerancia; 0,4 se o desvio ndo exceder 4 vezes a tolerancia, e
0,3 se o desvio exceder 4 vezes a tolerancia (BARE, 2006).

Este trabalho teve o objetivo de analisar a aplicabilidade dos métodos para o ajuste
do intervalo de calibracdo, apresentando um estudo de caso aplicado a um termdmetro
digital.

MATERIAL E METODOS

A metodologia da pesquisa utilizada neste trabalho pode ser classificada como
descritiva, quantitativa e aplicada. Para o estudo de caso foram utilizados dados das trés
ultimas calibracbes de um termdmetro digital do Instituto Adolfo Lutz, para aplicacdo nos
meétodos Al, A2, A3, Schumacher e RP-1.

O termbmetro digital utilizado no estudo possui as seguintes caracteristicas: faixa
de indicacdo de -50°C a 200°C e resolucédo de 0,1°C. O erro méximo admissivel definido
pelo laboratdrio para o uso desse equipamento (tolerancia do processo) foi de 0,4°C e o
intervalo inicial de calibragéo foi definido como anual (365 dias).

Para a analise dos certificados de calibracdo e avaliacdo da conformidade do
equipamento, apds sua calibracdo, foi utilizado o critério baseado na comparacdo da
tolerancia do processo em relacdo ao erro maximo admissivel do equipamento, obtido pela
somatdria do valor do erro de indicacdo e da incerteza, que estdo declarados no certificado
de calibracdo. Assim, no caso de o0 erro maximo do equipamento ser menor ou igual a
tolerdncia do processo, o equipamento é considerado conforme, portanto, adequado para
uso. Caso contrario, o equipamento é considerado ndo conforme.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 sdo apresentados os dados e a andlise das trés ultimas calibracGes para o
termometro estudado, sendo a calibragdo “1” a calibragdo menos recente e a calibragao “3”
a mais recente. Considerando que a tolerancia do processo foi definida em 0,4°C, pode-se
verificar que o equipamento foi reprovado para uso apenas na calibragdo “1”, no qual o
valor do erro maximo admissivel do equipamento foi superior ao valor estabelecido para a
tolerancia do processo.

Tabela 4 — Dados e andlise dos certificados de calibracéo do termdmetro digital

Valorde  Médiadas Erro de
Calibracdo referéncia  medidas indicagéo -

EMI Analise do

. 5 e

°C) C) El (°C) (x°C) (°C) certificado
1 35,12 34,80 -0,32 0,40 0,72 Reprovado
2 35,03 34,80 -0,23 0,15 0,38 Aprovado
3 34,99 34,80 -0,19 0,15 0,34 Aprovado

U: incerteza de medigao expandida com nivel de confianga de aproximadamente 95%;
EMI: Erro maximo admissivel do instrumento, dado pela somatdria de |El|+ U

A tabela 2 apresenta um resumo dos ajustes aplicados no intervalo de calibracdo do
termOmetro digital, segundo os métodos Al, A2, A3, Schumacher e RP-1, levando em
consideracdo os trés ciclos de calibracdo realizados no equipamento.
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Tabela 5 — Resumo dos intervalos de calibracdo estabelecidos para o termdmetro digital, com a aplicacdo dos
métodos A1, A2, A3, Schumacher e RP-1, ap0s trés ciclos de calibracdo

Intervalo de calibragéo (dias)

Método Termbdmetro digital
Al 243 (reducéo de 33%)
A2 330 (reducéo de 9,6%)
A3 365 (inalterado)
Schumacher 365 (inalterado)
RP-1 445 (aumento de 22%)

Aplicando-se os métodos Al e A2 para o termémetro digital, que apresentou uma
condicdo de ndo conformidade na primeira calibracdo, o intervalo de calibracdo definido
inicialmente como anual, passou para 201 dias (reducdo de 45%) e 318 dias (reducéo de
12,94%), respectivamente. No segundo ciclo de calibracdo, este termémetro apresentou-se
conforme e, assim o intervalo pdde ser estendido em 10%, segundo o método Al, passando
para 221 dias e, segundo o método A2, sendo ajustado em 1,81% passando para 324 dias.
Na terceira calibracdo o equipamento continuou conforme, possibilitando assim um novo
aumento no intervalo de calibracdo, que passou para 243 dias e 330 dias, respectivamente
segundo os métodos Al e A2.

Pela tabela 2 podemos observar que os menores intervalos de calibracdo foram
obtidos com os métodos Al e A2, o que poderia levar a uma maior confiabilidade nas
medicdes devido a maior frequéncia de calibracdo. No entanto, o ajuste do intervalo para
esses métodos é baseado em um Unico resultado de calibracdo, ou seja, um evento
randomico. Os métodos A3, Schumacher analisam o histérico de calibracdo do
equipamento. Esses métodos sdo muito semelhantes e o ajuste do intervalo depende da
analise de uma sequéncia de classificacfes atribuidas ao equipamento. Os percentuais de
ajuste (aumento ou diminuicdo) para ambos os métodos podem ser variados de acordo com
0s critérios de custo e confiabilidade desejada. O método RP-1 também analisa o historico
de calibracdo do equipamento, porém utiliza uma ponderacdo atribuindo um peso maior
para a calibracdo mais recente e, neste caso como o termémetro se apresentou conforme, o
intervalo inicial pode ser aumentado. Cabe frisar que esse aumento ndo ultrapassou 50% do
intervalo inicial, o que estd de acordo com a recomendacdo estabelecida no documento
IECEE OD-5011. Deve-se frisar que todos os métodos anteriormente citados ndo
possibilitam a previsibilidade de ocorréncia de situacdes ndo conformes e isto € uma
condicdo relevante na selecdo do método de ajuste do intervalo de calibracdo para algumas
organizacOes (PORTELLA, 2003).

E preciso ter em mente que a escolha do método de ajuste do intervalo de
calibragdo deve ser funcdo do estabelecimento de um intervalo de calibragdo que maximize
a periodicidade, minimize os custos com a calibracdo e perdas por interrupgéo do servico,
sem afetar a confiabilidade do produto ou do processo.

Com relacdo a facilidade de aplicacdo, entre os métodos estudados, 0 método Al é
0 que oferece a menor dificuldade operacional, pois o ajuste a ser aplicado depende da
realizacdo de uma Unica etapa, que consiste na avaliagdo de apenas um ciclo de calibracéo
do equipamento. Dessa forma, a aplicacdo desse método ndo exige um treinamento
intensivo. Quanto aos demais métodos estudados, a sua aplicagdo estd baseada em uma
sequéncia de etapas, comecando pela avaliacdo de um ciclo de calibragdo (para o método
A2) e avaliagdo de no minimo trés ciclos de calibracdo (para os métodos A3, Schumacher e
RP-1), passando posteriormente para a etapa de definicdo de uma acdo especifica (como
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por exemplo, manter o intervalo de calibracdo inalterado, aumentar, reduzir ou até mesmo
reduzir drasticamente o intervalo), para entdo ser estabelecido o ajuste a ser aplicado.
Nesses casos recomenda-se que a equipe técnica seja treinada nos referidos métodos
(NCSLI, 2010).

Pode-se afirmar que uma das vantagens no uso dos métodos Al e A2 é que estes
permitem o ajuste do intervalo desde o primeiro ciclo de calibracdo do equipamento, ao
contrario dos demais métodos estudados. No entanto, como os ajustes dos intervalos s&o
funcdo de resultados de calibragéo isolados, isto pode ser uma condicdo insuficiente para a
tomada de deciséo assertiva sobre a alteracdo dos intervalos de calibracdo (NCSLI, 2010).

Independentemente do método selecionado, a aplicacdo de qualquer um dos
métodos de ajuste do intervalo de calibracdo requer a avaliacdo correta dos dados do
certificado de calibracdo em relagdo as toleréncias estabelecidas para o processo. Destaca-
se assim a necessidade de os técnicos envolvidos na anélise do ajuste do intervalo de
calibracdo possuir conhecimento basico na area de metrologia, sem o qual ndo é possivel
ter dados exatos e confiaveis que possam embasar futuras decisfes no estabelecimento dos
intervalos de calibracéo.

Outro ponto fundamental para a aplicacdo de qualquer um dos métodos de ajuste do
intervalo de calibracdo refere-se a capacidade de disponibilizacdo e processamento dos
dados de calibracdo, os quais devem englobar tanto registros histéricos de calibracdo como
também 0s novos registros, com as respectivas analises criticas do certificado de
calibracdo, de forma que ndo haja comprometimento da capacidade de resposta sobre a
necessidade de ajuste no intervalo de calibracdo ja existente.

Pelo exposto pode-se verificar que os métodos para o estabelecimento e ajuste dos
intervalos de calibracdo englobam abordagens variadas. A metodologia a ser escolhida pela
organizacao deve levar em consideracdo: o parque tecnoldgico de equipamentos, objetivos
da organizacdo, custos, expertise técnica, analise de risco, disponibilidade e capacidade de
processamento de dados.

CONCLUSOES

Para o estudo de caso foram realizadas simulagdes com os métodos descritos na
literatura para indicar o novo intervalo de calibragcdo para o termdmetro digital, de acordo
com a analise critica dos certificados de calibracdo disponiveis no momento do estudo.
Como exposto no trabalho, ndo existe um método de ajuste do intervalo de calibracdo mais
adequado, uma vez que depende de varios fatores para a escolha do método, dentre os
quais podemos citar: 0s objetivos da organizacdo, analise de risco, tipo e quantidade de
equipamento e recursos disponiveis (expertise técnica, capacidade de processamento,
disponibilizacdo de dados e orcamento).
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Resumo: Estima-se que metade da populacdo mundial apresente a mucosa gastrica
colonizada por Helicobacter pylori, resultando em maiores riscos para o desenvolvimento
de gastrite cronica, Ulceras peptidicas, adenocarcinoma gastrico etc. A determinacdo
histolégica em lesdes suspeitas constitui-se como uma importante ferramenta de
diagndstico de doengas cronicas géastricas de etiologia infecciosa. O objetivo do estudo
consistiu em avaliar o desempenho das coloracdes histoquimicas Giemsa modificado e
Warthin-Starry em bidpsias géstricas, fixadas em formalina e incluidas em parafina, com
deteccdo imuno-histoquimica positiva para Helicobacter pylori. A pesquisa para a
presenca da bactéria foi feita nas glandulas e fovéolas da mucosa gastrica, em todos 0s
campos das laminas e classificadas em abundantes ou escassas. Foram realizados cortes
histoldgicos em 16 amostras de 14 pacientes para nova pesquisa imuno-histoquimica e
coloracdo de Giemsa modificado e Warthin-Starry. Entre as 16 amostras coradas por
imuno-histoquimica, foi possivel observar a presenca de particulas antigénicas em 15
(93,8%), sendo 9 (60%) consideradas abundantes e 6 (40%) escassas. Através da coloracao
de Giemsa modificada foi observada a presenca de espiroquetas, também, em 15 (93,8%)
das 16 amostras analisadas. Por meio da coloracdo de Warthin-Starry a presenca da
espiroqueta foi observada em 4 (80%) das 5 amostras avaliadas. As coloragdes de Giemsa
modificado e Warthin-Starry, permitiram a identificacdo histolégica bem sucedida e,
podem se tornar ferramentas auxiliares promissoras, juntamente com a imuno-
histoquimica, no diagndstico histopatologico das lesdes gastricas encaminhadas ao Centro
de Patologia do Instituto Adolfo Lutz.

Palavras-chave: Corante de Giemsa; Helicobacter pylori; Impregnacdo com prata; Imuno-
histoquimica

INTRODUCAO

A infecgdo por H. pylori apresenta um grande impacto na satde publica, sendo
principalmente observada nos paises em desenvolvimento. Estima-se que, metade da
populacdo mundial tenha a mucosa gastrica colonizada por H. pylori, resultando em
maiores riscos para o desenvolvimento de gastrite cronica, Ulceras peptidicas, linfoma de
tecido linfoide associado a mucosa e adenocarcinoma géastrico (RODRIGUES et al., 2003;
MARQUES et al., 2006; ATHERTON; BLASER, 2018).

Esta infeccdo é considerada como principal fator de risco para o desenvolvimento
do adenocarcinoma gastrico (SOUSA et al., 2021). Estimam-se que 65% a 80% dos
canceres gastricos estejam associados a sua presenca (KARIMI et al., 2014). De acordo
com o Instituto Nacional do Céancer, em 2020 foram diagnosticados 21.230 novos casos no
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Brasil, sendo 13.360 homens e 7.870 mulheres. Observa-se maior incidéncia de casos em
paises em desenvolvimento, onde 80% da populacgéo esta colonizada, em contrapartida aos
paises desenvolvidos, onde a taxa de novos casos é de aproximadamente 50% (SOUSA et
al., 2021).

Em relacdo ao diagndstico, a pesquisa de H. pylori pode ser realizada por testes
invasivos e ndo invasivos e a decisdo de qual exame serd realizado depende da
individualidade de cada paciente, entretanto as duas ferramentas diagnosticas mais
utilizadas séo testes invasivos, como o teste de urease e a analise histopatologica
(CAMINA et al., 2017).

A analise histoldgica é feita em material proveniente de bidpsias realizadas durante
a endoscopia em regides do antro e do corpo da mucosa do estdmago, para aumentar a
probabilidade de um diagnostico mais conclusivo (KATELARIS et al., 2021).

O exame anatomo-patolégico é fixado em formalina e incluido em parafina (FFIP)
e trata-se de uma ferramenta diagndstica efetiva, que inclui entre diversas técnicas
complementares a coloragdo base Hematoxilina-Eosina (H&E), as coloragdes
histoquimicas e a imuno-histoquimica (IHQ).

As coloragfes histoquimicas evidenciam os componentes teciduais através das
ligacBes quimicas, permitindo importantes contribuicGes para a andlise histologica na
rotina de laboratérios de anatomia patoldgica (CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010).
Além disso, tendem a ser menos dispendiosas e geralmente realizadas em menor tempo,
em relacdo a imunocoloracéo (KIERNAN, 2002).

Por sua vez, a técnica de IHQ é utilizada para a pesquisa de agentes patoldgicos e
de processos neoplésicos, através da visualizacdo cromogénica da ligacdo antigeno-
anticorpo no local da lesdo. Sua grande vantagem é a alta especificidade, ja que o anticorpo
estabelece ligacdes somente com o antigeno alvo (FERRO, 2014). Embora as espiroquetas
possam ser identificadas através da coloracdo de H&E, as colorac@es histoquimicas (como
por exemplo, GM e WS) tornam essas bactérias mais evidentes, garantindo melhor a
visualizacdo de sua morfologia, enquanto a IHQ permite a identificacdo do patogeno
(BARLETT, 2008; BARBOSA et al., 2013). Assim, estas coloragdes se tornaram efetivas
como ferramentas diagndsticas, sendo apropriadas para a investigacdo de espiroguetas
(LAINE et al., 1997) em lesGes suspeitas.

Buscar a ampliacdo das metodologias histopatolégicas que contribuam com o
diagndstico das lesbes gastricas, constitui-se de grande importancia para o tratamento e
reducdo dos oObitos ocasionados por neoplasias, que sdo atualmente, uma das doencas mais
prevalentes e custosas para o sistema de salde do estado de Sdo Paulo (BRASIL, 2020).
Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho das coloragdes
histoquimicas Giemsa modificado (GM) e Warthin-Starry (WS) em cortes histoldgicos
parafinados de bidpsias gastricas em relacdo a pesquisa IHQ para o H. pylori.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo de carater retrospectivo, transversal, descritivo, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (CEP-IAL 4.487.151) e pelo
Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz (CTC-1AL 05-M/2020).

Foram incluidas neste estudo, amostras de biopsias gastricas, do periodo de 2015 a
2020, com deteccdo imuno-histoquimica positiva para H. pylori na avaliagdo diagnostica,
cujo material, ap6s o diagnostico anatomo-patoldgico, ainda estava armazenado sob a
guarda do Nucleo de Anatomia Patoldgica do Centro de Patologia no Instituto Adolfo Lutz
(NAP/CPA/IAL).
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Para cada amostra selecionada foi feita a microtomia de cortes histoldgicos
parafinados sequenciais para a realizacdo das coloracbes de H&E, GM, WS e IHQ. A
espessura dos cortes foi de 6pum para WS e 3um para as demais.

As coloracbes de H&E e de IHQ para H. pylori foram realizadas novamente com a
finalidade de comprovar a permanéncia da lesdo e do agente infeccioso nas amostras apds
os fragmentos de bidpsias terem sido explorados para o diagndstico anatomo-patoldgico.

A coloracdo de H&E foi realizada conforme procedimento operacional padréo
(POP) do Laboratorio de Histopatologia do NAP/CPA/IAL.

A reacdo de IHQ foi realizada no Laboratério de Imuno-histoquimica do
NAP/CPA/IAL, e os aspectos principais e criticos da reacdo IHQ para a pesquisa de H.
pylori estdo sumarizados no Quadro 1. Para todas as coloragdes, foi utilizado como
controle, uma amostra de bidpsia gastrica com presenca confirmada de H. pylori.

Quadro 1 - Pardmetros da reacdo IHQ para pesquisa de H. pylori.

Anticorpo Titulo Recu_pﬁrggao Kit de Deteccéo e Revelagao
antigénica
Anti-H. pylori Calor imido
(Policlonal-coelho; | . Acido citrico Reveal Polyvalent HRP
1:1.000 . Detection System, Spring
Cell Marque (10mM pH 6.0; Bioscience (Ca,USA)
(Ca, USA) Merck,Da,GER) '

As coloragdes de GM e de WS foram realizadas conforme protocolo citado por
Morris e colaboradores (2018). Todas as amostras foram coradas por GM e, para WS
foram escolhidas 5 amostras baseadas na quantidade (abundantes e escassas) de bactérias
visualizadas na coloracédo de IHQ.

A leitura e avaliacdo das coloracBes foram orientadas por um médico patologista e
realizada para todas as ldaminas de uma mesma coloracdo, por vez. A pesquisa das bactérias
foi feita na mucosa gastrica, precisamente nas glandulas e fovéolas, em todos os campos
das laminas, seguida da classificacdo em relacdo a deteccao (presenca ou auséncia) nas trés
coloragcbes (GM, WS, IHQ) e quantidade (abundante/escassa) através da IHQ.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 16 amostras FFIP provenientes de 14 casos positivos ao exame imuno-
histoquimico para H. pylori foi possivel observar a presenca de particulas antigénicas
referentes a espirogueta em 15 (93,8%) delas. Em relacdo a avaliacdo da quantidade do
patdgeno, 9/15 (60%) foram consideradas abundantes e seis 6/15 (40%) escassas.

Em 1 (6,2%) dos casos foi observada a discordancia com o resultado da avaliacéo
diagndstica, ja que ndo foi visualizada a presenca de H. pylori nas novas coloracfes IHQ e
histoquimicas. Tal desenlace justifica-se, possivelmente, pelo esgotamento da area de
representatividade da leséo apds o desbaste do bloco.

Os resultados obtidos atraves da coloracdo de GM foram considerados satisfatorios,
pois foi observada a presenca de espiroguetas em 93,8% (15/16) das amostras analisadas,
de forma semelhante aos verificados para a coloracdo de IHQ. Entretanto, houve
dificuldade de visualizacédo nitida do agente patogénico em algumas amostras.

Estas ponderagbes sdo concordantes com o trabalho de Wabinga (2002) que
recomenda as duas coloracdes (GM e IHQ) para o uso em rotina nos laboratérios de
anatomia patoldgica africanos, mas contrapem com os apontamentos de Loffeld e sua
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equipe (1991) sobre a dificuldade em identificar as espiroquetas na coloracdo de GM,
ocasionada pelo contraste insuficiente entre a bactéria e o tecido.

Em relacdo a coloragdo de WS, foi possivel observar a presenca de H. pylori em
80% (4/5) das amostras avaliadas. Houve relativa facilidade na identificacdo das
espiroquetas, favorecida pelo forte contraste que a coloragdo de WS tipicamente oferece.
Resultado bastante semelhante ao encontrado por Sandhika (2019) que, compararam as
coloracbes GM e WS para a identificacdo de H. pylori e, observaram que a bactéria pode
ser facilmente evidenciada por WS, tanto em casos com baixa densidade ou com alta
densidade.

Em nosso estudo, o desempenho encontrado para coloragdes histoquimicas em
relacdo a imuno-histoquimica foi semelhante quanto a deteccdo das espiroquetas (Figuras
1 e 2), assim como relatado por Kocsamar e colaboradores (2017) que avaliaram 2.896
pacientes e obtiveram desempenho semelhante entre as técnicas empregadas. Entretanto,
s80 necessarias novas pesquisas visando investigar, em um maior nimero de casos, a
associacao da atividade inflamatéria a quantidade de patégenos observados em cada
coloracdo. Para que estas coloracBes possam ser utilizadas como técnicas de triagem,
destinando para o exame imuno-histoquimico, que é uma técnica mais sensivel e
especifica, apenas os casos que necessitem de confirmacao diagndstica da etiologia ou da
avaliacdo mais refinada de lesbes gastricas com escassas quantidades deste patdgeno.

Figura 1 - Coloracéo de H&E, IHQ, GM, WS positivas na pesquisa de H. pylori em cortes histologicos de
bidpsias gastricas com presenca abundante de espiroqueta H. pylori (seta) visualizado por H&E (A), IHQ
(B), GM (C) e WS (D).
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Figura 2 - Coloracéo de H&E, IHQ, GM, WS positivas na pesquisa de H. pylori em cortes histol6gicos de
bidpsias gastricas com presenca escassa de espiroqueta H. pylori (seta) visualizado por H&E (A), IHQ (B),
GM (C) e WS (D).

CONCLUSOES

As colorag6es histoquimicas de GM e WS apresentaram desempenho satisfatorio e,
possibilitaram a identificacdo histolégica bem-sucedida de H. pylori, podendo se tornar
ferramentas auxiliares promissoras, juntamente com a IHQ, no diagnostico histopatoldgico
das lesdes géstricas, encaminhadas ao NAP/CPA/IAL.
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Resumo: A eliminacdo da transmissdo vertical do HIV é uma das seis prioridades
do Departamento de Doencas de Condigdes Cronicas e Infecgdes Sexualmente
Transmissiveis (DCCI) do Ministério da Saude, que ainda ndo foi alcancada. O teste
padrdo-ouro para diagnostico do HIV-1 em criangas com menos de 18 meses de vida é a
Carga Viral (CV), devido a permanéncia de anticorpos maternos. Para a identificacdo de
resisténcia genotipica a regido pol é a mais sequenciada por abranger as Classes de
Antirretrovirais (ARVs) mais utilizadas: Inibidores de Transcriptase Reversa Analogo de
Nucleosideos (ITRN), Inibidores de Transcriptase Reversa Ndo Anélogo de Nucleosideos
(ITRNN) e Inibidores de Protease (IP). A populacdo deste estudo foi selecionada entre
pacientes menores de 12 anos cujas amostras foram encaminhadas para o laboratério de
Carga Viral no Centro de Virologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL, Sdo Paulo), entre 2018
a 2021. Para quantificacdo viral plasmética do HIV-1 foi utilizado o Abbott RealTime
HIV-1 (Abbott, USA), para genotipagem foi feito o sequenciamento genético (Sanger). No
estudo, foi considerado Transmissdo Vertical (TV) 1.3% dos casos. Entre aqueles que
estdo sob Terapia Antirretroviral (TARV) a mais de 6 meses, 16/37% (43%) estdo
suprimidas virologicamente considerando <200 cdpias/mL. Na genotipagem, 48% das
sequéncias apresentaram ao menos uma mutacdo para ITRN, ITRNN ou IP. As mutacdes
mais observadas foram M184V (16%) e K103N (16%); os ARVs com menor indice de
susceptibilidade foram Nevirapina e Efavirenz. Programas que garantam o monitoramento
da carga viral plasmatica juntamente ao acompanhamento clinico devem ser instituidos ou
aprimorados para promover a erradicacdo da transmissdo vertical e obter o sucesso
terapéutico a todas as criangas vivendo com HIV-1 a fim de alcancar a supresséo viral.

Palavras—chave: carga viral; HIV-1; Terapia Antirretroviral de Alta Atividade;
transmissao vertical de doencas infecciosas; técnicas de genotipagem

INTRODUCAO

Em 2020, estimava-se 1,7 milhdo de criancas com idade entre 0 a 14 anos vivendo
com HIV no mundo todo, onde 54% tiveram acesso a terapia antirretroviral (TARV).
Cerca de 1,4 milhdo de mulheres com HIV engravidam no mundo, se elas ndo receberem o
tratamento adequado, a chance do virus ser transmitido para o bebé varia de 15 a 45%.
(UNAIDS, 2020; OMS, 2021). Contudo, esse indice cai para aproximadamente 1% caso a
mde e 0 bebé recebam a profilaxia com antirretrovirais no tempo e de forma adequada. A
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eliminagdo da transmissdo vertical do HIV é uma das seis prioridades do DCCI e do
Ministério da Saude do Brasil. Ainda que essa prioridade apresente estatisticas otimistas ao
decorrer dos anos, a meta ainda néo foi alcangada. (BRASIL, 2019; Teshome et al., 2020)

Em 2008 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revisou suas diretrizes e passou
a recomendar inicio imediato da TARV apdés diagndstico. Entretanto, a implementagdo do
tratamento precoce requer o diagnostico precoce, que pode ser inacessivel em
determinados ambientes devido ao custo mais elevado comparativamente aos testes
convencionais, por exemplo os testes rapidos. Os testes de anticorpos comumente usados
para adultos ndo podem ser utilizados devido a presenca de anticorpos maternos que
podem permanecer até os 18 meses de idade. O teste considerado padrédo-ouro para
criangas abaixo dessa faixa etaria é a amplificagdo de acido nucleico (Carga Viral
Plasmatica). (PENAZZATO et al., 2014)

Um dos principais fatores que leva as mutacGes € a baixa adesdo a TARV, onde 0s
pacientes ndo fazem o tratamento de forma adequada ocasionando a diminuicdo de ARVs
circulantes na corrente sanguinea, consequentemente os niveis de farmaco ndo conseguem
impedir a replicacdo do virus. (VELOSO et al, 2010; BRASIL, 2019) A variabilidade
gendmica do HIV decorre principalmente da transcri¢do reversa do genoma do HIV, cujo
evento € sujeito a erros. Durante a replicacdo do HIV, ocorre aproximadamente um erro a
cada 10.000 nucleotideos incorporados, e considerando que o genoma do HIV contém
aproximadamente 10.000 nucleotideos, estima-se que uma nova mutacdo € gerada a cada
novo virion produzido no organismo. (TAKEUCHI et al., 1991)

O gene pol é um dos genes estruturais do HIV, que contém 2.841 pares de base e
947 aminoéacidos, e é responsavel pela codificacdo das enzimas virais que atuam na
replicacdo do virus, sendo elas a Protease (PT), Transcriptase Reversa (RT) e Integrase
(INT). A maioria dos sequenciamentos genéticos do HIV-1 sdo realizados para avaliacdo
de testes de resisténcia genotipica, a pol é a regido mais sequenciada para este fim, ja que a
maioria das classes de ARVs agem sobre estas enzimas. (RHEE, 2018)

Esse estudo tem como objetivos avaliar a taxa de viremia entre as criangas expostas
ou infectadas com HIV-1 cujas amostras foram encaminhadas para o IAL entre 2018 a
2021 e avaliar os indices de mutacBes que conferem resisténcia as classes de ARVs dos
ITRN, ITRNN e IP.

MATERIAIS E METODOS

O projeto faz parte da pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Adolfo Lutz sob o0s seguintes protocolos: CTC-73D/2011 e CAAE:
02298012.6.0000.0059.

A populacdo deste estudo foram os pacientes menores de 12 anos cujas amostras
foram encaminhadas para diagnéstico ou monitoramento do HIV-1 ao Nucleo de Doencas
Sanguineas e Sexuais (NDSS) do Centro de Virologia - Instituto Adolfo Lutz Central
(IAL), com solicitacdo do teste de Carga Viral e/ou Genotipagem no periodo de 2018 a
2021.

Para a Quantificacdo de RNA viral plasmatico a extracdo foi realizada de forma
automatizada pelo equipamento m2000sp (Abbott Molecular, EUA). Para a amplificagéo
através do RT-PCR foi utilizado o produto final da extracdo no equipamento m2000rt
(Abbott Molecular, EUA).
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Para as extracGes manuais de RNA foram utilizados os kits comerciais “QIAmp
Viral RNA Mini Kit” (Qiagen, Alemanha) seguindo as especificacdes do fabricante. Apos a
extracdo foi realizada a amplificacdo da regido Polimerase, dos genes da protease (PT) e
transcriptase reversa (RT). O procedimento utiliza o método in-house pelo One-Step RT-
PCR, combinando a retrotranscri¢do e amplificacdo, respectivamente. A etapa seguinte foi
a amplificacdo de uma regido interna do primeira amplificado envolvendo a PT e RT
(Nested PCR). O protocolo utilizado in-house foi previamente descrito em trabalhos
anteriores (SOLDI, 2019). Para confirmacdo da amplificacdo da regido alvo foi realizada a
eletroforese em gel de agarose a 1%.

Apods a amplificacdo foi realizado o sequenciamento genético pelo método de
Sanger, para revelar a composi¢do nucleotidica. Foi adicionado o mix com nucleotideos
marcados com corante flu6foro e a placa foi levada ao termociclador Apds a reacdo de
sequenciamento, foi levada ao sequenciador automatico ABI Prism 3500XL Genetic
Analyzer (Life Technologies, EUA) por 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5
segundos e 60°C por 4 min.

A avaliacdo do grau de susceptibilidade aos ARVs foi feita por meio do algoritmo
da plataforma de Stanford University HIV Drug Resistance Database — HIVdb
(https://hivdb.stanford.edu/). Para isso, um score é revelado, sendo: alto nivel de
resisténcia, resisténcia intermedidria, baixo nivel de resisténcia, nivel potencialmente baixo
de resisténcia ou nenhum nivel de resisténcia. (Stanford HIVdb, 2021)

As informagbes sobre quantificagdo de viremia plasméatica (Carga Viral),
quantificacdo de linfocitos T-CD4+ e tratamento foram obtidas através dos Sistemas de
InformagGes do Ministério da Saude: SISCEL (Sistema de Controle de Exames
Laboratoriais) e SICLOM (Sistema de Controle Logistico de Medicamentos).

As varidveis utilizadas para anélise foram qualitativas nominais e quantitativas
(discretas e continuas). Foram usados a mediana e Interquartil (IQR 25-75). Todas as
estatisticas foram analisadas pelo software STATA version 14 (StataCorp LP, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 494 criancas analisadas, 447/494 (90%) foram encaminhadas para diagndstico
devido a exposicdo ao HIV-1. Dessas, 435/447 (97%) apresentaram CV Nao Detectado
(CV ND) no teste do IAL e apenas 14% tém dois testes de CV ND, seguindo o protocolo
do Ministério da Saude. (BRASIL, 2018)

Foi considerado Transmissdo Vertical (TV) quando o teste do IAL foi a primeiro
teste com quantificacdo superior a 200 cépias/mL e menos de 18 meses de vida, resultando
em 6/447 (1.3%) de casos, taxa que reflete os levantamentos dos Boletins Epidemiol6gicos
de 2019 e 2020, em que o Estado de S&o Paulo apresenta indices inferiores a 2%. E
importante ressaltar que o indice ideal é a erradicacdo da TV do HIV-1 através de préticas
voltadas a prevencéo e profilaxia.

Para monitoramento da infeccdo do HIV-1 foram encaminhados 47/494 (10%)
amostras; dessas, 13/47 (28%) tém resultado ND no teste do IAL porém apresentam
viremia previa e/ou historico de tratamento. Existem 34/47 (72%) pacientes com coletas
anteriores quantificaveis e que apresentam viremia no teste do IAL.

Diretrizes do Ministério da Saude recomendam que a TARV deve ser iniciada o
mais rapido possivel apds o diagndstico. No estudo, 37 criangas fazem uso da TARV a no
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minimo 6 meses, tempo suficiente para alcancar a supressdo virologica. No critério
proposto pelo CDC (2020) no qual é considerado supressédo viral quando CV é inferior a
200 copias/mL, temos 16/37 (43%) de criangas suprimidas. Esse indice indica falha na
introducdo e/ou adesdo a TARV e no monitoramento, uma vez que a UNAIDS tenha
proposto a meta 90-90-90. (UNAIDS, 2015)

Dezenove amostras foram parcialmente sequenciadas na regido da pol (RNA). A
mediana de idade em meses foi de 20 (4-77); a maior frequéncia foi do sexo feminino
(79%) e 95% fazem uso de TARV.

Em relagdo as mutagdes, 9/19 (48%) mostraram ao menos uma mutagdo para ARVs
da classe de ITRN, ITRNN ou IP. Foi identificada a mutacdo V32L em 1/19 (5%),
conferindo resisténcia Lopinavir e Darunavir. Para a classe ITRN, 26% apresentaram
mutacdes de resisténcia, sendo a M184V (3/19; 16%) e T215S (1/19; 5%) as mais
observadas desta classe. A mutacdo M184V, que também foi a mais observada no estudo
de Mossoro-Kpinde (2017), confere resisténcia ou reducdo da susceptibilidade a
Lamivudina e pode promover resisténcia de baixo nivel ao Abacavir. Na classe dos
ITRNNSs, 42% apresentaram alguma mutacdo, a mais prevalente foi K103N (3/19; 16%),
seguido da V108l (2/19; 10%). As caracteristicas laboratoriais e demograficas dos
pacientes que apresentaram mutagdes estdo descritas no Quadro 1.

Quadro 1: Caracteristicas demogréficas e laboratoriais dos pacientes que apresentaram mutacées de

resisténcia.
Dados demogréficos Informagdes Clinicas Polimerase (Parcial)
Idade . ) , | Tempoem x 4 5 6 o
1D (meses) Sexo | LTCD4! | CV: Esquema TARV TARV Exposicdo ARVs IP ITRN ITRNN Resisténcia
23819 100 F 768 2.08 RAL + LPVIr >6 meses LP\/{\Z?T\I\/IVG;IJC K103N/ E138A | RPV; ETR; EFV; NVP
. . K103N/ . .
46421 133 F 554 287 | AZT +3TC + NVP >6 meses | AZT;3TC; NVP V108VI DOR; EFV; NVP
AZT; 3TC; RAL; ABC; DOR; NVP;
57121 106 F 610 319 | AZT +3TC+RAL >6 meses NVP - M184V V108VI EFV: FTC: 3TC
. . . CAB; EVG; ABC;
20521 | 56 F 803 [3.97 | AZT+3TC+EFV | >emeses | A2TI 3T CIERV: M184V K103N | RAL; FTC; 3TC; EFV;
NVP
6820 11 F 245 6.42 - - - - - V179D EFV; ETR; NVP; RPV
ABC; DOR; EFV;
6021 22 M 1261 45 | AZT +3TC + NVP <6 meses AZT; 3TC; NVP - M184V Y181C ETR; RPV; FTC; 3TC;
NVP
421 5 F 1705 6.71 . . - - - V1061
7721 10 F 1374 5.81 | AZT +3TC + LPV/r | <6 meses AZT; gq.(\:/ LPV; T215S - AZT
. . K101E/ G190A/ DOR; ETR; EFV;
2420 9 F 3725 1.30 | AZT +3TC + NVP >6 meses AZT; 3TC; NVP | V32L K238T NVP: RPV

Legenda: Contagem de Linfécitos TCD4+ (mm3mL); 2Carga Viral analisada no IAL (logwo); 3Esquema de TARV
anterior a coleta; “Mutacéo para Classe dos IP; SMutacéo para Classe dos ITRN; ®Mutacdo para Classe dos ITRNN.

A K103N é uma mutacao ndo-polimorfica e reduz a susceptibilidade a Nevirapina e
Efavirenz, que foram os dois ARVs com os menores indices de susceptibilidade, como
podemos ver na Tabela 1. (Stanford HIVdb, 2021)
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Tabela 1: Nivel de susceptibilidade aos antirretrovirais quanto as mutagdes associadas.

. . Alta Intermediaria Baixa .
Antirretroviral Resisténcia (%) Resisténcia (%) Resisténcia (%) Suscetivel (%)
ITRN!?

Abacavir 0 0 16 84
Lamivudina 16 0 0 84
Emtricitabina 16 0 0 84
Zidovudina 0 0 5 95
ITRNN2

Doravirina 0 0 21 79
Efavirenz 21 5 11 63
Etravirina 0 11 11 78
Nevirapina 26 0 11 63
Rilpivirina 5 5 11 79

Inibidores de Transcriptase Reversa Analogo de Nucleosideos; 2Inibidores de Transcriptase Reversa Nao
Analogo de Nucleosideos.

Poucos estudos foram realizados a fim de avaliar a CV e as mutagdes de resisténcia
em criancas. Houveram desafios envolvendo dados cadastrais e informacg6es laboratoriais
que de certa forma limitaram nosso estudo. Além disso, o nimero de amostragens nesse
estudo foi pequeno, ndo sendo um referencial. As unidades de servigo parceiras do 1AL
pertencem a determinados municipios e apesar da demanda espontanea, esse trabalho pode
ndo condizer com o cenario atual de todo o Estado de S&o Paulo.

CONCLUSOES

Programas que garantam o monitoramento da carga viral plasmatica juntamente ao
acompanhamento clinico devem ser instituidos ou aprimorados para promover a
erradicacdo da transmissdo vertical e garantir 0 sucesso terapéutico a todas as criangas
vivendo com HIV-1 com o intuito de alcancar a supressdo viral. As taxas de transmisséo
vertical e supressdo viroldgica, ainda que parecam otimistas, ndo sdo ideais.

A observacdo de mutacGes de resisténcia e a diminuicdo na susceptibilidade aos
antirretrovirais demonstra que a realizacdo do teste de genotipagem pré-tratamento €
fundamental para determinar a melhor escolha nos esquemas terapéuticos.
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Resumo

O diagnostico da infeccdo causada pelo HIV-1 na fase inicial e a rapida introducdo do
tratamento antirretroviral podem impedir transmisséo viral e contribuir para o controle da
epidemia. Tém sido observados em pessoas com infec¢do recente, ainda em fase pré-
tratamento, perfis de resisténcia aos antirretrovirais que podem ser transmitidos para a
populacdo. O objetivo desse estudo foi analisar a presenca de mutacfes associadas a
resisténcia aos antirretrovirais em uma populacao recém-diagnosticada com HIV-1 (2020-
2021). Foram selecionadas 223 amostras de PVHIV, das quais foram realizadas analises
demogréficas, avaliados grau de susceptibilidade aos antirretrovirais e determinacdo dos
subtipos. A casuistica apresentou maior frequéncia de individuos do sexo masculino
(n=80%) com uma mediana de idade de 31 anos (IQR = 25-38). Na anélise das sequéncias
gendmicas da regido parcial da Polimerase (n=80/223) foram observadas mutacdes
associadas a resisténcia em 25% dos individuos. Todas as amostras sequenciadas
apresentaram mutacdes de resisténcia para ARVS-NNRTI, sendo as mais frequentes:
E138A, K103N e V106l. Estas mutacOes estdo associadas a alta resisténcia aos
medicamentos Efavirenz, Nevirapina e Doravirina. Quanto aos subtipos virais
identificados nesta populagédo, o subtipo B foi 0 mais frequente (n= 66%), mantendo-se
como o subtipo de maior importancia para a regiao metropolitana de Sao Paulo. Assim, foi
observada uma taxa elevada de mutacOes, porém associadas a padrdes de resisténcia que
ndo comprometem o esquema de primeira linha de tratamento estabelecido no Pais, porém
com importante impacto em regimes baseados em uso de Inibidores ARVS-NNRTI,
fazendo-se necessario o uso da genotipagem antes de serem iniciadas as terapias
medicamentosas que envolvam o uso de medicamentos desta classe.

Palavras-Chave: antirretrovirais; HIV-1; mutacdes de resisténcia.
Introducéo

A AIDS, Sindrome da Imunodeficiéncia Humana é uma doenga causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) que pertence a familia Retroviridae, género Lentivirus, e
apresenta alta variabilidade genética (AVERT et al; 1986-2016).

A incapacidade do sistema imune em produzir anticorpos neutralizantes no inicio da
infeccdo contribui para que os tecidos linféides atuem como propagadores de infecgdo pelo
HIV1 (AVERT.; 1986-2016). De acordo com a sequéncia de aparecimento dos marcadores
virais e imunolégicos podem ser observados seis estagios (Fiebig) durante os eventos
iniciais pela infeccdo pelo HIV-1. As infec¢bes agudas e recentes merecem atencdo quanto
a continuidade da epidemia do HIV, pois o advento da breve viremia de alto titulo durante
a fase de infeccdo aguda esta associada a um risco aumentado de transmissdo do HIV
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(Suthar AB, et al; 2015). A deteccdo de infeccdo recente vem provando ser Util, para
observacdo do perfil de resisténcias priméarias que estdo sendo transmitidas para a
populacéo.

Devido a alta taxa de morbi-mortalidade conferidas pelo HIV, na década de 1980 surgiram
0s primeiros medicamentos antirretrovirais (ARV) visando o combate contra a infeccéo.
No Brasil, em 1996, foi declarada a lei federal 9.313, que conferiu a populacéo acesso a
terapia antirretroviral por meio do Sistema Unico de Salde (SUS). Atualmente estdo
disponiveis seis classes farmacoldgicas distintas para uso, sendo elas: analogos
nucleosideos inibidores da transcriptase reversa (NRTI) e ndo anédlogos nucleosideos
inibidores da transcriptase reversa (NNRTI), Inibidores da Protease (IP); inibidores da
integrasse (INI); inibidor de fuséo (IF); e inibidor de CCR5. A implementacdo do
tratamento como prevencdo (TasP) com o uso das terapias antirretrovirais vem sendo
reconhecida como uma das mais importantes medidas de saude publica para o controle da
transmisséo do HIV (Montaner, J. S. G. et al; 2010).

Objetivo

Analisar a presenca de mutacGes associadas a resisténcia aos antirretrovirais em uma
populacao recém-diagnosticada com HIV-1 (2020-2021).

Material e Métodos

Foram incluidas amostras de pessoas adultas vivendo com HIV/Aids (PVHIVA) recém
diagnosticadas e ndo expostas a tratamento antirretroviral (TARV) do Estado de S&o Paulo,
e do Projeto TransODARA das quais foram coletadas amostras em 5 capitais brasileiras
(Sé&o Paulo, Manaus, Campo Grande, Salvador e Porto Alegre). Estas foram encaminhadas
para o Laboratorio de Retrovirus do Nucleo de Doencas Sanguineas e Sexuais (NDSS) do
Centro de Virologia do Instituto Adolfo Lutz Central, durante o periodo de janeiro de 2020
a novembro de 2021. Informacdes dos pacientes foram consultadas nas bases de dados: i.
Sistema de Controle de Exames Laboratoriais (SISCEL) da Rede Nacional de Contagem
de Linfécitos CD4+/CD8+ e Carga Viral do HIV-1, ii. Sistema de Controle Logistico de
Medicamentos (SICLOM), iii. Pedido médico. Foram excluidos pacientes < 18 anos de
idade; expostos a TARV ou em TARV > 7 dias; Carga Viral Indetectavel ou abaixo do
limite de detec¢@o no pedido ou no resultado (Log<1,3); Informagdes incompletas no BPA
que ndo permitam a identificacdo do paciente nos sistemas de monitoramento.

A quantificacdo da Carga Viral foi obtida através de ensaio de reacdo em cadeia da
polimerase de transcri¢do reversa in vitro em plasma sanguineo, seguindo as orientacGes
do fabricante (Abbott M2000 RealTime HIV-1, ABBOT) para amplificacdo de parte da
regido da Polimerase via técnica de PCR in house por etapas combinadas de
retrotranscricdo e amplificagdo One Step RT-PCR descrito anteriormente por Soldi et al
(2019), e de Integrase por Cavalcanti et al (2016). A confirmagdo da amplificacdo dos
produtos ocorreu via técnica de eletroforese em gel de agarose 1%. Os produtos da PCR
foram utilizados na reacdo de sequenciamento por técnica de Sanger em equipamento
automatico (ABI Prism 3130XLGenetic Analyzer, Life Technologies). Os cromatogramas
obtidos foram posteriormente editados pelos Softwares Sequencher 4.7 (GeneCodes) e/ou
RECall beta v3.05 e entdo, alinhadas no software BioEdit. A avaliagdo do grau de
susceptibilidade aos antirretrovirais (GSS-ARV) foi realizada por meio do algoritmo de
Stanford University HIV Drug Resistance Database — HIVdb (Stanford HIVdb -
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https://hivdb.stanford.edu/hivdb/bymutations/). Os subtipos do HIV-1 foram identificados
através das ferramentas automatizadas: REGA HIV-1 Subtyping Tool v3.0 (Standford
University, USA) COntext-based Modeling For Expeditious Typing (COMET,
Luxembourg Institute of Health, LU), Subtype Classification Using Evolutionary
ALgorithms (SCUEAL, University of California San Diego, USA). Subtipos
recombinantes foram confirmados pelo Jumping Profile Hidden Markov Model (jpHMM,
GeorgAugust-Universitat, DE). Por fim, as analises estatisticas foram realizadas utilizando
varidveis continuas descritas como a mediana e intervalo interquartil 25- 75 (IQR), com a
diferenca entre os grupos avaliados com testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, foram
usados quando necessario. O y 2 de Pearson (ou teste exato de Fischer, bicaudal) para
varidveis categoricas e o coeficiente de correlacdo de Spearman para duas variaveis
continuas foram testados com o STATA 14 (Stata Corp).

Resultados e Discussao

De acordo com o presente trabalho, entre as amostras analisadas no periodo de um ano e
onze meses observou-se maior frequéncia de diagndstico recente entre pessoas de sexo
biolégico masculino. Estes resultados sdo semelhantes aos reportados no Boletim
Epidemioldgico da Prefeitura de Sdo Paulo, que avaliou esta populacdo durante dez anos.
Houve uma discreta mudanca com relacdo a idade, pois o Boletim Epidemioldgico do
Municipio de S&o Paulo publicado no ano de 2021 definiu um IQR de 25-29 anos,
enquanto neste estudo foi definido um IQR de 25-38 anos, apesar da populacdo deste
estudo ndo ser significativamente representativa em termos de comparacdo. As analises
relacionadas a raca/etnia autorreferida, segundo o boletim epidemioldgico da Prefeitura de
S&o Paulo de 2020 detectou uma frequéncia maior de 50,7% (n= 342.459) entre 0s pretos,
enguanto neste estudo a maior frequéncia foi entre pardos e brancos.

Com relacdo as analises dos linfocitos T-CD4+ existem diversas evidéncias de que a
infeccdo por HIV é um indicativo da incompatibilidade entre a deficiéncia imunoldgica,
fortemente demonstrada pela AIDS e a hiperativacdo imunoldgica. Niveis aumentados de
ativacdo imune sistémica e inflamacdo ndo apenas promovem a replicacdo viral e a
apoptose das células T-CD4+, mas também desencadeiam um declinio mais rapido da
funcdo e da competéncia imune, consequentemente levando a um fenémeno de
imunossensibilidade associado ao envelhecimento celular, a chamada imunossenescéncia
(Sokoya, Steel, Nieuwoudt & Rossouw, 2017). Tal fato pdde ser observado dentre as
populacdes analisadas tanto pela Secretaria de Salde do Estado de Sdo Paulo no ano de
2020, tanto por este estudo, pois em ambos houve uma frequéncia consideravel de
contagem de linfocitos T-CD4+ abaixo de 350 células/mm3,

Quanto aos subtipos, no Brasil, estudos indicam que o subtipo B é o mais prevalente na
maioria das regides geograficas (BRINDEIRO RM et al; 2003). Os estudos realizados por
Bokharaei-Salim. et al; 2020 e Coelho. et al; 2018, também destacam o subtipo B como um
importante responsavel pela infecgdo de novos pacientes pelo HIV-1. No presente estudo,
dentre as amostras analisadas quanto a subtipos, obtivemos uma frequéncia de infecgdo
pelo virus HIV-1 para o subtipo B em 66% (53/80) das analises.

Quanto a deteccdo de resisténcia primaria e secundaria a TARV, segundo Naziri H. et al;
2014, estas fornecem informacdes importantes e criticas para determinacdo dos regimes.
Para os pacientes que iniciaram tratamento antirretroviral no Brasil, desde janeiro de 2017,
foi incorporado Dolutegravir como esquema preferencial de primeira linha em conjunto
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com Tenofovir e Lamivudina (Coelho et al, 2018). Ambos os NRTIs recomendados pelo
Ministério da Saude mantém-se totalmente ativos contra as mutacfes analisadas nos
participantes deste estudo. Sabe-se que as mutacdes de resisténcia medicamentosa mais
prevalentes globalmente sdo aquelas que conferem resisténcia aos NRTIs e NNRTISs,
enquanto a resisténcia aos IPs é universalmente menos frequente (Jahanbakhsh F et al,
2013). Neste estudo, todas as amostras analisadas (n=80, 25%) apresentaram mutacdo(des)
de resisténcia a classe de ARVsS-NNRTI, sendo as mais frequentes: E138A, K103N e
V1061, corroborando-se com os dados de Coelho et al, 2018. Estas mutacGes levam a uma
maior frequéncia de alta resisténcia (score=0) aos medicamentos Efavirenz, Nevirapina e
Doravirina. Apesar de estes ndo fazerem parte do esquema medicamentoso de primeira
linha implementado no pais, este estudo reforca a importancia quanto a realizacéo de testes
de genotipagem entre a populacao de novos infectados.

Concluséao

A epidemia de HIV é uma preocupacdo constante entre as autoridades sanitarias, devido a
altas taxas de manutencdo para novas infecgOes, apesar de diferentes medidas
epidemioldgicas e farmacoldgicas que incluem a profilaxia medicamentosa. As taxas de
transmissdo do HIV-1 com padréo de mutagdes associadas a resisténcia observadas dentre
0s pacientes deste estudo, mantiveram-se estaveis na regido, ndo havendo até o momento
uma preocupacdo quanto ao esquema terapéutico de primeira linha introduzidos pelo
Ministério da Salude em 2017. Porém, quanto as resisténcias identificadas para Inibidores
N&o Nucleosideos da Transcriptase Reversa pode haver o comprometimento em regimes
baseados nesta classe. Reforcando-se a necessidade dos testes de genotipagem antes do
inicio das terapias antirretrovirais. Com relacdo ao subtipo B do virus HIV-1, como
esperado, este foi o tipo viral mais prevalente na populacéo analisada, mantendo-se como o
subtipo de maior importancia para a regido metropolitana de S&o Paulo.
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Resumo: A Tuberculose é uma doenca infectocontagiosa, sendo um grave problema de
salde publica, associado a condicGes de pobreza, desigualdade social, ma distribuicdo
de renda e urbanizacdo acelerada, e o Relatério Global de Tuberculose 2021 mostra que
o0 Brasil é o pais, com maior incidéncia de casos pelas Américas. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a deteccdo de Tuberculose Multidrogas resistente (TBMDR) pelo
teste molecular GenoType MTBDRplus, a partir de amostras clinicas de pacientes
submetidas a detec¢do de TB pulmonar. Foram avaliadas 162 amostras no periodo de
janeiro a junho de 2021, submetidas ao diagnostico da TB na regido metropolitana da
Baixada Santista, realizado no Instituto Adolfo Lutz (IAL) de Santos. Entre as 162
amostras, 130 (80,2%) foram amostras com resisténcia a rifampicina (RIF) e isoniazida
(INH) ndo detectadas; 8 (4,9%) resisténcia a RIF detectada; 3 (1,8%) resisténcia a
INH detectada; 2 (1,2%) resisténcia a RIF e INH detectada e 19 (11,7%) inconclusivas.
A maioria das amostras (75,0%) com resisténcia a RIF detectada apresentaram, a
auséncia de hibridacdo na sonda WT7, e em casos de resisténcia a RIF e INH
detectadas, apresentaram as mutacdes rpoB MUT3 e katG MUTL1. O ensaio
MTBDRplus é um teste excelente na deteccdo de resisténcia ao complexo
Mycobacterium Tuberculosis (MTBC) para RIF , INH e multirresistentes. O teste tem

como suas vantagens e impacto, a reducdo do tempo para o diagndstico, a

facil execucdo em ambientes laboratoriais com boa infraestrutura e treinamento
técnico, além da informacéo genotipica.

Palavras-chaves: Tuberculose resistente; Mycobacterium tuberculosis; GenoType
MTBDRplus; Técnicas de diagndstico molecular.

INTRODUCAO

A espécie Mycobacterium tuberculosis (MTB) pertence ao género
Mycobacterium e & familia Mycobacteriaceae, e € 0 agente causador da doenca
Tuberculose, e desde entdo, vem sendo uma doencga global considerada um problema de
Salde Publica (BRASIL, 2008). A tuberculose (TB) estd ligada indiretamente a
pobreza, desigualdade social, ma distribuicdo de renda e urbanizacdo acelerada
(HIJJAR, et al., 2001).
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No Brasil, no ano de 2020 foram registrados 66.819 novos casos, com taxa de
incidéncia de 31,6 casos por 100.000 habitantes (BRASIL, 2021). Por essa razéo, nao
sera possivel alcancar a meta da Estratégia “FIM da TB”. A estratégia foi elaborada pela
Coordenacdo Geral do Programa Nacional de Controle da TB (PNCT) e tem como
principal objetivo a reducdo da taxa de incidéncia para 10 casos a cada 100.000
habitantes e menos de um ¢ébito para cada 100.000 habitantes até o ano de 2035
(MACIEL et al., 2020). Outro agravante no descumprimento da meta é o abandono do
tratamento, negligenciando o processo de cura e consequentemente levando ao
surgimento da tuberculose multirresistente (TB-MDR). Em relacdo ao abandono dos
tratamentos dos casos de TB sensivel aos medicamentos, nos anos de 2018 e 2019,
12,0% dos casos novos pulmonares abandonou o tratamento no Brasil, uma proporcao
superior ao recomendado pela OMS (5,0%) (BRASIL, 2021).

E possivel detectar de uma forma réapida e precoce a TBMDR pelo teste
molecular de line probe assay GenoType MTBDRplus, um teste in vitro qualitativo que
tem como objetivo detectar o complexo M. tuberculosis e a resisténcia a rifampicina
(RIF) e isoniazida (INH). Para a identificacdo da resisténcia a RIF é realizada a
deteccdo das mutagdes associadas ao gene rpoB; e para a identificacdo da resisténcia a
INH é analisado o gene katG e a regido promotora do gene inhA (HAIN, 2015).

Com o avanc¢o nos ultimos anos da Tuberculose resistente a RIF e TB-MDR,
é imprescindivel a agilidade de diagndstico, e o GenoType é um teste molecular
promissor, que reduzird o tempo de resultado, comparado aos atuais como o teste de
suscetibilidade a medicamento (TSM), além de dar informacdes genotipicas referente a
sensibilidade e assim, induzir o médico a adotar o melhor esquema de tratamento para o
paciente (BRANDAO et al., 2019)

O objetivo deste estudo foi avaliar o diagnostico da TB-MDR pelo teste
molecular GenoType MTBDRplus, a partir de amostras clinicas submetidas a deteccéo
de TB pulmonar, caracterizando o perfil epidemioldgico dos pacientes.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Instituto Adolfo Lutz (IAL) CLR IX Santos, no
periodo de janeiro a junho de 2021 e avaliou amostras submetidas ao diagnostico da
MTB na regido metropolitana da Baixada Santista. Foram incluidas amostras de escarro
submetidas a0 TRM Xpert MTB/RIF com resultado positivo para o complexo MTB
somente de casos de diagnostico, ou seja, casos novos. Foram excluidos quaisquer casos
que ndo eram TB ou casos de pacientes que ja estdo em tratamento e sdo considerados
controle. Os dados demograficos foram coletados do Sistema de Controle de Pacientes
com Tuberculose (TBWEB) e os dados clinicos pelo Gerenciador de Ambiente
Laboratorial (GAL). As varidveis estudadas foram: género, etnia, faixa etaria,
escolaridade e tipo de ocupacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 162 amostras no presente estudo. O grafico 1 abaixo mostra
que 130 (80,2%) foram amostras de resisténcia a RIF e INH ndo detectadas; 8 (4,9%)
resisténcia a RIF detectada; 3 (1,8%) resisténcia a INH detectada; 2 (1,2%) resisténcia a
RIF e INH detectadas e 19 (11,7%) inconclusivas.

Gréfico 1 - Distribuicéo de resultados do teste GenoTypeMTBDRplus
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Estes resultados estdo de acordo com os reportados por BRANDAO et al.
(2019), onde foi apresentado auséncia de mutacGes em RIF e INH em 92% das
amostras analisadas no IAL de Sdo Paulo (BRANDAO, et al., 2019). Uma porcentagem
inferior ao trabalho citado acima devido a alta demanda de analises comparado ao do

presente estudo.

Com relacdo aos resultados do GenoType MTBDRplus, foram observadas
auséncias de bandas do tipo selvagem e detectadas as seguintes bandas de mutac¢des nos
genes rpoB, katG e inhA (Tabela 1).

Tabelal- Frequéncia de mutacbes e auséncias de bandas WT
determinadas pelo teste GenoTypeMTBDRplus-LPA em amostras
resistentes a drogas antituberculosas de primeira linha.

Perfil de Resisténcia (n=13)

N° Isolados Resultado
RIF (rpoB) (n=8)
1(12,5%) MUT3 RIFR
1(12,5%) MUT2B/ AWT7+WT8 RIFR
4 (50,0%) A WT7 RIFR
1(12,5%) A WT5 RIFR
1(125%) AWT7+WT8 RIFR
INH (katG) (n=1)
1(100,0%) MUT1 INHR
INH (inhA) (n=2)

1(50,0%) MUT1 INHR
1(50,0%) MUTI/A WTI INHR
RIF + INH / MDR

(n=2)

MUT3/AWTS8

(rpoB) RIFR
2 (100%) MUT1/AWT (katG)  INHR
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A Auséncia de banda selvagem na DNA-STRIP;.
Fonte: Autora, 2021

Em grande parte dos resultados, podemos observar que a resisténcia a RIF
(75,0%) é devido a auséncia de hibridacdo na sonda selvagem, principalmente WT7 e
WTS8 no gene rpoB, assim como foi encontrado, em Ribeirdo Preto (FELICIANO et al.).
Também se pode observar que em casos de multirresisténcia (n=2), os perfis
encontrados foram a auséncia de hibridagéo do tipo rpoB WT8 e katG WT (n=2,100%),
e as mutacGes apresentadas foram rpoB MUT3 e katG MUT1 (n=2,100%). Nos casos
de resisténcia a INH foi encontrada a mutagdo inhA MUT1(n=2,100%) e apresentada a
mutacdo MUT1(n=1,100%) em isolados pelo katG.

Com o objetivo de caracterizar o perfil epidemioldgico dos pacientes com
TB, na tabela pode-se observar que ocorre uma predominancia no sexo masculino
(n=115, 71,0%) de etnia parda (n=60, 52,2%) em média de 30 a 39 anos de idade (n=36,
31,3%). No sexo feminino também se percebe que a cor parda predomina (n=26,
55,3%). Em questdo de escolaridade apenas 3 (1,9%) pacientes possuiam mais de 15
anos de estudos, e 67 (41,4%) possuiam apenas o ensino fundamental. Também
podemos dizer que de acordo com o tipo de ocupacdo 45 (27,7%) pacientes estavam
desempregados, 4 (2,4%) eram detentos e 92 (57,7%) “outras”.

Tabela 2- Caracteristicas sociodemograficas de paciente com tuberculose.
Caracteristicas Sexo

Feminino Masculino Total
(n=47) (29,1%) (n=115) (71%) (n=162) (100%)

Etnia

Pardo 26 (55,3%) 60 (52,2%) 86 (53,0%)
Branco 11 (23,4%) 32 (27,8%) 43 (26,5%)
Preto 8 (17,0%) 15 (13,1%) 23 (14,2%)
Ignorado 2 (4,6%) 6 (5,2%) 8 (4,9%)
Amarelo - 2 (1,7%) 2 (1,2%)
Faixa etaria

10 - 14 anos 1(2,1%) - 1 (0,6%)
15 - 19 anos 7 (14,9%) 10 (8,7%) 17 (10,5%)
20 - 29 anos 10 (21,3%) - 10 (6,2%)
30 - 39 anos 11 (23,4%) 36 (31,3%) 47 (29,0%)
40 - 49 anos 6 (12,8%) 33 (28,7%) 39 (24,1%)
50 - 59 anos 7 (14,9%) 16 (13,9%) 23 (14,2%)
60 - 69 anos 4 (8,5%) 14 (12,2%) 18 (11,1%)
70 - 79 anos 1(2,1%) 6 (5,2%) 7 (4,3%)
Escolaridade

De 1 a3 anos 1(2,1%) 5 (4,3%) 6 (3,7%)
De 4 a7 anos 20 (42,6*%) 47 (40,9%) 67 (41,4%)
De 8 a 11 anos 13 (27,6%) 30 (26,1%) 43 (26,6%)
De 12 a 14 anos 3 (6,4*%) 17 (14,8%) 20 (12,4%)
15 anos e mais 2 (4,3%) 1 (0,9%) 3 (1,9%)
Ignorado 8 (17,0%) 14 (12,1%) 22 (13,5%)
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Nenhuma - 1 (0,9%) 1 (0,6%)

Tipo de Ocupacéo

Aposentado 2 (4,3%) 7 (6,1%) 9 (5,5%)

Desempregado 13 (27,7%) 32 (27,8%) 45 (27,7%)

Detento 1(2,1%) 3 (2,6%) 4 (2,4%)

Dona de Casa 12 (25,5%) 12 (7,4%)

Outras 19 (40,4%) 73 (63,5%) 92 (57,7%)

Fonte: Autora,2021.

Podemos comparar nossos resultados com um estudo realizado também na
cidade de Santos, Baixada Santista, que mostrou 69% dos casos de TB em pacientes do
género masculino e 69,7% em seus 20-49 anos de idade (COELHO et al., 2009). Um
outro estudo feito em Pernambuco, também afirma que 65% dos casos eram do sexo
masculino e 45,3% tinham entre 20-39 anos. Supde-se que grandes partes dos homens
procuram atendimento médico tardiamente e a doenga atinge pessoas entre 20-49 anos
por ser uma faixa etaria economicamente ativa (SOARES et al., 2017).

CONCLUSAO

O ensaio GenoTypeMTBDRplus-LPA é um teste excelente na deteccdo de
resisténcia ao MTBC para RIF, INH e multirresistentes, onde no presente estudo 80,2%
foram resisténcia a RIF e INH ndo detectadas, 4,9% resisténcia a RIF detectada, 1,8%
resistenténcia a INH detectada e 1,2% resisténcia a RIF e INH detectadas. O teste tem
como suas vantagens e impacto, a reducdo do tempo para o diagndstico, a facil
execucdo em laboratérios com boa infraestrutura e treinamento técnico, além da
informacdo genotipica onde grande parte de nossos resultados, da resisténcia a RIF, foi
identificada pela auséncia de hibridacdo rpoB do tipo WT7 e WT8 e em casos de
multiresisténcia, a auséncia do rpoB WT8 e katG WT, e apresentacdo das mutacbes nos
genes rpoB MUT3 e katG MUT1.
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RESUMO

A doenca de méo-pé -boca (DMPB) é causada por virus do género Enterovirus
(EV), dentre eles destacam-se 0s sorotipos: coxsackievirus, echovirus, enterovirus A71. A
doenca acomete majoritariamente criancas de até 5 anos e 0s principais sintomas s&o:
febre, erupcdo cutdnea em maos, pés e vesiculas na boca. Geralmente a doenca €
autolimitada, mas pode evoluir para casos graves com tropismo ao sistema nervoso. Os EV
possuem prevaléncia no mundo todo, e a DMPB €é endémica em paises asiaticos e oeste do
pacifico. No Brasil somente os surtos sdo de notificacdo compulséria. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi comparar as metodologias utilizadas para o diagnostico dos EV,
reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR), isolamento viral em sistema de cultura
celular e a reverse transcription semi-nested PCR (RT-snPCR) utilizando amostras clinicas
de suspeitas de DMPB obtidas entre maio e outubro de 2021 no Estado de Séo Paulo. Os
resultados mostraram boa concordancia entre RT-gPCR e isolamento viral, assim como
entre os dois ensaios de biologia molecular, em detrimento da concordéncia regular entre
isolamento viral e RT-snPCR. Destacam-se maiores sensibilidade da RT-qPCR (92,3;
85,1%) e cultura celular (88,4%; 87,1%). Especificidade da RT-snPCR (84,3%; 91,6%),
RT-gPCR (70,2%; 81,2%) e cultura celular (76,4%; 57,4%). Valor preditivo positivo da
RT-snPCR (92,3%; 87,1%) cultura celular (72,0%; 88,4%) e RT-gqPCR (85,1%; 62,9%).
Os resultados corroboram aos relatos da literatura, sugerindo o ensaio de RT-gPCR para
deteccdo de rotina de EV, mas expressa a importancia do isolamento viral e da RT-snPCR
para melhorar estratégias de vigilancia epidemioldgica, reconhecendo o isolamento de
enterovirus em cultura celular como poderosa ferramenta.

Palavras-chave: Doenca de Mao, Pé, Boca; Epidemiologia; PCR em tempo real,
Enterovirus

INTRODUCAO

A doenca de méo-pé-boca (DMPB) é causada por enterovirus humanos ndo-pélio,
com sorotipos importantes como coxsackievirus, echovirus, enterovirus A71 (EVA71). O
EV apresenta 15 espécies, sendo 7 descritas em humanos, apresentando mais de 100
sorotipos (TAPPAREL et al., 2013, COMPAGNOLI CARMONA et al., 2020). N&o
possuem envelope viral e seu genoma dispbe de fita Unica de RNA senso positivo
(ssSRNA+) (WELLS e CONEY, 2019). A DMPB acomete frequentemente criancas
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menores de 5 anos, causando manifestagdes clinicas leves e evolucéo autolimitada. Os EV
da DMPB se replicam nas tonsilas palatinas, mucosa da orofaringe e substancialmente no
intestino delgado. Os principais sintomas sdo febre, erupcdo cutdnea em maos e pés e
vesiculas na boca (MORTARI et al., 2018). Casos clinicos mais graves podem ocorrer
incluindo meningite asséptica, encefalite e paralisia flacida aguda (TAPPAREL et al.,
2013). A transmissdo pode ocorrer por muco e saliva, mas primariamente pela via fecal-
oral (WELLS e CONEY, 2019). Na China, Du e colaboradores (2017) relatam altissimas
taxas de infeccdes, RO de até 30, ou seja, 1 pessoa pode transmitir para outras 30,
considerando somente populacdo suscetivel, as criangas. Logo, as creches possuem altos
indices de transmissao.

Isolamento viral em sistema de cultura celular, reverse transcription quantitative
PCR (RT-gPCR) e a reverse transcription semi-nested PCR (RT-snPCR) estdo entre os
ensaios de identificacdo dos EV da DMPB. O ensaio RT-gPCR é recomendado por
Harvala e colaboradores (2018) para uso na rotina de diagnostico, por ser mais rapido e
mais sensivel e simples. Mas o isolamento viral em cultura celular é importante para
laboratdrios de referéncia permitindo o emprego junto a outros testes de identificacdo,
como a RT-PCR convencional e o sequenciamento genomico (MORTARI et al., 2018). O
ensaio RT-snPCR também é empregado para identificacdo de EV através de deteccdo da
regido da VP1. A proteina estrutural VP1 do capsideo estd localizada na regido mais
exterior ao virus e é um antigeno de grande importancia. O sequenciamento parcial do
gene VP1 é empregado para busca de sorotipos, e 0 sequenciamento completo para
identificacdo de novos sorotipos em trabalhos de vigilancia epidemiolégica (HARVALA et
al., 2018). Ja a RT-qPCR contribui de forma significativa para diagnéstico rapido de EV
em salde publica, diminuindo os custos sobre o uso indiscriminado de antibiotico e
hospitalizages e melhorando a assisténcia ao paciente (MACHADO et al., 2016).

Os métodos de biologia molecular trouxeram inimeras vantagens para a deteccao
dos EV, tanto para diagnoéstico como para vigilancia epidemioldgica. Entretanto, observa-
se algumas divergéncias, como resultados falsos negativos na RT-qPCR que sdo detectados
no método de isolamento viral em cultura de células, levantando discussdes sobretudo
quanto a vigilancia epidemioldgica em elaboracdo de fluxogramas de trabalho. Com isso, 0
objetivo do trabalho foi comparar as metodologias de RT-gPCR, RT-snPCR e Isolamento
viral em cultura de célula, sob perspectiva de deteccdo de EV em amostra clinica
provenientes de surtos de DMPB ocorridos no Estado de Sdo Paulo entre maio e outubro
de 2021. Para isso foram calculados o indice Kappa, sensibilidade, especificidade,
acuracia, valor preditivo positivo e negativo.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 86 amostras clinicas, dentre elas 24 SOF (swab de orofaringe),
56 de fezes e 6 SNF (swab de nasofaringe). O uso destas amostras foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, CAAE: 28405120.2.0000.0059,
cadastro: CTC 60-L/ 2019. As amostras de fezes passaram por clarificagdo antes de todos
0S ensaios, para obter somente o material liquido, de acordo com a metodologia descrita
em Polio Laboratory Manual 2004 (WHQO). Para proceder aos ensaios de biologia
molecular os materiais clinicos passaram por extracdo de RNA por coluna de silica,
realizado com o kit comercial Bio Gene® de extracdo de DNA/RNA (Bioclin®, Belo
Horizonte, Brasil) e adicionado inibidor de RNAse (RNA out) ao produto extraido.

O ensaio de RT-gPCR foi executado com sondas Tagman® e primers ambos
desenhados para deteccdo universal de EV (HEV) por meio da regido alvo 5> NCR (Non-
Coding Region) do genoma. Foi utilizada a reacdo em one step RT-gPCR, conforme
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descrito por MACHADO e colaboradores (2016). Para avaliar a qualidade das amostras
processadas com relacdo a recuperacdo do RNA extraido e a presenca de possiveis
inibidores da PCR, foi realizada um controle interno endégeno cujo alvo foi a Rnase P
humana seguindo o protocolo recomendado pelo CDC para deteccdo do virus Influenza
(CDC, 2009; SHU et al, 2011). Foram utilizados primer  Senso
CCCTGAATGCGGCTAATCC, primer anti-senso ATTGTCACCATAAGCAGCCA,;
sonda 6-FAM-AACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC-BHQ1; RnaseP senso
AGATTTGGACCTGCGAGCG; RnaseP anti-senso GAGCGGCTGTCTCCACAAGT; RnaseP
sonda 6-FAM d(TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG) BHQ-1.

Utilizou-se para a reagdo as concentracdes dos reagentes da reacdo para detecgéo de
EVs: 300 nM (primer senso), 900 nM (primer anti-senso), 150 nM (probe), 1x kit
“SuperScript™ III Platinum™ One-Step gRT-PCR Kit” (Invitrogen ™) ¢ 5 uL do RNA
viral extraido, resultando no volume total de 25 pL. O controle interno endégeno: primers
na concentracdo de 40 nM e a sonda, 10 nM. A reacédo foi realizada no equipamento 7500
Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). A transcricdo reversa
foi realizada a 50°C por 15 minutos, seguida de 1 ciclo a 95 °C por 2 minutos, e 45 ciclos
das temperaturas de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Foram colocados 1
controle de reagentes e de ambiente (NTC1 — no template control) e 1 controle positivo em
duplicata (PTC — positive template control). Foram consideradas positivas as amplificacdes
em até 40 Ct (Cycle Threshold). Conforme predefinicdo laboratorial, Cts tardios (40+4) em
contexto de surto foram considerados positivos.

A RT-snPCR utilizou como alvo a regido VP1 do genoma dos EV e o ensaio foi
realizado com reagentes do kit Invitrogen™. A primeira amplificagdo foi realizada em um
ensaio de RT-PCR de tubo unico contendo 1,25 mM de cada desoxinucleotideos;
Ditiotreitol 0,1 M; Tampédo 1 x 5 x (Tris-HCI 300 mM, pH 9,0 e 62,5 mM NH4, 2S04);
Tampéo 0,5 x 10 x (Tris-HCI 100 mM, pH 9,0, KCI 500 mM e Triton X-100 1%); MgClI2
1,25 mM; 20 uM de pool de primers 224-222 (SO 224, GCIATGYTIGGIACICAYRT do
Gene VP3;S0O 222, CICCIGGIGGIAYRWACAT do gene VP1); SuperScript 11l Reverse
Transcriptase; 2 U de Platinum Tag DNA Polymerase 19; e RNAsin. Foram utilizados 5
uL de ssRNA extraidos. As rea¢fes foram incubadas a 42°C durante 50 minutos, seguidas
de 94 ° C durante 5 minutos. A termociclagem: 35 ciclos de 94 ° C, 1 minuto; 50 ° C, 2
minutos; 72 ° C, 1 minuto; e uma incubacdo a 72 ° C, 5 minutos; em um termociclador
modelo 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A 22 reacdo de PCR, foram
empregados 40 picomol de cada um dos primers ANB89
(CCAGCACTGACAGCAGYNGARAYNGG do gene VP1) e ANB88
(TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT do gene VP1), 200 uM de dNTP, 5 L de
10X tampéo de PCR, MgCI2 e 2,5 U de Platinum®Taqg DNA polimerase. Um microlitro
da 12 PCR (dsDNA) foi adicionado a reacdo de 22 PCR, com volume final de 50 pL e
submetida a termociclagem de 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 20 segundos,
72 °C por 15 segundos.

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
diluida em 100mL de tampdo TBE 1x (pH 8,0), acrescido de 5 pL de GelRed™ Nucleic
Acid Gel Stain (Biotium, Inc., CA, EUA). Um volume de 7 puL do produto amplificado foi
misturado com tampé&o de aplicagdo (azul de bromofenol 1% e sacarose proporgéo 1:1).
Foi utilizado marcador de peso molecular de 100pb (DNA Ladder, Invitrogen™). O
sistema de corrida foi submetido a uma corrente elétrica constante de 100 Volts por 60
minutos.

No isolamento de EV em Cultura de Células foram utilizadas celulas de RD
(rabdomiossarcoma humano, CCIAL 039, linhagem pertencente & Colecdo de Cultura de
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Células do Instituto Adolfo Lutz, registrado na World Federation Culture Collection).
Primeiramente os tubos de cultura de células foram submetidos a lavagem com solucao
salina tamponada e posterior troca do meio de crescimento (Eagle + L15 + SFB 15%) para
1 mL meio de manutencdo (Eagle sem SFB + L15 + Hepes + penicil./estreptom.).
Sequencialmente foram feitas 3 passagens com as amostras clinicas em duplicata. 12
passagem: para SOF e NSF realizou-se a adsorcdo: desprezou-se 0 meio de manutencéo e
aplicando amostra clinica, deixando em estufa a 37 °C por 30 minutos. Depois foi aplicado
1mL de meio de manutencdo. As amostras foram deixadas em estufa a 37 °C por 7 dias
realizando leituras didrias em microscépio invertido para investigacao de efeito citopatico.
2% e 3? passagens: apos congelamento e descongelamento por 3 vezes, as amostras foram
submetidas a novas passagens. 0,2 mL de passagens anteriores foram colocados em novos
tubos de cultura de células em meio de manutencdo (COMPAGNOLI CARMONA et al.,
2020). Controles com meio de manutencéo: lavou-se em solugéo salina e trocou-se para
meio de manutencdo. O controle com meio de crescimento: a cultura de células com o
meio de crescimento foi colocada diretamente em estufa. Amostras foram consideradas
positivas somente se visualizado o efeito citopatico em pelo menos 1 das duplicatas
durante as 3 passagens.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Analisando os dados, o ensaio RT-gPCR manteve uma boa concordancia com os
dois outros métodos (Tabela 1, indice Kappa 0,65 e 0,61), mostrando ser mais adequado
para comparar os resultados de biologia molecular e o isolamento viral em cultura celular.
J4 a relagdo entre RT-snPCR e cultura de célula obteve concordancia regular (indice
Kappa entre 0,43) diminuindo a confiabilidade dos dados.

Tabela 1. Perfil dos dados de detecgdo de enterovirus.

Referéncia RT-qPCR | Referéncia Isolamento | Referéncia RT-snPCR

Isolamento RT-snPCR | RT-qPCR | RT-snPCR | RT-qPCR | Isolamento
Sensibilidade 88,4% 72,0% 85,1% 62,9% 92,3% 87,1%
Especificidade 76,4% 91,6% 81,2% 84,3% 70,2% 57,4%
VPP 85,1% 92,3% 88,4% 87,1% 72,0% 62,9%
VPN 81,2% 70,2% 76,4% 57,4% 91,6% 84,3%
Acurécia 83,7% 80,2% 83,7% 70,9% 80,2% 70,9%
indice Kappa 0,65 0,61 0,65 0,43 0,61 0,43

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo

Ao colocar a RT-gPCR como referéncia observou maior sensibilidade da cultura de
célula (88,4%) comparado ao RT-snPCR (72,0%). Isto sugere que 0s sorotipos isolados
(Figura 1) correlacionaram com a deteccdo em rotina de diagndstico, porém 6 amostras
ndo foram cultivaveis, sendo 5 em SOF e 1 em fezes. No trabalho de Vijayaraghavan et al.
(2012) relatou-se que durante um surto de DMPB na india o material de swab de faringe
(material respiratorio) alcancou uma das melhores taxas de deteccdo de EV em cultura de
célula, mas trabalhou-se conjuntamente com células RD e Vero. Isto se alinha a
recomendacdes sobre a utilizacdo de mais de um tipo de linhagem celular para aumentar a
sensibilidade na deteccdo de EV, porém é de pleno conhecimento que isto eleva os custos e
tempo de trabalho substancialmente.
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A maior sensibilidade do trabalho alcangado pela RT-gPCR (92,3%), sob referéncia
da RT-snPCR, sugere que a detec¢do da regido 5S’NCR pela PCR em tempo real esta de
acordo com a deteccdo da regido VP1 do ensaio de semi-nested. Porém o inverso ndo
alcancou nivel semelhante (sensibilidade 72,0% da RT-snPCR tendo a RT-qPCR como
referéncia). Isto demonstra que os ensaios em tempo real com detec¢do Tagman sdo mais
eficientes devido ao tamanho do fragmento alvo de amplificacdo ser menor (por volta de
100 pb). J& no RT-snPCR, 750 pb (1*PCR) e 360 pb (22 PCR) (OBERSTE et al., 2010).

Os casos positivos da PCR em tempo real com Cts tardios (40+4) somaram-se 9
casos e somente 1 destes ndo foi detectado no isolamento viral em cultura de célula nem
em RT-snPCR. Desta forma, os Cts tardios podem ter a relacdo com a qualidade da
extracdo de RNA ou a qualidade da amostra no momento da coleta. O Kit de extragéo
Biogene utilizado no trabalho é também empregado para extracdo do virus SARS-CoV-2
obtendo bons resultados, com Cts positivos < 40 (CAMPOS et al., 2021). Porém isto ndo
foi observado em EV no presente trabalho. Portanto, foi predefinido que Cts tardios
inseridos em contexto de surto de DMPB estariam classificados como “’detectado’’

A A
Figura 1. A. Controle de cultura de células RD (CCIAL 039) ndo infectada. B. Efeito citopético causado
pela replicacdo de EV em células RD (CCIAL 039) apoés a infecgdo. Os circulos indicam arredondamentos
das células, com espessamento da membrana plasmaética e citoplasma brilhante. Espagamento entre as células
por todo o campo da figura indicado pela barra vermelha. As setas indicam grumos de células soltas no
meio de cultura. Observagdo em microscopio dptico invertido 50X (ZEISS, AXIO VERT Al). Fonte: Projeto

CTC 60L/19 — Coordenacdo Rita de Céssia Compagnoli Carmona (Apoio FESIMA CAF n.°: 107/2020 e
FAPESP 2017/05350-0).
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Os dados apresentados se aproximam da recomendacdo de Harvala et al. (2018) na
qual a RT-gPCR ¢é indicado para rotina de diagndstico por ser rapido, simples e sensivel.
Com o mesmo pensamento, o trabalho de Kabuga e et al. (2021) também sugerem a
aplicacdo do ensaio em tempo real para diagnostico dos EV, mesmo o método de
isolamento superando-o em sensibilidade. Mas isto demonstra, assim como 0 presente
trabalho, a poderosa ferramenta de detec¢do que é o isolamento viral, sendo importante
para estudos de vigilancia, sobretudo para aumentar a carga viral em amostras positivas na
RT-gPCR para caracterizagao posterior por sequenciamento genémico. Da mesma forma, a
RT-snPCR, confere informagOes importantes para posteriores caracterizagdes moleculares.

CONCLUSOES

Os resultados indicam que a RT-gPCR e a metodologia de isolamento viral em
cultura celular obtiveram boa confiabilidade com altos niveis de sensibilidade na deteccdo
de EV para a DMPB, em detrimento de menor confiabilidade entre RT-snPCR e
isolamento em cultura celular. Desta forma sugere-se o ensaio de RT-gPCR como
referéncia para deteccdo de rotina de EVSs, enquanto que para trabalhos de vigilancia
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epidemioldgica, a cultura de célula e a RT-snPCR. Reconhecendo o isolamento em cultura
de células como poderosa ferramenta na pesquisa dos EVs.
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Resumo: A leishmaniose é uma doenca causada pelo protozoario Leishmania spp., que
provoca lesdes cutineas e viscerais em animais e humanos, despertando grande
preocupacdo epidemioldgica. Desse modo, surge a necessidade de métodos diagndsticos
complementares para auxiliar a vigilancia da doenca. O objetivo deste trabalho é avaliar a
contribuicdo da coloracdo histoquimica de Giemsa Modificado e da coloracdo imuno-
histoquimica para CD1a em amostras fixadas em formalina e incluidas em parafina, com
positividade para leishmaniose. Trata-se de um estudo de caréater retrospectivo, transversal
e descritivo, em que foram utilizadas 12 amostras de pele humana, 3 de visceras humanas
e 3 de visceras animais. Essas amostras foram submetidas a coloracdo de Giemsa
Modificado e imuno-histoquimica para CDla e comparadas com imunorreacdes para
Leishmania braziliensis e Leishmania infatum. A coloracdo por Giemsa Modificado
permitiu a identificacdo de Leishmania spp. em 2 amostras de pele humana e em 1 amostra
de baco e figado animal. A reacdo imuno-histoquimica para CD1a permitiu a identificacédo
de Leishmania spp. em todas as amostras de visceras de animais; 0 mesmo anticorpo
imunorreagiu com as células dendriticas de todas as amostras de pele humana em sitios do
tecido que continham formacgdes granulomatosas, indicativas de lesdo. Todas as amostras
de pele humana imunorreagiram com o anticorpo de Leishmania braziliensis, assim como
todas as amostras de visceras de animais e de humanos, imunorreagiram com anticorpo de
Leishmania infatum. Todos os resultados obtidos neste trabalho ressaltam a importancia do
método imuno-histoquimico no diagnostico da leishmaniose e reforcam a necessidade de
pesquisa e desenvolvimento de novos marcadores.

Palavras—chave: Corantes de Giemsa; Imuno-histoquimica; Leishmania
INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa e ndo contagiosa que afeta animais e
humanos (BRASIL, 2019) e suscita grande preocupacio epidemioldgica. E causada pelo
protozoario do género Leishmania pertencente a familia Trypanosomatidae, que parasita
células do sistema fagocitico mononuclear (BRASIL, 2017), e causa lesdes cutaneas,
mucosas e viscerais, a depender da espécie do parasita e das condi¢fes imunoldgicas do
hospedeiro (NEVES, 2005). No Novo Mundo o parasita é transmitido através da picada de
um inseto flebotomineo do género Lutzomyia (NEVES, 2005).

A transmisséo do protozoario ocorre quando a fémea do flebotomineo inocula no
hospedeiro as formas promastigotas, que sdo fagocitadas por macrofagos e se transformam
em amastigotas (BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). Contudo, o interior dos
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macrofagos é um meio hostil aos corpos fagocitados devido as substancias liberadas pelos
lisossomos e mesmo assim, as formas amastigotas de leishmania sdo capazes de subsistir
nesse ambiente e de proliferar (SILVEIRA, 2008). Desse modo, elas preenchem todo o
citoplasma do macrofago que, ao se romper, libera o protozoario que é fagocitado por
outros macréfagos, dando continuidade a infeccdo (CAMARGO; BARCINSK, 2003).

Ha espécies de leishmania que tém tropismo pela pele e mucosas e outras, por
6rgdos como baco, figado e medula 6ssea. Desse modo, a infeccéo é classificada, de forma
geral, em leishmaniose tegumentar (LT) e em leishmaniose visceral (LV), respectivamente
(GALVIS-OVALLOS et al., 2020

Isto posto, ressalta-se a necessidade de métodos diagnodsticos precisos e
complementares para a vigilancia de casos de leishmaniose, por meio da investigagao da
imunorreatividade de proteinas relacionadas ao processo infeccioso da doenca, como o
anticorpo CD1a (glicoproteina transmembrana relacionada ao complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il, expressa por células dendriticas) (GADELHA et al.,
2019), e de anticorpos especificos contra Leishmania braziliensis e Leishmania infantum,
em fragmentos de tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina (FFIP) .

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo de carater retrospectivo, transversal, descritivo, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, sob o protocolo CEPIAL:
4.487.151 e CTC: 05-M/2020.

Inicialmente, foi realizado um levantamento de casos no periodo de 2015 a 2016, a
partir de registros do Nucleo de Anatomia Patoldgica do Instituto Adolfo Lutz (NAP-IAL),
cujo critério de inclusdo foi o diagndstico de leishmaniose confirmado por exames de PCR,
pesquisa direta, sorologia e imuno-histoquimica. Assim, foram eleitos 18 casos positivos
de leishmaniose, sendo 12 casos referentes a LT e 6 casos, a LV. Todas as amostras de LT
pertenciam a humanos, enquanto 3 amostras de LV eram oriundas de humanos e 3 de
animais, no caso, de caes.

As amostras FFIP foram submetidas & microtomia em micr6tomo manual,
retirando-se cortes de 3um que foram aderidos a laminas silanizadas. De cada bloco, foram
obtidas 4 laminas, destinadas as colorac6es histoquimicas de H&E (coloracédo de rotina) e
Giemsa Modificado, e as marcacdes imuno-histoquimicas com os anticorpos CDla,
Leishmania braziliensis e Leishmania infantum.

Apdbs a microtomia, as laminas passaram por pré-tratamento de desparafinizacédo e
hidratacdo. Ap0Os esse processo, as laminas seguiram para as coloracBes histoquimicas e
imuno-histoquimicas. A coloracdo de H&E foi executada conforme o protocolo
estabelecido no Procedimento Operacional Padrdo (POP do laboratorio de imuno-
histoquimica do NAP-IAL), e a coloracdo de Giemsa Modificado foi realizada de acordo
com o protocolo preconizado por Morris e colaboradores, 2018.

A reacdo de imuno-histoquimica foi executada conforme o protocolo estabelecido
no POP do Laboratorio de imuno-histoquimica do NAP-1AL, segundo a descrigdo a seguir:
Inicialmente foi necessario o tratamento dos tecidos fixados nas laminas antes da aplicacédo
dos anticorpos, que consistiu de recuperagdo antigénica induzida pelo calor, bloqueio da
peroxidase enddgena e bloqueio de proteinas inespecificas. Apds essa etapa foram
aplicados os anticorpos primarios de CDla, Leishmania braziliensis e Leishmania
infantum (quadro 1), que ficaram incubados por, aproximadamente, 12 horas. No dia
sequinte, foram aplicados os anticorpos do sistema de deteccdo conjugados a enzima
peroxidase, conforme orientacdo do fabricante. Em seguida, as laminas foram reveladas
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com cromdgeno diaminobenzidina e contracoradas com Hematoxilina de Harris. Os cortes
histologicos foram analisados, sob orientacdo do médico patologista, para a identificacdo
de formas amastigotas e descricdo das caracteristicas teciduais da lesdo provocada por
Leishmania spp., assim como os perfis de cada tipo de coloracéo.

Quadro 1 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados

- METODO DE SISTEMA DE
ANTICORPOS FABRICANTE (CLONE) TITULO RECUPERACAO DETECCAO
(REVEAL
Cell-Marque Corporation, CA, lor Gmido: bH6 Polyvalent HRP
USA (Monoclonal - MTB1 de _ caror Umido, pr Detection System.
CDla 1:100 (&cido citrico); -
camundongo) 10mM Spring
Bioscience, CA,
USA)
(REVEAL
FIOCRUZ — RJ (Policlonal de calor tmido: bH6 Polyvalent HRP
Leishmania coelho, cepa: 1:35.000 (4cido citri,cg)' Detection System.
braziliensis MHOM/BR/1974/PP75) T ' Spring
10mM .=
Bioscience, CA,
USA)
Instituto de Medicina Tropical- Pol(ivi}gﬁf\l-lfRP
Leishmania USP (Policlonal de calor_ umido.; pH6 Detection System
infantum camundongo, cepa: 1:20.000 (&cido citrico); Spring '
MHOM/TN/1993/LV10) 10mM Lo
Bioscience, CA,
USA)

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 18 amostras selecionadas para a execucdo deste trabalho possuiam diagndstico
confirmado para leishmaniose, sendo que 12 eram de LT e 6 de LV. As amostras de LT
consistiam de pele e pertenciam a humanos; e entre as amostras de LV, todas consistiam de
visceras como baco e figado, sendo que 3 pertenciam a animais e 3 a humanos.

Neste trabalho, 3 amostras de pele e 5 amostras de visceras foram coradas por
Giemsa Modificado. Em 2 amostras de pele humana e em 1 amostra de viscera animal foi
possivel a identificacdo de amastigotas sob o aumento de 1000x.

Todas as amostras de visceras animais, apresentaram imunorreatividade para o anti-
CDla, com marcacdo das amastigotas. Por outro lado, nenhuma amostra de visceras
humanas exibiu marcacdes correspondentes a formas amastigotas de leishmania. Nao foi
observada imunorreatividade utilizando-se o anticorpo CD1a nas amostras de pele humana,
contudo, foi visualizada marcagéo de células dendriticas em areas do tecido que continham
formagdes granulomatosas.

Todas as amostras de pele humana demonstraram imunorreatividade para o
anticorpo de Leishmania braziliensis, e todas as amostras de visceras de animais e de
humanos, também demonstraram imunorreatividade para o anticorpo de Leishmania
infantum. As colorag¢des histoquimicas e imuno-histoquimicas sdo exibidas na figura 1.
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Figura 1. Coloragdes histoquimica e imuno-histoquimicas
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Giemsa Modificado - pele humana (A) e baco animal (B); Anticorpo CD1a - baco animal (C) e pele
humana (D); anticorpo Leishmania braziliensis - pele humana (E); anticorpo Leishmania infantum -
figado humano (F). Fonte: elaborado pela autora, 2021
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Sundharkrishnan e North (2017), afirmaram que a coloragdo de Giemsa Modificado
pode ser pouco util para a identificacdo de amastigotas nos tecidos, quando se tem escassez
de parasitas e um examinador pouco experiente. No presente trabalho, além de confirmar a
dificuldade em se identificar amastigotas quando essas sdo escassas na amostra, verificou-
se também que a coloracdo de Giemsa Modificado ndo apresenta contraste significativo
que permita, facilmente, a identificacdo de formas amastigotas de Leishmania spp.

Em relagdo aos resultados obtidos a partir da imunorreacdo com o anti-CDl1a,
Sundharkrishnan e North (2017) relatam em seu estudo que a maioria dos casos estudados
mostrou positividade de alta intensidade para o clone MTB1 de anti-CD1a, e tais casos
eram referentes a LT do Velho Mundo. Quanto a deteccdo de espécies de LT do Novo
Mundo, Ferrufino-Schmidt et al. (2019) relatam em seu estudo casos de LT com
amastigotas visiveis na coloracdo de H&E e PCR positiva para Leishmania spp. Dentre 0s
casos analisados, somente 25% foram positivos na coloracdo H&E e imuno-histoquimica
para CD1a e, 75% positivos somente na coloracdo de H&E. Esses resultados reforcam que
esse anticorpo pode ser espécie-dependente, ndo sendo Util para a deteccdo de leishmaniose
na América do Sul.

No entanto, segundo o que foi observado no presente estudo, a presenca de
amastigotas de Leishmania braziliensis na pele poderia ser inferida a partir da presenca de
células dendriticas em sitios do tecido referente a pele, que ndo fosse a zona de transicdo
epidérmica, uma vez que essas células foram notadas proximas a regibes de formacéo
granulomatosa, indicativas de lesdo. Sustentando esse achado, Meymand et al. (2014)
relatam que a resposta inflamatéria na infeccdo por Leishmania spp. induz as células
dendriticas a cruzarem a juncdo dermo-epidérmica, no intuito de permitir a fagocitose das
amastigotas presentes na derme. Fernandez-Flores e Rodriguez-Peralto (2016) também
descrevem a marcacdo do anti-CD1a, clone MTB1, em casos de LT. Como esperado, 0
anticorpo reagiu com as células dendriticas.

Salinas et al. (1989) analisaram a imunomarcagdo de amastigotas de Leishmanias
do Novo Mundo, e demonstraram que a identificacdo das amastigotas nos tecidos é melhor
e mais facil, devido ao destaque do formato esférico e ao contraste entre a cor acastanhada
do parasita e o fundo claro do tecido, além de permitir a identificacdo do parasita sem a
necessidade da objetiva de imersdo. Essa caracteristica da coloracdo imuno-histoquimica
oferece vantagem sobre as colora¢des histoquimicas de Giemsa Modificado e H&E,
quando se considera um observador pouco experiente.

CONCLUSOES

As avaliacdes das coloracdes realizadas no presente estudo contribuiram no
diagndstico de leishmaniose. A coloracdo de Giemsa Modificado tem a vantagem de ser de
baixo custo, porém requer experiéncia do observador, devido ao pouco contraste que a
coloragéo oferece.

Na imunorrea¢do empregando anti-CD1a, foi observada afinidade do marcador pela
especie Leishmania infantum em amostras de visceras de animais. Em relacdo a
Leishmania braziliensis, ndo foi observada marcacdo das formas amastigotas, entretanto,
foi detectada a interacdo de celulas dendriticas proximas a regides de formagéo
granulomatosa, indicativas de leséo.

Por fim, os resultados obtidos neste trabalho ressaltam a relevancia da participacéo
da imuno-histoquimica no diagnostico de leishmaniose e reforgam a necessidade de
pesquisa e desenvolvimento de novos marcadores.
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Resumo: O nematdide Angiostrongylus cantonensis é o principal agente causador da
meningite eosinofilica no mundo. Em humanos, a infeccdo ocorre pela ingestdo acidental
ou habitual de hospedeiros intermediarios ou paraténicos infectados pelo
metaestrongilideo. Entretanto, para fechar um quadro de neuroangiostrongiliase é
necessario associar os sintomas clinicos, dados epidemioldgicos, presenca de eosinofilia
e/ou eosinorraquia e encontro de larvas do parasito no LCR, PCR positiva ou exames
imunoldgicos reagentes. Contudo, cada meétodo de diagndstico apresenta limitacdes
importantes, tratando-se de uma patologia de dificil identificacdo. Assim, torna-se
fundamental a realizacdo de pesquisas que busguem métodos mais efetivos para a
execucgdo do diagndstico laboratorial da patologia. Neste contexto, este trabalho levantou a
evolucdo das técnicas de diagnostico da neuroangiostrongiliase, reunindo informacdes que
possam auxiliar na introducdo desta parasitose no rol de possiveis causas de meningite
eosinofilica no Brasil. Além disso, busca também respaldar investigacGes epidemioldgicas,
laboratoriais e proporcionar conhecimento aos profissionais da sade.

Palavras-chave: Angiostrongylus cantonensis, angiostrongiliase meningoencefélica,
diagnostico, meningite eosinofilica, neuroangiostrongiliase.

INTRODUCAO

Angiostrongylus cantonensis (Figura 1), popularmente conhecido como “verme do
pulmdo do rato”, ¢ um nematddeo heteroxeno da familia Metaestrongilidae de importancia
médica, sendo o agente etioldgico da neuroangiostrongiliase humana e a principal causa de
meningite eosinofilica no mundo (WANG et al., 2008; DE-SIMONE et al., 2022). Em seu
ciclo de vida, seres humanos entram como hospedeiros acidentais apo6s ingerirem de forma
proposital, ou acidental, hospedeiros intermediarios (caracois, lesmas e caramujos) ou
paraténicos (como crustaceos e planarias).

3
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-

Figura 1l - A. cantonensis (fémea e macho).

Fonte: AuUtores.
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Devido a fatores bioldgicos, em especial a resposta imune do hospedeiro acidental,
ocorre a morte das larvas ao chegarem ao sistema nervoso central, iniciando o quadro de
meningite ou meningoencefalite, com acentuada presenca de eosindfilos (ALICATA,
1965).

Trata-se de doenca de dificil diagnostico, pois além de seus sintomas serem
facilmente confundidos com outras etiologias, a ocorréncia de rea¢Ges cruzadas com outras
helmintiases, em testes imunologicos, representa fator limitante na conclusdo dos casos
(EAMSOBHANA e YONG, 2009).

Outro agravante é o fato de que o conhecimento a respeito da doenca e seu
diagndstico estdo pulverizados, pois as pesquisas sobre o assunto vém sendo executadas
por grupos isolados, distribuidos pelo mundo. Assim, muitos profissionais da saude tém
pouco acesso as informacBes, sendo que a maioria sequer conhece a patologia. Neste
contexto, este trabalho busca levantar dados sobre a evolucdo das técnicas de diagndstico,
reunindo informacgdes que possam auxiliar na introdugdo da neuroangiostrongiliase no rol
de hipoteses diagndsticas em casos de meningite eosinofilica; respaldar investigacGes
epidemioldgicas e pesquisas laboratoriais; e proporcionar conhecimento aos profissionais
da saude.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisdo de literatura, em nivel mundial, efetuada nas bases de dados
PubMed, Scielo, Embase, Google Académico, sites oficiais de jornais cientificos (que
disponibilizam suas edic¢des online) e bibliotecas digitais de livre acesso, independente da
data de publicacdo. Para tanto, foram utilizadas as palavras-chave em portugués e suas
tradugdes em inglés: “Angiostrongylus cantonensis”, “diagnoéstico”,
“neuroangiostrongiliase”, “meningite eosinofilica” e “angiostrongiliase
meningoencefalica”, aplicando-se os filtros “review®, “case reports”, “publication date” e

“descendingorder”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos artigos encontrados nas bases de dados acessadas, foi possivel
estabelecer a linha do tempo sobre a evolucdo do diagnostico da neuroangiostrongiliase
(Figura 2). Os artigos apresentaram de forma clara ou subentendida as limitagdes de cada
técnica, sendo estas relacionadas com sensibilidade, especificidade, custo, necessidade de
profissionais capacitados, entre outras.

ELISA e Dot-

Meédoto direto Hemaglutinagao ELISA PCR
1945 1969 1982 2003
1962 1970 1991 2016
Intradérmico Aglutinagao em Latex, Western Blotting MicroRNA

Imunodifusio,
Contraimunoeletroforese
e Imunofluorescéncia

Figura 2 - Linha do tempo do diagnéstico de neuroangiostrongiliase.

Fonter Etaborada pefos autores, 2022,
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Além disso, foi possivel entender que, embora as técnicas tenham sido aprimoradas
ao longo do tempo, os critérios para fechamento de casos ainda permanecem 0S mesmos:
sintomas clinicos compativeis com meningite ou meningoencefalite, presenca de
eosinofilia e/ou eosinorraquia, contato com hospedeiros intermediarios e resultados de
exames imunoldgicos compativeis com a doenca. Foi percebido também que, para
aprimorar o diagnostico da neuroangiostrongiliase é necessario analisar e compreender a
utilidade de cada método, conforme citado a seguir:

Método direto: este foi utilizado no primeiro caso de neuroangiostrongiliase em
1945, por Nomura e Lin, com o achado de larvas no LCR de pacientes com sintomatologia
de meningite. Depois deste, poucos casos foram diagnosticados com essa técnica, como
por exemplo, no trabalho publicado por Chen et al. (1979), que recuperaram larvas no LCR
de 25/259 pacientes e os testes de Punyagupta (1969), que encontraram larvas em 19/454
pacientes, ambos na Asia (VITTA, 2012). Apesar de ser considerado o diagndstico
definitivo, a recuperacdo de formas imaturas do parasito no LCR ou nos olhos é rara,
necessitando de embasamento em caracteristicas clinicas e resultados laboratoriais
(EAMSOBHANA, YONG, 2009).

Teste intradérmico (TID): direcionado para confirmar ou excluir a
hipersensibilidade a antigenos de extratos biol6gicos e quimicos que desencadeiam
processos de defesa na derme. Consiste na injecdo de pequenas fracdes de antigenos,
atravessando a camada superficial e avascular da pele para provocar respostas celulares e
humorais de IgE e/ou 1gG. Assim, a reacdo positiva € observada pela formacéo de eritema
e papula na regido de aplicacdo. Em relacdo a neuroangiostrongiliase, o TID foi adaptado
por Alicata e Brown (1962) para diagnosticar a infec¢cdo humana a partir da metodologia
de Egashira (1951), utilizando extratos pulverizados de vermes adultos de A. cantonensis.
Assim, o objetivo deste experimento foi encontrar um método mais eficiente do que a
pesquisa direta de larvas no LCR, devido a sua baixa sensibilidade. Entretanto, logo nos
testes iniciais ficou evidente a quantidade de reacbes cruzadas que esta técnica apresenta,
tendo reacOes positivas frequentemente desencadeadas em individuos assintométicos ou
pacientes com outras parasitoses, nao sendo indicada para o diagndstico da
neuroangiostrongiliase.

Testes de aglutinacdo: o ensaio de hemaglutinacdo € um dos métodos indiretos
mais comuns para identificar particulas antigénicas em suspenséo ao envolver o fenémeno
de agregacdo de glébulos vermelhos na presenca de particulas hemaglutinantes. Além
disso, hemacias podem ser substituidas por particulas de latex, sendo outro teste que utiliza
0 mesmo principio, com a diferenca da sensibilizagdo do latex com anticorpos especificos.
No que se refere ao diagndstico da neuroangiostrongiliase, em 1969 Kamiya e
colaboradores utilizaram a hemaglutinacéo indireta para testar a detecgdo de infecgdes por
A. cantonensis em amostras de soro de 40 ratos albinos experimentalmente infectados pelo
nematddeo, obtendo titulos de 1:32 até 1:16.384, no periodo em que 0s animais iniciaram a
eliminacdo de larvas nas fezes. Entretanto, em seres humanos, o0s testes de
hemaglutinacdo mostram que os anticorpos podem aumentar rapidamente em um més e
diminuir de seis a 12 meses ap0s a infeccdo. Posteriormente, Mishra et al. (1970)
utilizaram aglutinacdo em latex para determinar reacdes soroldgicas em roedores
experimentalmente infectados por A. cantonensis na Franca. Como resultado, os autores
detectaram as primeiras reacdes positivas a partir do quinto dia ap0s a ingestdo das larvas.
Em humanos foi utilizado por Uga et al., 1996, para excluir casos suspeitos com
toxoplasmose, porém, na literatura, ndo ha dados relatados sobre a sensibilidade e
especificidade do teste de latex para A. cantonensis.
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Imunodifusdo e contraimunoeletroforese: as técnicas foram aplicadas no
diagnostico da neuroangiostrongiliase por Mishra e Bénex em 1970 e Bouthemy et al. em
1972, utilizando extratos de vermes de A. cantonensis e soros de ratos infectados, em ciclo
experimental, para detectar os anticorpos e comprovar a reacdo imunoldgica dos animais
frente ao parasito. Porém, em seres humanos, como ocorre em outras tecnicas ja citadas,
foram constatadas reacfes cruzadas com outras helmintiases. Desta forma, a imudifuséo e
a contraimunoeletroforese foram utilizadas apenas para confirmar outros métodos
soroldgicos e/ou moleculares aplicados em um caso suspeito (BARRATT et al., 2016).

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI): tem como base a ligacdo
imunohistoquimica para detectar a reacdo antigeno-anticorpo padrdo, onde anticorpos
especificos reconhecem e se unem ao antigeno, emitindo fétons sobre luz ultravioleta.
Assim como na imunodifusdo, a imunofluorescéncia com A. cantonensis teve seu primeiro
registro no mesmo experimento de Mishra e Beénex (1970), que se basearam na
metodologia de Ambroise-Thomas (1969), para obter uma fluorescéncia verde-amarelada
das larvas, apds a utilizacdo de soros de modelo murino com infec¢do patente, em extratos
antigénicos de A. cantonensis. E importante ressaltar que a imunofluorescéncia indireta,
apesar da sua sensibilidade mais elevada do que a reacdo direta para o diagndstico de A.
cantonensis, € comumente utilizada apenas como critério de inclusdo e suspeita de caso,
devido seus resultados cruzados com outras helmintiases (DARD et al., 2020).

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) e Dot-ELISA: o método de
ELISA para o diagnostico da neuroangiostrongiliase tem seu primeiro relato datado de
1982, em Taiwan, quando foram examinados 0s soros de criancas com meningite
eosinofilica. Para tal, os pesquisadores usaram extratos brutos de A. cantonensis
preparados a partir de larvas de quarto estdgio (recuperadas de cérebros de ratos
experimentalmente infectados). Devido a baixa especificidade, em 1991, Yen e Chen
adaptaram a técnica usando extratos parcialmente purificados do parasita, porém o0s
experimentos também apresentaram reacfes cruzadas com outras parasitoses, o que levou
0s pesquisadores a buscarem alternativas em estudos com imunoblot. Assim, atualmente o
diagndstico imunolégico da patologia é realizado por testes de detec¢do de anticorpos anti-
A. cantonensis, tendo ELISA ou Dot-ELISA como métodos de triagem e Western blot
como confirmatério (COGNATO et al. 2020).

Western blotting: procedimento de imunodeteccdo de proteinas, que envolve
a transferéncia de padrdes proteicos de um gel para uma membrana microporosa. Foi
utilizado no diagnéstico da neuroangiostrongiliase com base em antigenos de 29kDa e
31kDa, de extrato bruto de vermes adultos, purificados por eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida. Esses antigenos foram reativos apenas com o soro de pacientes com
angiostrongiliase. A técnica foi aplicada em 1991 e, ainda hoje, é utilizada como
teste confirmatorio para o diagnostico da doenca. Entretanto, conforme apontado em outros
estudos, a técnica ndo apresenta 100% de precisdo, levantando a necessidade de
aprofundamento nos estudos sobre a fonte de antigenos usada no diagndstico
(EAMSOBHANA e YONG, 2009; BARRATT et al., 2016).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): trata-se de uma técnica amplamente
utilizada na pesquisa e para o diagnéstico de doencas, clonagem e sequenciamento de
genes. Dentre suas multiplas vantagens, podemos citar sua simplicidade, facil execucdo e o
fato de ser altamente sensivel e especifica. Além disso, a PCR em tempo real (JPCR) ainda
dettm a capacidade de quantificar o produto sintetizado. Na histéria da
neuroangiostrongiliase, a técnica molecular s6 foi utilizada para o diagndstico em 2003,
apos a descricdo de analises filogenéticas de metaestrongilideos por Carrero e Nadler e, em
2007, por meio de um ensaio de PCR convencional, criado pelo CDC (Centers for Disease
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Control and Prevention), amplificou um fragmento de 1134 pares de base do gene 18S de
RNA ribossomal (rRNA) (MORASSUTTI et al., 2014). Somente apos 2010 testes de
gPCR foram desenvolvidos para identificar larvas L3 em invertebrados, com a finalidade
de diagnosticos ambientais. Recentemente, diretrizes atualizadas para o diagnéstico e
tratamento da neuroangiostrongiliase indicam que seja feito o diagnostico presuntivo, a
partir de sinais e sintomas caracteristicos de meningite, presenca de eosinofilia e/ou
eusinorraquia e historico de contato com moluscos ou hospedeiros paraténicos. Além
disso, alguns paises, como o Brasil, utilizam também exames imunoldgicos para ajudar na
interpretacdo dos casos. Entretanto, a confirmagdo do quadro s6 é dada a partir de
resultados positivos da qPCR, caso haja disponibilidade, ou encontro de larvas no exame
direto. E importante salientar que a gPCR pode ser negativa no inicio da infecgéo, indica-
se a repeticdo do exame ap6s 5 a 10 dias se a suspeita de angiostrongiliase
meningoencefalica persistir (ANSDELL et al., 2021).

Sequenciamento gendémico e MicroRNA (miRNA): estudos com sequenciamento
genético vém sendo aprimorados e mais de 800 sequéncias de nucleotideos, 699
sequéncias de proteinas e 43 genes de Angiostrongylus foram depositados no GenBank.
Além disso, abordagens de sequenciamento de Ultima geragdo tém permitido uma analise
mais rapida, com a anotacdo de uma grande quantidade de genomas de organismos
variados. Assim, estratégias que permitam fechar as lacunas na identificacdo de potenciais
alvos de diagndstico estdo sendo estudadas (MORASSUTTI et al., 2013). Dentre elas, a
possibilidade de encontrar microRNAs com especificidade elevada de A. cantonensis tem
demonstrado potencial diagndstico. Porém, estudos com a utilizacdo destas técnicas para o
diagndstico da neuroagiostrongilise, embora sejam promissores, parecem estar em uma
fase silenciosa, onde ndo sdo encontrados trabalhos mais recentes, mostrando que ainda
estd longe de se ter testes disponiveis desta natureza para uso em laboratérios clinicos
(BARRATT et al., 2016).

CONCLUSOES

De acordo com os dados levantados, foi possivel compreender que a evolucdo do
diagnostico laboratorial da neuroangiostrongiliase tem sido marcado pela tentativa de
melhoria da especificidade dos testes, sendo que o0s testes mais especificos (pesquisa de
larva no LCR e gPCR) possuem sensibilidades associadas a elevada carga parasitaria e fase
aguda da doenca. Outras técnicas moleculares parecem ser promissoras, mas ainda nao
existe previsao de sua aplicabilidade em diagnostico.

Diante do exposto, este estudo sugere que € possivel conciliar as vantagens e
desvantagens dos testes ja desenvolvidos para a elaboracdo de um fluxo diagnostico de
forma a integrar resultados laboratoriais, opiniGes de médicos e cientistas, além das acoes
das vigilancias epidemioldgica e sanitaria para o correto fechamento de casos.
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