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RESUMO

Os arbovirus tém sido motivo de grande preocupacdo para a saude humana a
nivel mundial. No Brasil, as arboviroses de maior incidéncia, sdo Dengue
(DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV), as quais apresentam
sintomatologia semelhantes, assim como ocorre também na febre Mayaro
(MAYV), sendo desta forma, imprescindivel a realizacdo de diagndstico
diferencial para a confirmagédo destas infec¢gées. O presente estudo tem como
objetivo, realizar avaliacdo soroldgica e molecular de pacientes com suspeita de
arboviroses, atendidos em uma unidade publica de saude do municipio de
Goiania, Goias. Foram, entdo, coletadas 459 amostras no periodo compreendido
entre o dia 30 de marco de 2017 e 20 de junho de 2018. Para avaliacao
sorologica, foram utilizados kits comerciais de diagndéstico rapido Bahiafarma®
para deteccdo dos anticorpos IgM e IgG para ZIKV, DENV e CHIKV. A avaliacéo
molecular foi realizada por meio da técnica de RT-qPCR e PCR convencional,
para deteccdo do genoma viral. Posteriormente, 11 amostras foram selecionadas
e submetidas a técnica de isolamento viral em cultivo de celular. Como
resultados soroldgicos, foram obtidas amostras IgM reagentes, sendo 0,7% para
ZIKV e 8,5% para DENV, porém nenhuma para CHIKV. Com relacdo a avaliacao
molecular foi obtido um percentual de 12,6% amostras positivas para ZIKV;
28,3% positivas para DENV; 2,2% positivas para CHIKV e 17% positivas para
MAYV. Foram obtidas, respectivamente, sensibilidade e especificidade de 5% e
84% para Bahiafarma® anti-DENV IgM; especificidade de 99% ara Bahiafarma®
anti-ZIKV IgM, e especificidade de 42% para Bahiafarma® anti-CHIKV IgM. O
isolamento viral em cultivo celular ndo apresentou efeito citopéatico evidente, no
entanto, as 11 amostras foram positivas para ZIKV e duas amostras foram
positivas para MAYV, ap6s RT-PCR realizada a partir do sobrenadante celular.
Embora as arboviroses cursem de maneira benigna na maioria das vezes, casos
graves podem ocorrer com sequelas irreversiveis. Desta forma, € fundamental
que a confirmacdo de infeccdo por arbovirus seja realizada por métodos

diagnésticos laboratoriais sensiveis.

Palavras-chave: Arboviroses; Teste Rapido; Diagnodstico Molecular; Isolamento
Viral; Células Vero.



ABSTRACT

The arboviruses has been a great concern to human health in the worldwide. In
Brazil the most prevalents arboviruses are Dengue (DENV), Zika (ZIKV) and
Chikungunya (CHIKV), which presents similar sintomatology, as well as Mayaro fever
(MAYV), therefore, it is essential to perform laboratorial diagnosis to confirm these
infections. The present study aims to perform serological and molecular evaluation of
patients with suspected arboviruses dengue-like, assisted at a public health unity in
the city of Goiania, Goias. A total of 459 samples were collected from March, 30™,
2017 to June, 20", 2018. For the serological evaluation, commercial Bahiafarma®
rapid diagnosis kits were used to detect IgM and IgG antibodies for ZIKV, DENV and
CHIKV. The molecular evaluation was performed by RT-gPCR and conventional
PCR technique, to detect the viral genome. Subsenquently, 11 samples were select
and submitted to the viral isolation in cell culture. As a serological results, samples
IgM reagents were obtained, 0.7% for ZIKV and 8.5% for DENV, however no one for
CHIKV. Regarding the molecular evaluation it was obtained a percentage of 12.6%
positive samples for ZIKV; 28.3% positive samples for DENV; 2.2% positive samples
for CHIKV and 17% positive for MAYV. Were obtained, respectively, sensitivity and
specificity of 5% and 84% for Bahiafarma® anti-DENV IgM; specificity of 99% for
Bahiafarma® anti-ZIKV IgM, and specificity of 42% for for Bahiafarma® anti-CHIKV
IgM. Viral isolation in cell culture had no evident cytopathic effect, however, the 11
samples were positive for ZIKV and two samples were positive for MAYV after RT-
PCR performed from the cell supernatant. Although arboviruses are benign in most
cases, severe cases may occur with irreversible sequelae. Thus, it is essential that
confirmation of arbovirus infection be performed by sensitive laboratory diagnostic

methods.

Keywords: Arboviruses; Rapid Test; Molecular Diagnosis; Viral Isolation; Vero Cells.



1. INTRODUCAO

Os arbovirus (do inglés Arthropode Borne Virus) compdem um conjunto de
virus, 0os quais sdo transmitidos através de artropodes como mosquitos
hematofogos em especial pertencentes ao género Aedes. A maioria dos
arbovirus pertence aos géneros Alphavirus (familia Togaviridae) e Flavivirus
(familia Flaviviridae) e tém sido motivo de grande preocupacdo para a saude
humana a nivel mundial (1).

Esse grupo de virus, cujo genoma € constituido por RNA apresentam grande
plasticidade genética e elevada frequéncia de mutacdes, 0 que 0s permite
adaptar-se a hospedeiros vertebrados e invertebrados. A transmissdo e
amplificacdo dos arbovirus séo favorecidas pelas rapidas mudancas climaticas,
desmatamento, migracao populacional, ocupacédo desordenada de areas urbanas
e precariedade das condi¢cdes sanitarias, o que tem tornado as aborviroses
importantes ameacas em regides tropicais (2,3).

No Brasil, tendo em vista o atual contexto epidemioldgico, os arbovirus de
maior circulagdo sdo DENV, ZIKV e CHIKV. As manifesta¢cdes clinicas
decorrentes das infec¢des por estes virus apresentam similaridades, desta forma,
a cocirculacdo destes agentes no pais faz com que o manejo clinico torne-se
dificil. Além disso, a interacdo entre arboviroses pode resultar em viremias mais
intensas e servir como gatilho para o desenvolvimento de doencas autoimunes
como a sindrome de Guillain-Barré (4-7).

Alguns fatores como o potencial de disperséo, a capacidade de adaptacéo a
novos ambientes e hospedeiros, a possibilidade de causar epidemias extensas e
a ocorréncia de um grande numero de casos graves com acometimento
neurolégico, articular e hemorragico contribuem para que as arboviroses sejam
um crescente problema de saulde publica no mundo. Assim, o enfrentamento de
arboviroses exige politicas e intervencdes que envolvam ndo somente a area da

saude, como também outros setores sociais (8).



1.1 Alphavirus

Os Alphavirus possuem capsideo icosaédrico com aproximadamente 70 nm
de didmetro e material genético constituido por RNA fita simples de polaridade
positiva, com a extremidade 5 capeada e extremidade 3’ poliadenilada e
comprimento estimado entre 10 e 12 kb (9). O genoma destes virus expressa oito
genes que codificam quatro proteinas estruturais, C, E3, E2, 6k e E1, e quatro
proteinas ndo estruturais, NSP1, NSP2, NSP3 e NSP4 (Figura 1) (10).
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Sintese da fita Helicaze, Sintese RMNA polimerase £3 T
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capeamento do Capsideo do envelope
RMA

Figura 1. Organizacdo do genoma dos Alphavirus listando abaixo as principais

funcdes proteicas. Adaptado de: Weaver et al, 2012.

Diversas manifestacdes clinicas que variam desde febres a doencas
neuroldégicas podem ser causadas por Alphavirus. De acordo com a distribuicéo
geografica os Alphavirus do Velho Mundo sao representados principalmente por
CHIKV, SFV (virus da Floresta Semliki), ONNV (O’nyoung Nyoung virus), SINV
(Sindbis virus), MAYV (Mayaro virus) e RRV (virus do Rio Ross), os quais
causam frequentemente febre e dores como artralgia e poliartralgia. Os
principais representantes dos Alphavirus do Novo Mundo sdo VEEV (Virus da
Encefalite Venezuelana), EEV (virus da Encefalite Equina Oriental) e WEEV
(virus da Encefalite Equina Ocidental) os quais causam geralmente encefalites
(11,12).

Alteracdes ocorridas em um genoma viral podem alterar a sequéncia
polipeptidica de proteinas e, em muitos casos, produzir virus defeituosos
incapazes de se replicar. No entanto, um virus que desenvolve uma melhor
infectividade pode, eventualmente, surgir na natureza. Além disso, a replicacao
de virus de RNA so0 é possivel em faixas limitrofes instaveis de erros e algumas

mutacdes mantém o conteudo informativo das espécies, bem como a capacidade



de escapar da resposta imune do hospedeiro. Um exemplo importante de virus
mutante é o CHIKV, o qual é capaz de produzir pandemias (13).

1.1.1 Chikungunya Virus

O CHIKV € um arbovirus zoonético que foi isolado pela primeira vez em
primatas africanos no ano 1952 e, de maneira semelhante ao DENV, é
transmitido aos seres humanos em ciclos urbanos pelos mosquitos Aedes
aegypti e Aedes albopictus (14,15).

O genoma do CHIKV esta empacotado em virions semelhantes aos de outros
Alphavirus, possuindo uma curta regido nao traduzida na extremidade 5’ (UTR-
Untranslated Region) e uma longa regidao na extremidade 3’ com repeti¢cdes
diretas, as quais acredita-se, estarem associadas a adaptacao do virus ao vetor.
Os receptores celulares do CHIKV ainda permanecem desconhecidos e a sua
internalizacdo ocorre por meio de endocitose mediada por clatrina, no entanto ha
evidéncia de que mdultiplos mecanismos de entrada podem ser utilizados pelo
virus (16,17).

A inoculacdo do CHIKV no organismo do hospedeiro ocorre via subcutanea e
por meio do sistema linfatico o virus alcanca diversos 6rgaos. O virus replica-se
na pele, espalha-se para o figado, baco e rins, os quais sdo considerados 0s
sitios priméarios de replicacdo. As particulas virais podem alcancar oS 0Ssos,
musculos e articulagdes aumentando, assim, a severidade da doenca (18,19).

A fase aguda é considerada como sendo as trés primeiras semanas da
doenca, sendo assim, os primeiros 21 dias de manifestacbes clinicas. Ap6s o
periodo de incubacdo, os individuos infectados apresentam febre alta, e mialgia
intensa, sendo que algumas vezes pode ocorrer dor de cabeca e fotofobia. Uma
caracteristica da infeccdo por CHIKV é a poliartralgia, a qual € resultante de
poliartrites e & geralmente bastante intensa. A poliartralgia frequentemente afeta
simétrica e bilateralmente articulacbes de membros. Alguns exemplos de
manifestacbes clinicas em pacientes com infeccdo por CHIKV podem ser

observados na figura 2 (20).



Figura 2: Achados clinicos de pacientes em diferentes fases da doenca. A:
edema de membros inferiores. B: inflamacédo intensa no tenddo de Aquiles. C:
severas manifestacdes cutaneas na fase poés-aguda. D: 0 mesmo paciente
referido em C com o desaparecimento das lesdes. E: Restricdo de movimentos
nos membros superiores. F: Alopécia em paciente na fase crbnica. Fonte:
CUNHA & TRINTA, 2017.

1.1.2 Mayaro Virus

O MAYYV foi isolado pela primeira vez de soro de pacientes com quadro de
febre em Trinidad no ano 1954 (21). Este virus é classificado em trés genotipos,
0s quais sdo D, L e N; o primeiro inclui cepas do Peru, Bolivia, Venezuela,
Trinidad e Tobago e Guiana Francesa; o segundo originou-se no Haiti e Brasil;
por fim, o terceiro foi isolado em 2010 no Peru (22,23).

O genoma do MAYYV ¢ estruturado conforme o genoma dos alphavirus, como
pode ser observado na figura 3, onde a fase aberta de leitura (ORF-open reading
frame) da extremidade 5’ codifica as proteinas nao estruturais, enquanto a ORF

da extremidade 3’ codifica as proteinas estruturais (figura 3) (24,25).
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Figura 3: diagrama esquematico do genoma e das proteinas do MAYV, onde o
RNA é mostrado em linha e as proteinas em caixas. Adaptado de: ACOSTA-
AMAPUDIA et al, 2018.

No Brasil, um estudo realizado na regido do Rio Negro em comunidades
indigenas, demonstrou que um percentual de 41,5% dos individuos testados
apresentaram anticorpos contra MAYV, o0 que traz evidéncias de que esta
infeccdo € comum nesta regido. A migracdo do MAYV para outras regides do
Brasil tem sido reportada, sendo que no ano 2000 trés pacientes com a febre
Mayaro, provavelmente adquirida na cidade de Camapud, localizada no Centro-
Oeste do pais, viajaram ao estado de S&o Paulo, onde tiveram o diagnéstico da
doenca (26,27).

O MAYYV causa uma doenca incapacitante aguda que pode ser seguida por
artralgia de longa duracdo em mais de 50% dos casos. Assim como ocorre na
infeccdo por CHIKV, as dores nas articulagbes podem persistir por meses e 0
MAYV pode produzir severas complicagbes como febre intermitente,

complicagBes neuroldgicas, miocardite e, em alguns casos, a morte (28,29).



1.2 Flavivirus

O genoma de todos os virus do género Flavivirus é constituido por uma fita
simples de RNA de polaridade positiva, com aproximadamente 11 kb, o qual
possui uma extremidade 5’ UTR, uma longa ORF e uma extremidade 3’ UTR. As
extremidades 5 e 3 UTRs possuem aproximadamente 100 e 400-700
nucletideos, as quais sao essenciais para 0 processo replicacéo viral (30).

Uma longa poliproteina é codificada pela ORF e processada por proteases
virais e da célula hospedeira para produzir trés proteinas estruturais,
denominadas como capsideo (C), premembrana/membrana (prM/M) e envelope
(E) e sete proteinas néo estruturais (NS) na seguinte ordem génica: 5-C—prM(M)—
E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-2K—-NS4B-NS5-3’ (30).

1.2.1 Zika Virus

O ZIKV foi descoberto no ano de 1947 na floresta Zika, o que levou a esta
denominacédo do virus, localizada na peninsula Entebbe, capital da Republica de
Uganda, continente africano, quando pesquisadores realizavam um estu
relacionado a febre amarela em macacos Rhesus (31).

O genoma do ZIKV é constituido sob a estrutura do genoma caracteristico de
um flavivirus e estudos filogenéticos demonstram duas linhagens para este virus,
sendo elas designadas como Africana e Asiatica. Muitas das proteinas do ZIKV
possuem func¢des conservadas comparadas as proteinas ortélogas em outros
virus do mesmo género. No entanto, divergéncias em sequéncias podem auxiliar
no entendimento das propriedades que envolvem a viruléncia do ZIKV. Por
exemplo, tem sido demonstrada uma interacdo entre proteinas do hospedeiro e a
proteina NS2A do ZIKV, mas o mesmo nao foi observado com a NS2A de DENV.
Esta interacdo permite a formacdo de complexos de aderéncia e promove a sua
degradacédo lisossomal e autofagica, o que resulta em desordens na proliferacéo
e na diferenciagé@o de células da glia, bem como de neurénios (32,33).

As evidéncias de infecgdo por ZIKV em seres humanos foram reportadas até
0 ano 1981 em paises do continente africano, como Uganda, Tanzania, Egito e
Serra Leoa, bem como em partes da Asia incluindo india, Malasia, Filipinas,

Tailandia e Indonésia (34). Em 2007 um surto na llha de Yap, um dos Estados



Federados da Micronésia, mostrou que a infeccdo por este virus pbéde ter sido
detectada em regides fora dos continentes africano e asiatico (5).

Estudos demonstraram associacdo entre o ZIKV e doencas neurologicas
como meningoencefalite, mielite e GBS (35-37). Além disso, uma potencial
ligacdo entre a infecc@o por ZIKV em gestantes e uma sindrome congénita foi
identificada em outubro de 2015 no Brasil, quando um aumento no namero de
casos de microcefalia foi observado por neurologistas do estado de Pernambuco.
Em novembro de 2015 o Ministério da Saude declarou os surtos de microcefalia

como uma emergéncia de saude nacional (38,39).

1.2.2 Dengue Virus

Em 1940 pesquisadores do Japdo e dos Estados Unidos isolaram e
inocularam o DENV em animais de laboratorio, posteriormente associando esta
inoculacdo experimental a sintomas humanos. Apés uma década foi realizado o
reconhecimento do DENV como causador da febre hemorragica dengue, durante
surtos ocorridos na Tailandia e Filipinas (40,41).

Como os demais flavivirus, o genoma do DENV compreende uma fita de
simples de RNA de polaridade positiva que codifica trés proteinas estruturais e
sete ndo estruturais. Sdo identificados quatro sorotipos de DENV com base na
antigenicidade e circulacdo continental, os quais sdo designados DENV 1-4.
Analises do genoma total do virus demonstraram significativa diversidade em
cada sorotipo, apesar de haver entre eles uma divergéncia nucleotidica menor
que 7%. A infec¢do por um sorotipo confere imunidade a este sorotipo especifico
e imunidade parcial de curta duracdo para os demais sorotipos (42,43).

Durante a fase critica, manifestacdes hemorragicas sdo bastante frequentes.
De forma rara, sangramentos significativos podem ocorrer em criancgas,
geralmente em associacdo com um profundo e prolongado choque. Entretanto,
sangramentos importantes podem ocorrer na pele, mucosas (gastrointestinal ou
vaginal) ou ambos em adultos (Figura 5). Outras manifestacbes severas como
insuficiéncia hepatica, miocardite e encefalopatia, algumas vezes podem ocorrer

de forma rara sem associa¢gdo com o vazamento de plasma (44,45).



Figura 4. Hematoma em um paciente com dengue severa. Adaptado de:

Simmons et al, 2012.

1.3 Consideracdes sobre os Vetores

As espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus estdo distribuidas
mundialmente em regides de clima tropical e temperado. A habilidade de se
reproduzirem em criadouros artificiais facilitou a distribuicdo passiva destas
espécies ao longo das décadas através das principais rotas de transporte. Estes
mosquitos coexistem em criadouros artificiais em assentamentos urbanos,
suburbanos e rurais das regifes tropicais e subtropicais (46—48).

O conhecimento sobre os aspectos ecologicos e comportamentais dos
mosquitos sao a base para o entendimento da dinamica de transmisséo de
patégenos transmitidos por vetores e para a implantacdo de programas eficazes
de controle de vetores. Assim, o conhecimento sobre a ecologia, a transmissao
de doencas e controle de Aedes albopictus e Aedes aegypti tem crescido
mundialmente nas uUltimas décadas (49).

O impacto das arboviroses na saude humana é de ambito global e tornou-se
uma grande preocupacao devido & expansdo geogréfica de muitas espécies de
mosquitos. Além disso, muitas arboviroses ocorrem durante epidemias
imprevisiveis, o que aumenta a dificuldade no controle destas doencas. E de
significativa importancia, a busca por novos alvos para combater as arboviroses

e nos ultimos anos, este combate tem sido direcionado para estratégias



baseadas em vetores, ao contrario de estratégias baseadas no hospedeiro ou
nos virus (50).

1.4 Diagnostico Clinico

O quadro clinico comum ocorrido durante a fase febril aguda das arboviroses
associado ao elevado numero de casos tem contribuido para um diagndstico
clinico confuso e para a falta de um diagnostico diferencial adequado durante
epidemias. Desta forma, algumas arboviroses circulam de maneira silenciosa,
confundidas com as espécies mais frequentes como DENV, ZIKV e
CHIKV (8,51,52).

1.5 Diagnostico Sorologico

1.5.1 Teste Imunocromatografico

O teste imunocromatografico tem como base o0 uso de nanoparticulas que sao
ligadas a proteina ou anticorpo de interesse, dependendo do tipo de teste. A
imunocromatografia de fluxo lateral utiliza membranas porososas que permitem o
fluxo lateral da amostra de uma zona de aplicacdo a uma zona de reacéo.
Microesferas de ouro, ou lipossomos com corante de selénio, com anticorpos
monoclonais em sua superficie sdo colocados na zona de aplicacdo. Na zona de
reacao podemos encontrar os anticorpos de captura e controle (53-55).

Para a realizacdo do teste imunocromatografico de fluxo lateral podem ser
utilizados fluidos biolégicos como soro, sangue total, plasma, saliva, urina e suor.
Apos a aplicacdo, a amostra flui através dos reagentes incorporados, onde
reacoes quimicas ocorrem. O produto destas reacfes continua a fluir através da
membrana até chegar aos reagentes de captura, os quais sdo imobilizados na
membrana como uma faixa. Normalmente s&o geradas duas faixas nha

membrana, onde uma é a faixa teste para deteccdo da amostra, de acordo com
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os limites de deteccédo, e a outra é a faixa controle para confirmag¢do do sucesso
da técnica (56-58). O diagrama esquematico do teste imunocromatogréfico de

fluxo lateral pode ser observado na figura 6.

-
PR Fita do teste

o

Figura 5. Diagrama esqueméatico de um teste imunocromatografico de fluxo
lateral (kit). Adaptado de: KIM & PARK, 2004.

A técnica de imunocromatografia de fluxo lateral € comumente utilizada tanto
na deteccdo do antigeno NS1 de DENV, quanto na deteccdo dos anticorpos
IgM/IgG anti-NS1 através de soro ou plasma. Este teste é sugerido por ser
rapido, de facil realizacdo, sensivel e especifico para o diagnéstico precoce da
infeccdo por dengue apoés o pico de febre. A leitura do resultado deve ser
realizada em até 15 minutos, entretanto, uma releitura do teste ap0s este prazo
deve ser realizada em caso de resultados inconclusivos ou negativos. Resultados
falso-positivos podem ser gerados caso estenda-se um tempo total de 45-60
minutos para a leitura do resultado (59,60).
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1.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Técnicas moleculares como a reacdo da transcriptase reversa seguida da
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), a qual permite a identificacdo do
material genético de arbovirus a partir da amplificacdo de alvos virais especificos
sdo mais especificas e mais eficazes do que as técnicas sorologicas (59).

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) é um avanco significativo na
técnica de PCR, pois permite a mensuracdo do produto simultaneamente a
sintese de DNA, e elimina a necessidade de processamentos pés-amplificacao,
como por exemplo, a eletroforese em gel de agarose, necesséarios para a
deteccdo do amplicon. O monitoramento em tempo real da amplificacdo do alvo
de DNA pode ser realizado através do uso de corantes fluorescentes
intercalantes de DNA como o SYBR Green |, o qual se liga de forma né&o
especifica ao amplicon gerado durante a reacdo (61), ou através do uso de
sondas de DNA marcadas com fluorescéncia, como o sistema TagMan (Applied
Biosystems) que ligam-se de maneira especifica ao alvo de amplificacdo (62).

Diante da semelhanca dos sintomas apresentados pelos pacientes durante
infeccdes por arbovirus, torna-se imprescindivel a realizacdo de diagndstico
diferencial. Uma das técnicas laboratoriais fortemente utilizadas nas unidades de
saude para o diagnostico de arboviroses sdo os testes rapidos realizados através
da imunocromatografia de fluxo lateral.

No entanto, o desempenho destes testes deve ser validado por meio de
técnicas de referéncia como a RT-PCR, a qual € uma técnica bem estabelecida
por ser sensivel e confiavel. Além disso, o isolamento viral em cultivo celular é
considerado padrdo-ouro no diagndéstico de infec¢des virais (63), desta forma, a
avaliacdo soroldgica aliada a avaliacao molecular e ao isolamento
viral permite um diagndstico diferencial dos casos suspeitos de infeccao por
arbovirus, além de fornecer dados que podem auxiliar na epidemiologia destas

doencas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Realizar avaliagdo soroldgica e molecular de pacientes com suspeita de
arboviroses, atendidos no Centro de Assisténcia Integrado a Saude Jardim Novo
Mundo (CAIS Jardim Novo Mundo).

2.2  Objetivos Especificos

Avaliar o percentual de pacientes reagentes e nao reagentes para as
arboviroses, através da utilizacdo do kit de teste rapido Bahiafarma®.

Avaliar a eficiéncia do teste rdpido em questao;

Avaliar a presenga de coinfeccdo entre as arboviroses nos pacientes
sintométicos;

Isolar o ZIKV em cultivo de células vero e realizar a confirmacédo deste

isolamento através de avaliagdo molecular por RT-PCR.
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3. METODOLOGIA

3.1 Populacao de Estudo e Coleta de Amostras

O presente trabalho constitui um estudo experimental transversal, para o qual
foram coletadas 459 amostras de sangue de pacientes com quadro sintomético
sugestivo de infeccdo por arbovirus como DENV, ZIKV, CHIKV e MAYV,
atendidos no Centro de Assisténcia Integrado a Saude Jardim Novo Mundo
(CAIS Jardim Novo Mundo), o qual fica localizado no enderecgo: Avenida Nova
Yorque s/n- Jardim Novo Mundo- CEP 74713-440, regido administrativa Leste da
cidade de Goiania, Goias. O CAIS Jardim Novo Mundo realiza atendimentos
ambulatoriais, bem como atendimentos de urgéncia e emergéncia, através do
Sistema Unico de Saude.

As coletas ocorreram no periodo compreendido entre o dia 30 de margo de
2017 e 20 de junho de 2018. As amostras foram obtidas de sangue total,
coletado em tubo ativador de coagulo e gel separador para realizacédo dos testes
rapidos e extracdo de RNA para realizagdo dos testes moleculares. Todos 0s
participantes do estudo tiveram que assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). O numero do Certificado de Apresentacéo para Apreciacdo
Etica (CAAE) do presente estudo é 66469917.1.0000.5078.

3.2 Critérios de Elegibilidade

3.2.1 Critérios de Inclusao

Foram recrutados individuos com idade 218 anos atendidos em uma unidade
de pronto atendimento do municipio de Goiania, apresentando o0s seguintes
sinais e sintomas: temperatura axilar >37,5°C e/ou exantema e dois ou mais dos
seguintes sinais/sintomas no momento do atendimento: cefaleia, artralgia,

mialgia.
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3.2.2 Critérios de Excluséao

Foram excluidos os individuos que no momento da triagem realizada durante
atendimento na unidade de saude CAIS Jardim, apresentaram resultados
laboratoriais reagentes para qualquer das arboviroses do estudo, podendo ser
exames Imunonoenziméticos, Imunocromatogréficos, PCR ou NS1, por estarem

em um periodo superior a sete dias de sintomas.
3.3 Fluxograma do Estudo

Para melhor compreenséo das etapas envolvidas no estudo, foi desenvolvido

o fluxograma de trabalho, o qual compde a Figura 6.
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Figura 6. Fluxograma de trabalho
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3.4 Processamento das Amostras

Apoés a coleta, as amostras de sangue total foram transportadas em caixa
térmica contendo gelo artificial reutilizavel, para o Laboratério de Genética
Molecular e Citogenética (LGMC), localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas |
da Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia-Goiania, Goias, aonde
foram devidamente processadas e manipuladas.

O processamento das amostras para obtencédo do soro foi realizado através
de centrifugacdo a 3.000 rotagbes por minuto durante 10 minutos.
Posteriormente, foram realizadas aliquotas dos soros em criotubos de volume
igual a 1,5 mL livres de RNAse e DNAse, os quais foram armazenados em

freezer -80°C.

3.5 Triagem Sorolégica por Teste Rapido

Foram utilizados os kits comerciais de diagndstico rapido Bahiafarma®, os
quais estavam em uso nas unidades publicas de saude do municipio de Goiania,
para realizacdo da triagem sorologica das arbovirses, sendo estes os Kkits
Bahiafarma® anti-ZIKV IgM/IgG (Lote: 1612TRKO004AA), Bahiafarma® anti-DENV
IgM/IgG  (Lote: 1704TRZKO042C) e Bahiafarma® anti-CHIKV IgM (Lote:
1708TRCMO15E), devidamente registrados na ANVISA (N° 81285200001; N°
81285200005 e N° 81285200002, respectivamente). Os testes, bem como a
leitura dos resultados foram realizados de acordo com as instrugcdes do
fabricante.

Entretanto, em funcao da interdicao realizada pela ANVISA, em fevereiro de
2019, em parte da producao do laboratério Bahiafarma®, néo foi possivel realizar
a triagem soroldgica em todas as amostras do presente estudo, uma vez que a
utilizacdo dos kits de diagnéstico rapido Bahiafarma® para deteccdo de ZIKV,

DENV e CHIKV nas unidades de satde foi descontinuada.
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3.6 Extracdo de RNA

Todas as amostras foram submetidas a extracdo de RNA através da
utilizacdo do kit BioGene® Extracdo de DNA/RNA Viral K204 (produzido por
Bioclin - Quibasa Quimica Basica LTDA; Registro ANVISA: 10269360296),
seguindo-se o protocolo fornecido pelo fabricante para realizacdo da técnica.
Nessa etapa foram adicionados 4 pL do reagente referente ao kit de RT-gPCR
(plasmideo) para atuar como um controle interno de extracdo, bem como de

amplificagéo na etapa subsequente.

3.7 RT-qPCR

Para deteccdo dos virus ZIKV, DENV e CHIKV foram utilizados,
respectivamente, os kits comerciais BioGene® Zika PCR K203 (Registro
ANVISA: 10269360300), BioGene® Dengue PCR K201 e BioGene® (Registro
ANVISA: 10269360302), Chikungunya PCR K202 (Registro ANVISA:
1026936030), produzidos por Bioclin- Quibasa Quimica Basica LTDA.

As reacdes foram realizadas seguindo-se as instru¢des do fabricante, como
protocolo de ciclagem e preparo dos reagentes, sendo utilizado o aparelho
Termociclador StepOnePlus™ Real Time da Applied Biosystems. O padrdo de
qualidade das reacOGes foi realizado através do controle interno, adicionado
durante a etapa de extracdo de RNA, assim as amostras nas quais a amplitude
de ciclos do controle endbgeno foi observada entre o Ct 25 e o Ct 31, tiveram
seus resultados validados, conforme as recomendacdes de analise fornecidas

pelo fabricante.
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3.8 RT-PCR Para Deteccao de MAYV

3.8.1 Primeira Etapa

Para a deteccdo molecular de MAYV, primeiramente, foi realizada a sintese
do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA extraido, através da Reacdo da
Transcriptase Reversa, utilizando o kit M-ML Reverse Transcriptase (SIGMA-
ALDRICH, Saint Louis). Em micro tubo de volume 0,5 mL foi preparado o mix
inicial da reagéo para cada amostra, com 1 pL de RNA, 1 pL (10 mM) de dNTP, 1
puL de primer randémico e 7 pyL de agua livre de RNAse e DNAse, sendo
incubado por 10 minutos a 70°C.

Apos o periodo de incubacédo, foi preparado o segundo mix com 2 pL de
buffer 10x (500 mM Tris-HCI, pH 8,3 com 500 mM KCI, 30 mM de MgCl, e 50 mM
DTT), 1 uL de enzima M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/ uL ) e 7 pL de agua
livre de RNAse e DNAse, o qual foi adicionado aos micro tubos contendo o mix
inicial. Os micro tubos foram, entdo, submetidos a incubacdo a 37°C por 50
minutos para acao da enzima transcriptase reversa e posteriormente a incubacéo

a 85°C por 10 minutos para desnaturacao da enzima.

3.8.2 Segunda Etapa

Apbs a sintese de cDNA foi realizada PCR convencional para amplificacéo da
regido Nspl do virus MAYV. Para o desenho dos primers foi utilizado um
alinhamento a partir de 34 sequenciamentos do genoma completo de cepas de
MAYV, disponiveis no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), através do qual, foram
identificadas regibes gendmicas nao repetitivas e com alto grau de conservacéo
evolutiva. O alinhamento de todas as sequéncias obtidas a partir do NCBI
(National Center of Biotechnology Information) foi realizado através do software
BioEdit (versdo 7.0.5.2), no qual foram determinadas as sequéncias consenso
(sequéncia Foward primer: GACGACCTGCAGTCAGTGAT; e sequéncia Reverse
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primer: GTCTTAAAGGCCCACAGGCA). Através da plataforma Primer3/BLAST
disponivel no NCBI, foram determinados amplicons de 925 pb, a partir das
sequéncias foward primer e reverse primer, as quais apresentaram 100% de
concordancia com as sequéncias de MAYV.

A reagdo em questdo foi realizada utlizando-se o kit Invitrogen (Life
Technologies™) a partir do qual, em um micro tubo de volume 0,5 mL, o mix foi
preparado com 2,5 pL de PCR Buffer 10x (200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM
KCI), 1 uL de MgCI2 (50 mM), 0,5 pL de dNTP (10 mM), 5 uL de primer (2,5 uM),
0,5 pL de Platinum Taq DNA Polimerase (5U/uL) e 14,5 yL de agua livre de
RNase e DNase. Para um volume total de 25 puL de reacéo, foi adicionado ao mix

1 pL de cDNA. O protocolo de termociclagem esta apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Protocolo de Termociclagem para RT-PCR de MAYV

Etapas Temperatura °C Tempo Ciclos
Desnaturacéo Inicial 95°C 2 minutos 1
Desnaturacéo 95°C 30 segundos
Anelamento 60°C 1 minuto 35
Extensao 72°C 2 minutos
Extensao Final 72°C 7 minutos 1

A andlise dos fragmentos amplificados foi realizada através de eletroforese
em gel de agarose a 1,5% contendo 4 uL de brometo de etidio em TBE 1x, no
qual foram adicionados 10 pL do produto de RT-PCR de MAYV preparados,
previamente, com 3 uL de tampdao de corrida. Para separacéo destes fragmentos
foi aplicado um campo elétrico constante de 90 V por 40 minutos, sendo utilizado
o aparelho transiluminador Ultra Lum (Omega) para visualizagdo dos mesmos.



19

3.9 Isolamento Viral em Cultivo Celular

3.9.1 Infeccao VIRAL

Foram selecionadas amostras positivas para ZIKV para realizagdo do
isolamento viral em cultivo celular, devido a infeccdo por este virus ter sido
considerada uma doenca emergente e endémica, em funcdo do aumento
crescente de casos notificados em diversos paises e territdrios. Apesar da
infecgdo por ZIKV cursar muitas vezes de maneira benigna, no Brasil, o maior
problema concernente a infeccdo pelo ZIKV € o aumento dos casos de
microcefalia.

A partir da avaliacdo molecular por RT-gPCR foram selecionadas 11 amostras
positivas para ZIKV, com diferentes valores de Ct, bem como de cépias
genbmicas/mL e apresentando ou ndo coinfecgdo com outros arbovirus. Para o
isolamento viral, foram utilizadas células Vero (ATCC® CCL-81™), as quais sdo
provenientes de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops),
cultivadas em frascos pequenos com meio DMEM (Dulbecco’s Modifief Eagle’s
Medium- LGC Biotecnologia), acrescido de soro fetal bovino (SFB- LGC
Biotecnologia), apos ser inativado a 56°C durante 30 minutos. As células foram
incubadas em estufa 37°C com concentracdo de CO, igual a 5%.

As células Vero foram cultivadas até o frasco atingir confluéncia entre 70-
80%, entdo, utilizando-se cabine de seguranca bioldégica com filtro HEPA, o
procedimento de infeccdo viral foi iniciado. Para este procedimento,
primeiramente, foi realizada a remocdo do meio consumido e a lavagem do
frasco utilizando PBS 1x. Posteriormente, foram inoculados 250 pL de soro do
paciente nas células e adicionados 750 UL de meio DMEM, para perfazer 20
volume total de 1 mL. A pés a inoculacdo das células, o frasco foi incubado em
estufa 37°C contendo 5% de concentracdo de CO, e a homogeneizacdo do
mesmo foi realizado a cada 15 minutos através de movimentos circulares durante
o periodo de duas horas.

Apos o periodo de incubacéo, o inéculo foi removido e o frasco foi lavado com
PBS 1x e adicionados 5 mL de meio DMEM contendo 5% de SFB. As células
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foram novamente submetidas a incubacdo em estufa 37°C com 5% de CO, por
24 horas. Posteriormente, as células foram observadas em microscopio Optico
para avaliacdo de possivel efeito citopatico e o contetudo do frasco foi transferido
para um tubo cénico e centrifugado a 2000 rpm por 3 minutos, entdo o debri
celular foi descartado e sobrenadante foi colhido e armazenado em freezer -
80°C. A partir do sobrenadante coletado foram realizadas duas novas passagens
do virus nas células, repetindo-se todo o procedimento anteriormente aqui

descrito.

3.9.2 Extracédo de RNA do Sobrenadante

O sobrenadante coletado das respectivas passagens nas células foi
submetido a extracdo de RNA a partir do kit BioGene® Extracdo de DNA/RNA
Viral K204 (produzido por Bioclin - Quibasa Quimica Basica LTDA; Registro
ANVISA: 10269360296), seguindo-se as instrucdes fornecidas pelo fabricante e o

RNA obtido foi armazenado em freezer -80°C.

3.9.3 Sintese de cDNA

Para confirmacado da técnica de isolamento viral em células Vero foi realizada
avaliacdo molecular através de RT-PCR convencional. Primeiramente, foi
realizada a sintese de cDNA a partir do RNA extraido do sobrenadante obtido do
cultivo, através da Reacdo da Transcriptase Reversa, utilizando o kit M-ML
Reverse Transcriptase (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis) e seguindo-se 0 mesmo

protocolo utilizado anteriormente para sintese de cDNA descrito no Item 3.8.1.
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3.9.4 RT-PCR para ZIKV

Apoés a sintese de cDNA foi realizada a técnica de PCR convencional para
deteccdo de ZIKV, utilizando-se o kit Invitrogen (Life Technologies™) para
preparo do mix. Em um micro tubo de volume 0,5 mL, foram adicionados 2 pL de
buffer 10x (200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM KClI), 0,6 yL de MgCl, (50 mM),
0,4 pyL de dNTP (10 mM), 0,7 pL de primer 10mM (sequéncia Foward primer 5
UTR: TGAATCAGACTGCGACATGTCG; e sequéncia Reverse primer 5 UTR:
TGACCAGAAACTCTCGTTTCCA, as quais geram fragmentos de 100 pb), 0,5
ML Platinum Tag DNA Polimerase (5 U/ yL) e 14,3 pL de &gua livre de RNAse e
DNAse. Para um volume total de 20 pL de reacao, foi adicionado ao mix 1,5 uL

de cDNA. O protocolo de termociclagem esta apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Protocolo de Termociclagem para RT-PCR de ZIKV

Etapas Temperatura °C Tempo Ciclos
Desnaturacéo Inicial 95°C 5 minutos 1
Desnaturacéao 95°C 30 segundos
Anelamento 60°C 30 segundos 40
Extensao 72°C 40 segundos
Extenséo Final 72°C 10 minutos 1

Para melhor visualizacdo do fragmento de interesse de ZIKV em gel de
agarose, foi realizada reamplificacdo utilizando-se o mesmo protocolo de reacao
e termociclagem da RT-PCR para ZIKV realizada anteriormente. A analise dos
fragmentos amplificados foi realizada atraves de eletroforese em gel de agarose
a 1,5% contendo 4 pL de brometo de etidio em TBE 1x, no qual foram
adicionados 10 pL do produto de RT-PCR de ZIKV preparados, previamente,
com 3 pL de tampéo de corrida. Para separacao destes fragmentos foi aplicado
um campo elétrico constante de 90 V por 40 minutos, sendo utilizado o aparelho
fotodocumentador Bio-Rad Gel Doc™ XR+ System, para visualizacdo dos

mesmaos.
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3.9.5 Confirmacao de Coinfecgdo por MAYV

As amostras com coinfeccdo por MAYV foram submetidas a técnica de RT-
PCR para confirmar o isolamento de MAYV através do cultivo celular. O mix da
reacao foi realizado a partir do kit Invitrogen (Life Technologies™), utilizando-se
2,5 uL de buffer 10 x (200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM KCI), 1 yuL de MgCl, (50
mM), 0,5 puL de dNTP (10 mM), 5 pL de primer 10mM (sequéncia Foward
primer: GACGACCTGCAGTCAGTGAT; e sequéncia Reverse primer:
GTCTTAAAGGCCCACAGGCA, as quais geram fragmentos de tamanho 925 pb),
0,5 pL de Platinum Tag DNA Polimerase (5U/ uL) e 14,5 yL de &gua livre de
RNAse e DNAse. Para um volume total de 25 pL de reacao foi adicionado ao mix

1 pL de cDNA. O protocolo de termociclagem esta apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Protocolo de Termociclagem para RT-PCR de MAYV

Etapas Temperatura °C Tempo Ciclos
Desnaturacéo Inicial 95°C 2 minutos 1
Desnaturacgéao 95°C 30 segundos
Anelamento 60°C 1 minuto 35
Extenséo 72°C 2 minutos
Extensao Final 72°C 7 minutos 1

A analise do amplicon de MAYYV foi realizada através de eletroforese em gel
de agarose a 1,5% contendo 4 puL de brometo de etidio em TBE 1x, no qual
foram adicionados 10 uL do produto de RT-PCR de MAYV, utilizando-se 3 pL de
tampéo de corrida. Para separacdo destes fragmentos foi aplicado um campo
elétrico constante de 90 V por 40 minutos, sendo utilizado o aparelho
fotodocumentador Bio-Rad Gel Doc™ XR+ System, para visualizacdo dos

mesmaos.
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3.10 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas, graficos e tabelas, apresentados neste trabalho,
foram realizadas com o software Microsoft Excel 2013®. Foram utilizadas
equacdes para célculo de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo, bem como célculos para avaliagdo do percentual de
amostras positivas e negativas obtidas apds analise molecular.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo dos kits de diagndstico rpido foram calculados através das seguintes
razdes:

S=VP1/ (VP2+FN) VPP=VP1/ (VP2+FP)

E=VN1/ (VN2+FP) VPN=VN1/ (VN2+FN)

Onde, S representa a sensibilidade; E especificidade; VP1 o0s casos
verdadeiramente positivos do teste rapido; VP2 os casos verdadeiramente
positivos da analise molecular por RT-gPCR e RT-PCR; FN os casos falso
negativos do teste rapido; VN1 os casos verdadeiramente negativos do teste
rapido; VN2 os casos verdadeiramente negativos da andlise molecular por RT-
gPCR e RT-PCR; FP os casos falso positivos do teste rapido; VPP o valor

preditivo positivo, e VPN o valor preditivo negativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados da Triagem Soroldgica por Teste Rapido

Foram realizados calculos estatisticos para avaliagdo de sensibilidade,
especificidade, bem como o valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo
negativo (VPN) dos kits de diagndstico rapido Bahiafarma®. Os resultados da
triagem soroldgica das 459 amostras, para deteccéo de IgM e IgG realizada para
CHIKV, ZIKV e DENV, estédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados Triagem Sorolégica Por Teste Rapido

Teste Rapido Bahiafarma®

Resultado ZIKV DENV CHIKV
IgM 190G IgM I9G IgM
R 3(0,7%) 39(8,5%) 39(8,5%) 55(12%) 0
NR 456(99.3%) 420(91,5%) 420(91,5%) 404(88%)  189(41,2%)
Sem
Andlise ; ; ; ; 270(58,8%)
Total 459(100%) 459(100%) 459(100%) 459(100%) 459(100%)

Legenda: R-Reagente; NR-N&o reagente; - Sem resultado soroldgico.

4.2 Resultados Moleculares para ZIKV, DENV e CHIKV

Os resultados das 459 amostras submetidas a avaliacdo molecular por RT-
gPCR para deteccao de ZIKV, DENV e CHIKV e por RT-PCR para deteccao de

MAYYV estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Resultados Moleculares Para ZIKV, DENV, CHIKV e MAYV

RT-qPCR RT-PCR
Resultado
ZIKV DENV CHIKV MAYV
Positivas 58(12,6%) 130(28,3%) 10(2,2%) 78(17%)
Negativas 253(55,2%) 226(49,3%) 436(95%) 381(83%)
Inconclusivas 95(20,7%) 103(22,4%) 13(2,8%) -
Sem andlise 53(11,5%) - - -
Total 459(100%) 459 (100%) 459(100%) 459(100%)

O percentual de amostras com resultados positivos para ZIKV, DENV e
CHIKV e MAYV foram respectivamente, 12,6%; 28,3%; 2,2% e 17% do total de
amostras, enquanto que o percentual de amostras negativas para estas
arboviroses foi também respectivamente, 55,2%; 49,3%; 95% e 83%. Amostras
nas quais a amplificacdo do controle interno apresentou-se fora dos parametros
de validac&o da reacao (intervalo entre Ct 25 e Ct 31), fornecidos pelo fabricante
Biogene®, do kit, obtiveram resultados inconclusivos. Resultados inconclusivos
foram observados para ZIKV, DENV e CHIKV representando, desta forma,
respectivamente 20,7%; 22,4%, e 2,8% do total de amostras, além disso, néo foi
possivel realizar RT-gPCR para deteccdo de ZIKV em 53 amostras,
representando, portanto, 11,5% do total de amostras.

Para melhor ilustracdo dos resultados moleculares obtidos, foram elaborados
graficos para demonstracado dos percentuais de amostras positivas, negativas e
indeterminadas para ZIKV, DENV, CHIKV e MAYV (Figuras 7, 8, 9 e 10,

respectivamente).
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Figura 7. Percentual dos resultados moleculares para ZIKV
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Figura 8. Percentual dos resultados moleculares para DENV
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Figura 9. Percentual dos resultados moleculares para CHIKV
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Figura 10. Percentual dos resultados moleculares para MAYV
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4.3 Sensibilidade e Especificidade

Segundo as especificacdes de desempenho dos kits de diagnostico rapido do
fabricante Bahiafarma®, o kit para deteccdo de anti-ZIKV IgM/IgG apresenta
sensibilidade e especificidade iguais a 94%. A partir dos resultados moleculares,
foram realizados calculos estatisticos para avaliagdo da sensibilidade e

especificidade deste kit, como esta apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: Sensibilidade e Especificidade do Kit ZIKV IgM Bahiafarma®

RT-qPCR ZIKV Bahiafarma® ZIKV Sensibilidade VPP
Especificidade VPN
VN1lIigM  VP1IgM Sensibilidade VPP
VN2 VP2 252 0 - -
253 58 FN IgM FP IgM Especificidade VPN
58 1 0,99 (99%) 0,81 (81%)

Legenda: VN-Verdadeiro Negativo; VP-Verdadeiro Positivo; FN-Falso Negativo;
FP-Falso Positivo; VPP-Valor Preditivo Positivo; VPN-Valor Preditivo Negativo.

Apbs a realizacdo da avaliacao estatistica, o kit para deteccao de anti-ZIKV
IgM Bahiafarma®, apresentou especificidade de 99%. O valor preditivo negativo,
a probabilidade de um individuo avaliado e com resultado negativo ser realmente
normal, foi também de 81%. Nao foi possivel calcular o valor de sensibilidade,
assim como o valor preditivo positivo.

Considerando o kit para deteccdo de anti-DENV IgM/IgG Bahiafarma®, a
sensibilidade e a especificidade apresentadas por este, sdo de 95% e >99,0%,
respectivamente, segundo as especificacbes do fabricante. A partir dos
resultados moleculares para DENV, foi realizada a avaliacdo da sensibilidade e

especificidade deste kit, como esta apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7: Sensibilidade e Especificidade do Kit DENV IgM Bahiafarma®

Sensibilidade VPP
RT-gPCR DENV Bahiafarma® DENV  Especificidade

VPN
VN1 IgM VP1 IgM Sensibilidade VPP
VN2 VP2 207 13 0,05 (5%) 0,09 (9%)
226 130 FN IgM FP IgM Especificidade VPN
119 19 0,84 (84%) 0,6 (60%)

Legenda: VN-Verdadeiro Negativo; VP-Verdadeiro Positivo; FN-Falso Negativo;
FP-Falso Positivo; VPP-Valor Preditivo Positivo; VPN-Valor Preditivo Negativo.

ApoOs a realizacdo da avaliacdo estatistica, o kit para detec¢do de anti-DENV
IgM/IgG Bahiafarma®, apresentou sensibilidade de 5% e especificidade de 84%.
A probabilidade de um individuo avaliado e com resultado negativo ser realmente
sadio, foi de 60%, o valor preditivo negativo. A probabilidade de um individuo
avaliado e com resultado positivo ser realmente doente foi de 9%, o valor
preditivo positivo.

Segundo as especificacdes do fabricante, o kit para deteccdo de anti-CHIKV
IgM Bahiafarma®, apresenta uma sensibilidade de 94% e uma especificidade de
95%. Foi possivel calcular, ap6és a avaliacdo molecular, apenas o valor de
especificidade, bem como o valor preditivo negativo, pois nenhuma das amostras
analisadas obteve resultado reagente para IgM, como esta apresentado na
Tabela 8.

Tabela 8: Sensibilidade e Especificidade do Kit CHIKV IgM Bahiafarma®

RT-gPCR CHIKV  Bahiafarma® CHIKV Sensibilidade VPP
Especificidade VPN
VNLIgM 182 VP1IgM  Sensibilidade VPP
VN2 VP2 182 0 i i
436 10 FN IgM FP IgM Especificidade VPN
0 0 0,42 (42%) 0,42(42%)

Legenda: VN-Verdadeiro Negativo; VP-Verdadeiro Positivo; FN-Falso Negativo;
FP-Falso Positivo; VPP-Valor Preditivo Positivo; VPN-Valor Preditivo Negativo.
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Apbs a realizacdo da avaliacdo estatistica, o kit para deteccdo de anti-CHIKV
IgM Bahiafarma®, apresentou especificidade de 42%. O valor preditivo negativo,
a probabilidade de um individuo avaliado e com resultado negativo ser realmente
normal, foi também de 42%. N&o foi possivel calcular o valor de sensibilidade,

assim como o valor preditivo positivo.

4.4 Coinfeccdes Observadas

Apbs a realizacdo de analise molecular por RT-gPCR e RT-PCR foi possivel
confirmar que alguns pacientes apresentaram resultado positivo para mais de um
arbovirus. Dentre estes pacientes, 31 (6,7%) apresentaram coinfeccdo entre
ZIKV e DENV; dois (0,4%) apresentaram coinfec¢do entre ZIKV e MAYV; 10
(2,2%) apresentaram coinfecgéo entre DENV e MAYV; trés (0,7%) apresentaram
coinfeccado entre CHIKV e MAYV, e trés (0,7%) apresentaram coinfeccdo entre
ZIKV, DENV e MAYV (Figura 11).
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Figura 11. Coinfec¢cbes observadas apds analise molecular
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Os valores de Ct, bem como de copias genbmicas/mL para ZIKV estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Perfil molecular das amostras submetidas ao isolamento viral

Paciente RT-gPCR ZIKV

Ct CG/mL
98 27,609 8.988,6
182 32,696 1.133
228 38,31 4,2
230 34,726 46,6
255 34,948 40,2
264 32,396 220,6
266 34,237 64,6
267 35,372 30,4
271 33,968 77,4
303 37,416 7,8
348 36,711 8,8

Legenda: Ct- Ciclo Threshold; CG- Copias Gendmicas

Nado foi observado em microscopia Optica presenca de efeito citopatico

evidente nas células Vero (ATCC® CCL-81™) apds a inoculagdo do soro e o

periodo de incubacdo em estufa 37°C em nenhuma das trés passagens virais

realizadas. Foi perceptivel a preservacdo da morfologia da monocamada de

células aderidas ao frasco de cultivo, apés aplicacdo do in6culo, como esta

demonstrado nas Figuras 12, 13 e 14.



Figura 12. A. Células Vero antes da aplicacdo do in6culo. B. Células Vero ap6s

processo de infec¢éo viral (Primeira passagem viral)

e~ TS };.,'/.;\ , \ Y SN SANYZ] 2 /—1:
- p /& Y 2

Figura 13. A. Células Vero antes da aplicacdo do in6culo. B. Células Vero ap6s

processo de infec¢ao viral (Segunda passagem viral)

Figura 14. A. Células Vero antes da aplicacdo do in6culo. B. Células Vero ap6s

processo de infecgéo vira (Terceira passagem viral)
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A avaliacdo molecular realizada apés a extracédo de RNA dos sobrenadantes

gerados no processo de infec¢do viral das células Vero demonstrou que houve

amplificacdo do fragmento de interesse de ZIKV (100 pb) em todas as 11

amostras previamente positivas para ZIKV. Somente 9 amostras foram positivas

em todas as passagens. Os fragmentos para o virus do ZIKV foram amplificados
e visualizados nas 9 amostras descritas: 182, 228, 230, 255, 264, 266, 267, 271
e 348 e o mesmo fragmento de 100 pb foi amplificado em todas as passagens do

virus nas células, enquanto que nas amostras 98 e 303, os fragmentos
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amplificados foram visualizados somente na primeira e na segunda passagem do

virus nas células (Figura 15).
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Figura 15. Géis agarose a 1,5% (A e B), demonstrando a amplificagbes dos
fragmentos de ZIKV (100 pb), na primeira, segunda e terceira passagem (12,
22 e 3?) deste virus nas células.
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Das 11 amostras positivas para ZIKV por RT-gPCR, submetidas ao
isolamento viral em cultivo celular, quatro dessas amostras apresentaram
coinfeccao também resultado positivo para MAYV, desta forma, foi realizada RT-
PCR convencional para deteccdo de MAYV nestas amostras. Foi observada a
amplificagdo do fragmento de MAYV (925 pb) nas amostras 228 (primeira
passagem viral) e 266 (primeira e terceira passagens virais), como pode ser
visualizado na Figura 16.
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Figura 16. Gel de agarose a 1,5% demonstrando as amplificacbes do fragmento
de MAYV (925 pb), na primeira, segunda e terceira passagem (12, 22 e 3?) deste

virus nas células.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, a analise estatistica demonstrou baixa sensibilidade dos
kits de diagndstico rapido, do fabricante Bahiafarma®, para deteccdo de anti-
DENV IgM (5%). N&o foi possivel calcular a sensibilidade dos kits de diagndstico
rapido para detecgdo de anti-CHIKV IgM e para detecgcdo de anti-ZIKV IgM. Foi
também demonstrado valores altos de especificidade para os kits de diagndstico
rapido para deteccao de anti-ZIKV IgM (99%) e para deteccéo de anti-DENV IgM
(84%), no entanto, o kit de diagndstico rapido para deteccédo de anti-CHIKV IgM
apresentou baixa especificidade (42%).

O estudo realizado por Prado e colaboradores em 2018, demonstrou uma
sensibilidade de 78,44% e especificidade de 98% para o teste de diagndstico
rapido SD Bioeasy Dengue Duo (NS1l/IgM) (Prado et al, 2018). Kosasih e
colaboradores realizaram avaliacdo de dois testes de diagndstico rapido para
deteccdo de anti-CHIKV IgM, os autores demonstraram em estudo realizado em
2012, para o teste OnSite uma sensibilidade de 20,5% e especificidade de 100%,
e para o teste SD Bioline uma sensibilidade de 50,8% e especificidade de
89,2% (64).

Apesar de ter sido demonstrada alta especificidade dos kits de diagndstico
rapido do fabricante Bahiafarma® para deteccdo de anti-ZIKV IgM e para
deteccdo de anti-DENV IgM, os valores de predicdo negativa (VPN) obtidos
foram baixos, 81% e 60%, respectivamente, o que reflete diretamente no nimero
de casos falso-negativos. A técnica de PCR consiste em uma alternativa melhor
do que os testes sorologicos para deteccdo de arbovirus, os quais por vezes
podem néo ser especificos, devido reacdes cruzadas entre 0s virus (65).

O presente estudo demonstrou que dentre as 459 amostras submetidas a
triagem soroldgica por teste rapido e a avaliagdo molecular por RT-gPCR,
apenas trés amostras (0,7%) foram reagentes para anti-ZIKV IgM através do
teste rapido, enquanto que na avaliagdo molecular para deteccdo de ZIKV, 58
amostras (12,6%) apresentaram resultado positivo. Para DENV, 39 amostras
(8,5%) foram reagentes anti-DENV IgM, no entanto, 130 amostras (28,3%)

apresentaram resultado positivo na avaliagdo molecular. Nao possivel realizar



35

esta comparacgéo para CHIK, devido auséncia de amostras reagentes para anti-
CHIKV através do teste rapido.

Foram observadas, no presente estudo, apds analise molecular, amostras
com presenca de coinfeccdo entre os arbovirus, onde 31 pacientes (6,7%); dois
(0,4%) apresentaram coinfeccao entre ZIKV e MAYV; 10 (2,2%) apresentaram
coinfeccdo entre DENV e MAYYV; trés (0,7%) apresentaram coinfeccdo entre
CHIKV e MAYYV, e trés (0,7%) apresentaram coinfeccdo entre ZIKV, DENV e
MAYV.

Mercado-Reyes e colaboradores em estudo publicado em 2019 investigaram
a presenca de ZIKV, DENV e CHIKV em 23.871 casos suspeitos que foram
reportados ao Instituto Nacional de Saude da Colémbia. Os autores observaram
através de analise molecular por RT-PCR, que 439 pacientes (1,84%) foram
positivos para DENV, 257 pacientes (1,07%) foram positivos para CHIKV e
10118 (42,38%) foram positivos para ZIKV. Os autores observaram ainda a
presenca de coinfeccdo entre os arbovirus em 34 pacientes (0,14%), sendo que
destes, 28 pacientes (82,3%) apresentaram coinfeccdo dentre CHIKV e ZIKV,
trés pacientes (8,8%) apresentaram coinfeccdo entre DENV e CHIKV, e trés
pacientes (8,8%) apresentaram coinfeccao entre DENV e ZIKV (66).

Casos de infeccdo por arbovirus também foram confirmados por Azeredo e
seus colaboradores em estudo realizado em 2018. Os autores avaliaram a
presenca de ZIKV, DENV e CHIKV em 134 pacientes e observaram através de
analise molecular por RT-PCR que 69 pacientes (51,4%) apresentaram resultado
para DENV e 38 pacientes (28,3%) apresentaram resultado positivo para ZIKV,
no entanto nenhuma amostra apresentou resultado positivo para CHIKV. O
estudo demonstrou que 18 pacientes (13,4%) apresentaram coinfeccdo entre
DENV e ZIKV (67).

Ainda com relacdo a deteccdo molecular de arbovirus, o estudo realizado por
Magalhdes e seus colaboradores em 2017, avaliou um total de 263 amostras de
pacientes com quadro sintomatico de infecgcdo por arbovirus. Os autores
realizaram RT-PCR para deteccédo de ZIKV, CHIKV e DENV e observaram que
42 pacientes (15,9%) foram positivos para ZIKV, 137 pacientes (52,1%) foram
positivos para CHIKV, no entanto nenhum paciente foi positivo para DENV.

Corroborando com a literatura, bem como com os resultados do presente estudo,
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0s autores observaram a presenca de coinfeccédo entre ZIKV e CHIKV em dois
pacientes (0,8%) (68).

A cocirculacdo de arbovirus tem se tornado um problema de saude publica
com relacdo a dinamica da transmissao, competéncia do vetor, espectro clinico e
complicagBes durante a infeccdo. Desta forma, a deteccdo do patdégeno e o
manejo clinico adequado dos pacientes infectados dependem de alguns
esforcos, como por exemplo, a procura pelos servicos de saude, por parte dos
pacientes, logo no inicio dos sintomas; desenvolvimento de ferramentas
diagndsticas acuradas, bem como o monitoramento e controle de patégenos por
parte das agéncias governamentais para assim evitar a ocorréncia de
surtos (69).

O isolamento viral em cultivo de células é considerado padrdo-ouro para o
diagndstico laboratorial de infec¢des virais (63). Nao foi observada, no presente
trabalho, a presenca de efeito citopatico evidente nas células vero apos
inoculacdo dos soros com resultado positivo para ZIKV, bem como 0s soros com
coinfectados por MAYV, ap0s analise por microscopia optica.A confirmacdo do
isolamento viral foi realizada através de RT-PCR convencional utilizando RNA
extraido previamente a partir do sobrenadante obtido do cultivo celular. A anélise
molecular demonstrou amplificacdo do fragmento de interesse de ZIKV em todas
as amostras submetidas ao isolamento viral em cultivo celular. Foi possivel
observar também, a amplificacdo do fragmento de MAYV em duas amostras de
quatro amostras, das quais apresentaram coinfeccao entre ZIKV e MAYV.

Barreto-Vieira e colaboradores em 2016, também realizaram isolamento de
ZIKV em cultivo de células de Vero. Os autores confirmaram a presenca do
genoma de ZIKV no sobrenadante do cultivo celular através de analise molecular
por RT-PCR. Foi realizada, ainda, andlise ultraestrutural através de microscopia
eletrbnica, a qual demonstrou injlria na monocamada de células Vero, seis dias
apos a inoculacdo com ZIKV. Além das particulas virais envelopadas, 0s
nucleocapsideos observados indicaram que a replicagéo viral ocorreu (70).

Um estudo realizado por White e seus colaboradores em 2014, analisou 100
pacientes, dos quais 84 apresentaram resultado positivo para CHIKV através de
RT-PCR. Das 84 amostras, 62 foram submetidas ao isolamento de CHIKV em
células Vero E6 (ATCC CRL-1586), sendo que o volume insuficiente das demais

amostras ndo permitiu a inoculacdo destas nas ceélulas. Os efeitos citopaticos



37

induzidos por CHIKV foram observados em 43 das 62 amostras submetidas ao
isolamento viral ap6s cinco dias de inoculagdo através de microscopia Optica.
Efeitos citopaticos inconsistentes com o0s esperados para CHIKV foram
observados em oito amostras das 62 submetidas ao isolamento viral, estando
associados a coinfeccdo por outro arbovirus, o que foi demonstrado pelos
autores apos realizacdo de testes moleculares destas amostras cultivadas, sendo
que seis amostras apresentaram coinfeccao por ZIKV, uma amostra apresentou

coinfeccao por DENV e uma amostra apresentou coinfeccao por MAYV (71).
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, o kit comercial de
diagnéstico rapido Bahiafarma® apresentou baixa sensibilidade para a detecc¢éo
anti-DENV IgM. O kit Bahiafarma® para deteccdo de anti-ZIKV IgM apresentou
elevada especificidade, entretanto, apresentou baixo valor valor preditivo
negativo.

O kit Bahiafarma® para deteccdo de anti-DENV IgM, apresentou e baixa
especificidade e baixo valor preditivo negativo, bem como o kit Bahiafarma®
para deteccdo de anti-CHIKV IgM. Desta forma, baixa sensibilidade e baixa
especificidade, podem ocasionar resultados equivocados, sendo necessaria a
confirmacdo da infeccdo através de métodos mais sensiveis como métodos
moleculares.

A avaliagdo molecular por RT-PCR convencional e RT-gPCR demonstrou
maior sensibilidade em relacdo a avaliacdo soroldgica por teste rapido, no que
diz respeito a deteccdo de arbovirus. Desta forma, a avaliacdo molecular
demonstrou que ZIKV, DENV, CHIKV e MAYV estéo circulando simultaneamente
em Goiania, causando ndo apenas monoinfec¢des, como também coinfec¢des
por dois ou mais arbovirus, sendo que o maior percentual de coinfeccbes
observado foi entre ZIKV e DENV.

O isolamento viral em cultivo celular, o qual é considerado padrdo-ouro no
diagndstico de infecgdes virais, aqui realizado demonstrou a presenca de ZIKV e
MAYYV nas células Vero, o que foi confirmado através de andlise molecular por
RT-convencional para amplificacdo dos fragmentos de interesse do material
genético de ambos o0s virus, apesar ndo terem sido observados efeitos
citopéticos evidentes nas células, apds observacdo em microscopio 6ptico.

Embora as arboviroses sejam doencas que cursam de maneira benigna na
maioria das vezes, podem ocorrer casos graves com sequelas irreversiveis,
como, por exemplo, a sindrome congénita do ZIKV, a qual causa microcefalia.
Desta forma, é fundamental que a confirmacéo de infeccdo por arbovirus seja
realizada por métodos diagndsticos laboratoriais sensiveis como a RT-PCR,

PRNT e isolamento viral em cultivo celular, para assim evitar resultados
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equivocados, 0os quais podem levar a um manejo inadequado da infec¢do, além

de contribuir para a vigilancia epidemioldgica das arboviroses.
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Meu nome é Sandra Maria Brunini de Souza, sou o0 pesquisador
responsavel e minha area de atuacao € Doencas Transmissiveis.

Apés ler com atencdo este documento e ser esclarecido(a) sobre as
informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine em todas as
folhas e ao final deste documento, que esta em duas vias e também seré assinado
por mim, pesquisador, em todas as folhas, uma delas é sua e a outra € do
pesquisador responsavel. Em caso de duvida sobrea pesquisa, vocé podera entrar
em contato com a pesquisadora responsavel, Dra. Sandra Maria Brunini de Souza,
no telefone: (62) 9-8107-4791, podendo ser ligacdo a cobrar, de 22 a 62 das 8:00 as
18:00hs.

Em caso de duvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa,
vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias, nos telefones: 3269-8338e 3269-84260u
no endereco: 12 Avenida S/N° Setor Leste Universitario, Unidade de Pesquisa
Clinica, 2° andar. Horario de funcionamento: 22 a 62 das 7:00 as 17:00hs.

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE A
PESQUISA:

Eu Sandra Maria Brunini de Souza, responsavel pela pesquisa intitulada
“‘Estudo soroepidemioldgico e molecular da interacdo do zika virus com o
hospedeiro humano e a diferenciacdo clinica entre demais arboviroses
circulantes em Goiania —QUANTIZIKA humano”estou convidando vocé para
participar como voluntario deste estudo.

Esta pesquisa possui muitos objetivos e eu gostaria de explicar para vocé todos
eles. Inicialmente nés vamos estudar o que acontece com as pessoas quando elas
sao infectadas pelos virus da zika, da dengue, da chikungunya ou do mayaro, que
sdo virus transmitidos pelo mosquito Aedes aegypti. Vamos estudar o que as
pessoas sentem quando estdo doentes, ou seja, quais sdo 0s sinais e sintomas que
elas apresentam e se esses sinais e sintomas sao iguais ou diferentes para cada
tipo de virus e de doenca que eles causam. Além disso, aqueles que estiverem com
zika serdo examinados outras vezes durante um ano. A finalidade desse
acompanhamento é para verificarmos se ocorrem mudancas no aparecimento dos
sinais e sintomas da zika e também para saber por quanto tempo o virus da zika
permanece no organismo da pessoa infectada e se esse virus sofre alguma
mudanca ao longo do tempo. Também, queremos saber se é possivel uma mesma
pessoa ter mais de uma dessas infeccdes ao mesmo tempo, o que nds chamamos
de co-infecgao.

Se vocé concordar em participar dessa pesquisa, eu farei algumas perguntas para
vocé em forma de uma entrevista que deve durar mais ou menos20 minutos. Essa
entrevista € individual e sera feita numa sala de consultorio aqui mesmo onde vocé
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esta sendo atendido. Serao feitas perguntas sobre dados pessoais, e sobre as suas
condicbes de saude no momento da entrevista. Depois da entrevista, precisarei
coletar um pouco de sangue para realizacao de testes laboratoriais que comprovam
se vocé estd ou ndo com uma dessas viroses (dengue, zika, chigungunya ou
mayaro).

Se 0 seu exame der negativo para zika,vocé sera dispensado das proximas etapas
da pesquisa e ndo tera novas amostras coletadas.

Se 0 seu exame der positivo para zika, vocé sera convidado a continuar na pesquisa
por um ano. Nesse caso precisaremos de mais amostras de sangue e também de
amostras da urina, da saliva e das secrecfes sexuais(secrecdo da vagina, para as
mulheres, e semem, para 0s homens). Todas essas amostras precisarao ser
coletadas quatro vezes, nos seguintes dias: 15°;45°;, 70°; 120° (seis meses) e 365°
dias (um ano) apos a primeira coleta. Essas etapas sao

Titulo da pesquisa: QUANTIZIKA Humano
Nome e rubrica do pesquisador:

Dra. Sandra Maria Brunini de Souza:

Rubrica do sujeito participante:

necessarias para a compreensao da evolucao da infec¢do causada pelo virus zika
nas pessoas e assim podermos evitar problemas de saude mais graves.

Gostaria de explicar para vocé como serao feitas as coletas dessas amostras. Os
seus proximos exames serdo agendados e no dia anterior, se vocé concordar, nés
poderemos entrar em contato com vocé por telefone ou mensagem no celular ou por
e-mail ou por outro meio de comunicacao que vocé nos indicar como sendo o mais
facil de te encontrar, para te lembrar da data e verificar se vocé podera comparecer
a unidade para fazer os novos exames. O sangue, urina, saliva e secrecdo vaginal
serdo coletados no préprio CAIS por um profissional habilitado para essa finalidade.
Dos homens com zika selecionados para o estudo precisaremos coletar amostras de
semem. Nesse caso, agendaremos 0 seu exame em um laboratério particular
conveniado com o projeto e garantiremos o0 seu deslocamento até o local, no dia e
hora marcados, sem nenhum custo para o participante. O sangue —20 ml -sera
coletado no laboratério do CAIS, por meio de puncdo de uma veia, utilizando-se
seringa e agulha descartaveis, para realizacdo do teste rapido para o virus da zika e
outros testes laboratoriais, que sdo chamados de ensaios imunoenzimaticos e testes
de biologia molecular, que poderéo identificar os outros virus. Precisaremos de um
pouco de urinae de saliva, que serdo coletados em frascos separados, no
consultorio onde vocé foi entrevistado. Um pouco de secrecdo da vagina sera
coletada com uso de um cotonete, com a participante deitada em mesa
ginecoldégica, nesse mesmo ambulatério. Todos esses procedimentos serdao
repetidos nos dias agendados para o seu retorno a unidade.



49

Os pacientes com resultados positivos para qualquer um desses virus seréo
agendados para seguimento clinico na Rede SUS, dentro do fluxo da Secretaria
Municipal de Saude.

Os riscos para os participantes da pesquisa estdo relacionados as coletas das
amostras biologicas. A coleta de sangue sera feita por puncédo venosa e podera
causar dor e ocasionalmente extravasamento no local da puncdo. A coleta das
secrecOes sexuais (secrecao vaginal e semem) poderdao ocasionar constrangimento
ao participante. Esses riscos serdo minimizados garantindo-se que a coleta das
amostras biologicas seja realizada por profissional com experiéncia e utilizacdo de
material descartavel em todo o procedimento. O ambiente de coleta das secrecdes
sexuais sera privativo e sempre precedido de orientacdo pelo profissional
responsavel. O paciente ndo tera nenhum custo com a pesquisa e as despesas com
0 seu deslocamento até a unidade, no periodo de acompanhamento serdode
responsabilidade do Projeto. Os pacientes com resultados positivos para qualquer
uma das viroses investigadas nessa pesquisa serdo agendados para seguimento
clinico na Rede SUS, dentro do fluxo da Secretaria Municipal de Saude. Dentre os
beneficios do estudo estdo a oportunidade de confirmacao laboratorial de infeccéo
por esses virus que afetam muitas pessoas em nossa cidade, pela parceria do
projeto com a Secretaria de Saude.

Para quem tiver um diagnostico confirmado de infec¢do pelo virus zika um dos
beneficios, éa oportunidade de seguimento clinico e laboratorial, que é
especialmente importante para mulheres em idade fértil ou homens cujas parceiras
tenham desejo de reproduzir, porque conhecerdo a sua situacdo sorolégica em
relacdo ao virus zika. Esse conhecimento podera favorecer um planejamento
reprodutivo seguro para os casais.

Vocé tem garantido o seu direito de nao aceitar participar ou de retirar sua
permissdo, a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliacdo pela
sua deciséo. As informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais, e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacBes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre sua participacdo. Vocé sera indenizado em caso de eventuais danos
decorrentes da pesquisa. Sendo que ndo havera nenhum tipo de pagamento ou
gratificacdo financeira pela sua participacdo. Os dados coletados serdo utilizados
apenas para esta pesquisa e ndo serdo armazenados para estudos futuros. As
amostras biolégicas serdo utilizadas exclusivamente para esta pesquisa e, apos a
realizacdo do estudo, serdo descartadas conforme legislacao vigente.

Se concordar em participar, por favor, assine o termo a seguir, que esta em duas
vias.Uma delas ficard com vocé e a outra com a pesquisadora responsavel.

Nome e Assinatura do pesquisador
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Consentimento Pds-Esclarecimento

Eu,

RG: CPF: , abaixo assinado, concordo em
participar da pesquisa “ESTUDO SOROEPIDEMIOLOGICO E MOLECULAR DA
INTERAC}AO DO ZIKA VIRUS COM O HOSPEDEIRO HUMANO E A
DIFERENCIACAO CLINICA ENTRE DEMAIS ARBOVIROSES CIRCULANTES EM
GOIANIA —QUANTIZIKA HUMANO”. Fui devidamente informado e esclarecido pela
pesquisadora Sandra Maria Brunini de Souza, responsavel pela pesquisa, dos
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou
interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento, se for o caso).

Local e data:

Nome e Assinatura do participante:

Assinatura datiloscopica

Eu, Sandra Maria Brunini de Souza obtive de forma voluntaria o Consentimento Livre
e Esclarecido do sujeito da pesquisa para a participacao da pesquisa.

Assinatura da pesquisadora responsavel:

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:

Pesquisadora responsavel: Sandra Maria Brunini de Souza - Pesquisadora
responsavel.

Instituicdo: Faculdade de Enfermagem, Universidade Federal de Goias, Rua 227 Qd
68, S/N -Setor Leste Universitario -Goiania -Goias -Brasil -CEP: 74605-080 Telefone:
(62) 3209-6280 -Fax: (62) 3209-6282.

Rubrica do Participante Rubrica do Pesquisador
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