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RESUMO

A poliomielite € uma infeccdo causada por um dos trés sorotipos de poliovirus
(sorotipos 1, 2 e 3) e teve sua incidéncia diminuida drasticamente (>99%) pelo
programa de erradicacdo global da doenga, iniciado em 1988. Atualmente, estes
virus permanecem endémicos em trés paises e casos de re-emergéncia por
importacao tém sido relatados em paises livres da doenca. O presente trabalho teve
como objetivo estabelecer a vigilancia ambiental pelo isolamento e caracterizacao
molecular dos poliovirus e enterovirus ndo-pélio circulantes, a partir de amostras de
esgoto coletadas na Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Alegria/Cedae,
localizada no municipio do Rio de Janeiro, no periodo de dezembro de 2011 a junho
de 2012 e de setembro a dezembro de 2012. Diferentes métodos de concentracéo
viral foram avaliados (separacdo em duas fases; precipitacdo por polietilenoglicol
(PEG) e adsorcéao por silica) e 31 amostras foram coletadas durante o estudo. O
isolamento em culturas de células RD e L20B, seguido de RT-PCR foi capaz de
detectar enterovirus em 87% das amostras (27/31). Poliovirus foram isolados em
29,6 % (8/27), sendo Sabin 1 - n=1; Sabin 2 - n=5 e Sabin 3 - n= 2, enquanto que
os demais isolados foram identificados como enterovirus ndo-polio. Todos o0s
poliovirus isolados foram submetidos ao sequenciamento nucleotidico completo do
gene VP1 e apresentaram mutacdes sinbnimas e ndo-sindnimas, sendo algumas em
aminoacidos especificos relacionados ao fendtipo atenuado. Todavia, néo
apresentaram mutacdes suficientes para serem caracterizados como poliovirus
derivado da vacina (PVDV), sendo, portanto, classificados como vacinais ou Sabin
like. Pela analise do sequenciamento nucleotidico parcial do gene VP1, os
enterovirus nao-podlio identificados foram: 1 Echovirus 3; 11 Echovirus 6; 7
Echovirus 7; 2 Echovirus 20; 4 Coxsackievirus B4 e 2 Coxsackievirus B5. A
vigilancia ambiental tem sido utilizada com sucesso no monitoramento da circulacéo
de enterovirus e é de crucial importancia nos estagios finais do programa de
erradicacao global da poliomielite da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Estes
resultados demonstram a continua circulacdo de poliovirus Sabin like e de

enterovirus nao-polio na area analisada no periodo do estudo.

Palavras-chave: Poliomielite. Erradicacéo de Doencas. Poliovirus. Vigilancia
Sanitaria Ambiental. Esgotos.



ABSTRACT

Poliomyelitis is an infection caused by one of three poliovirus serotypes (serotypes 1,
2 and 3) and its incidence decreased dramatically (> 99%) by the global polio
eradication initiative, started in 1988. Currently, wild polioviruses remain endemic in
three countries and cases of re-emergency by import of these viruses have been
related in countries free of the disease. This study aimed to establish the
environmental surveillance by the isolation and molecular characterization of
circulating poliovirus and non-polio enteroviruses from wastewater samples collected
at the Station of Sewage Treatment Alegria/ Cedae, located in Rio de Janeiro city, in
the period from December 2011 to June 2012 and from September to December
2012. Different methods of viral concentration were evaluated (two-phases separate,
polyethylene glycol (PEG) precipitation and silica adsorption) and 31 samples were
collected during the study. The isolation in cell cultures RD and L20B, followed by
RT-PCR was able to detect enteroviruses in 87% samples (27/31). Poliovirus was
isolated in 29.6% samples (8/27) being Sabinl - n= 1, Sabin 2 - n=5 and Sabin 3 -
n= 2, while the remaining isolates were non-polio enteroviruses. All poliovirus isolates
were subjected to complete nucleotide sequencing of the VP1 gene and presented
non-synonymous and synonymous mutations, being some mutations in specific
amino acids related to the attenuated phenotype. However, showed no sufficient
mutations for to be characterized like vaccine-derived poliovirus (VDPV), being
classified as vaccine or Sabin like poliovirus. By the partial nucleotide sequencing of
the VP1 gene analysis, the non-polio enteroviruses have been identified: 1 Echovirus
3; 11 Echovirus 6, 7 Echovirus 7, 2 Echovirus 20; 4 Coxsackievirus B4 and 2
Coxsackievirus B5. Environmental surveillance has been utilized successfully in
monitoring the circulation of enterovirus and it is of crucial importance in the final
stages of the global eradication initiative of polio by Word Health Organization
(WHO). These results show the continuous circulation of Sabin like poliovirus and

non-polio enteroviruses in the analyzed area during the study period.

Keywords: Poliomyelitis. Disease Eradication. Poliovirus. Environmental Health
Surveillance. Sewage.
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1 INTRODUCAO

Para controlar e erradicar doencas € necessario detectar os agentes
infecciosos que as causam. Algumas doencas produzem sintomas caracteristicos e
distintos que facilitam a sua vigilancia. No entanto, outras podem se espalhar
silenciosamente, com grandes periodos de laténcia entre exposi¢do e sintomas, ou
mesmo estes Ultimos ocorrendo em apenas uma fracdo de individuos infectados
(GOURVILLE et al, 2006).

A erradicacdo da variola, em 1977, demonstrou que € possivel eliminar
globalmente algumas doencas imunopreviniveis mediante programas de imunizacéo
em massa (FENNER, 1988 apud NOMOTO; ARITA, 2002). Para uma doenga ser
considerada erradicavel, aléem da existéncia de vacinas seguras e eficazes, nao
deve apresentar outros reservatorios sendo o homem. Seus agentes etioldgicos,
portanto, ndo devem sobreviver por longos periodos no ambiente e devem ser
capazes de induzir a uma resposta imune prolongada no hospedeiro humano. Por
atender a esses requisitos, a poliomielite tem sido considerada uma doenca
candidata a erradicacdo (MMWR, 1993).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a poliomielite (poliomielite
anterior aguda, paralisia infantil) € uma doenca viral infecto-contagiosa, que afeta
principalmente criancas abaixo de cinco anos de idade, caracterizada por um quadro
de paralisia flacida, de inicio subito (WHO, 2004). Por apresentar somente 0 homem
como hospedeiro natural, a poliomielite pode ser controlada por meio de programas
de imunizacdo (NOMOTO; ARITA, 2002).

A poliomielite é causada por um dos trés sorotipos de poliovirus: poliovirus 1
(PV1), poliovirus 2 (PV2) e poliovirus 3 (PV3) (PALLANSCH; ROOS, 2001,
RACANIELLO, 2001). Membro da ordem Picornavirales, familia Picornaviridae e
género Enterovirus, o poliovirus foi o enterovirus mais estudado e forneceu
informacfes importantes sobre a biologia dos Picornavirus (PALLANSCH; ROOS,
2001).

Em 1988, a Assembleia Mundial de Saude da OMS iniciou a Iniciativa de
Erradicacdo Global da Poliomielite (Global Polio Eradication Initiative, GPEI), com o
propdsito de erradicar globalmente essa doenca até o ano 2000 (WHO, 1988). Para

este proposito, foram tracadas duas estratégias basicas: campanhas de imunizagéo
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em massa, utilizando a vacina oral contra a poliomielite (VOP) e atividades de
vigilancia epidemioldgica e laboratorial dos poliovirus (HULL et al, 1994).

Embora a erradicacdo ndo tenha sido ainda alcancada, o programa ja atingiu
uma reducdo global de mais de 99% na incidéncia de transmissdo de poliovirus
selvagens. Atualmente, apenas trés paises sdo considerados endémicos: Nigéria,
Paquistdo e Afeganistdo. Todavia, casos de re-emergéncia de poliovirus selvagens,
importados de paises endémicos, foram relatados em anos anteriores (GLOBAL
POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013a).

Neste processo de erradicacdo, a VOP teve um papel fundamental, tanto pela
facilidade de sua administracdo, favorecendo altas taxas de cobertura vacinal, bem
como pela maior disseminacdo do virus vacinal pela via fecal-oral (CARVALHO;
WECKX, 2006). Todavia, por ser geneticamente instavel, os poliovirus atenuados
presentes na VOP tém sido associados a alguns eventos adversos, tais como casos
de poliomielite associada ao virus vacinal ou poliomielite pos-vacinal (VAAP). Os
virus vacinais também podem sofrer mutacbes dando origem aos poliovirus
derivados da vacina (PVDV) (KEW et al, 2005).

A eficiéncia da erradicacédo global da poliomielite depende da vigilancia efetiva
de poliovirus nos casos clinicos de paralisias flacidas agudas (PFA). A vigilancia de
PFAs consiste na notificacdo e investigacdo cuidadosa dos casos, com coleta de
amostras de fezes de pacientes sintomaticos e seus contatos, quando necessario, e
na analise virologica das amostras em laboratorios credenciados a rede global de
laboratérios da OMS (HOVI, 2006). Sabe-se que apenas 1% dos individuos
infectados por poliovirus desenvolvem a paralisia (HOVI et al, 2012). Por esta razao,
a circulacdo de poliovirus selvagens e/ou PVDV pode ndo ser detectada devido a
existéncia de casos assintomaticos. Para suprir esta limitacdo, faz-se necesséria
uma vigilancia ambiental dos poliovirus.

Em 2010, a OMS incluiu, no Plano Estratégico da Iniciativa de Erradicacéo
Global da Pdlio 2010-2012, a vigilancia ambiental dos poliovirus como uma
ferramenta suplementar a vigilancia de casos de PFA (WHO, 2010). Dessa forma é
possivel monitorar a circulagcdo de poliovirus selvagens e/ou PVDV em amostras
ambientais supostamente contaminadas por fezes humanas, mesmo na auséncia de
casos de PFA (HOVI, 2006; HOVI et al, 2012).



24

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS POLIOVIRUS

Relatos antigos mostram que doencas causadas por enterovirus ja eram
conhecidas e haviam sido descritas antes mesmo de seus agentes virais terem sido
identificados (PALLANSCH; ROQOS, 2001).

A historia dos enterovirus estd extremamente relacionada com a histéria dos
poliovirus, visto que o estudo destes € um marco ndo somente para 0s estudos a
respeito do género Enterovirus, mas também para toda a virologia (PALLANSCH,;
ROOS, 2001, DA SILVA; AZEVEDO; COSTA, 2005)

Embora tenha sido caracterizado 50 anos ap0s a sua descoberta, o virus da
poliomielite foi o primeiro enterovirus a ser reconhecido e serviu como prototipo para
todos os outros virus (WIMMER et al, 1993; MELNICK, 1996).

A pesquisa envolvendo o poliovirus representou um impacto significativo na
virologia molecular. O poliovirus foi o primeiro virus a ser propagado em culturas de
linhagens de células e a ter seu genoma completamente clonado e sequenciado,
além de ter sido o primeiro virus a ter sua estrutura determinada por cristalografia
(PALLANSCH; ROOS, 2001).

1.1.1 Classificacao

Os poliovirus pertencem a ordem Picornavirales (pico=pequeno; rna= acido
ribonucleico), familia Picornaviridae e género Enterovirus (KNOWLES et al, 2012;
THE PICORNAVIRUS PAGE).

De acordo com a atual classificacdo taxondmica dos virus, oficializada em
2012 pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (International Committee on
Taxonomy of Viruses - ICTV), a familia Picornaviridae compreende 17 géneros:
Aphthovirus (4 espécies), Aquamavirus (1 espécie), Avihepatovirus (1 espécie),
Cardiovirus (2 espécies), Cosavirus (1 espécie), Dicipivirus (1 espécie), Enterovirus
(12 espécies), Erbovirus (1 espécie), Hepatovirus (1 espécie), Kobuvirus (3
espécies), Megrivirus (1 espécie), Parechovirus (2 espécies), Salivirus (1 espécie),
Sapelovirus (3 espécies), Senecavirus (1 espécie), Teschovirus (1 espécie) e
Tremovirus (1 espécie) (KNOWLES et al, 2012; INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Virologia
http://www.picornaviridae.com/aphthovirus/aphthovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/aquamavirus/aquamavirus.htm
http://www.picornaviridae.com/avihepatovirus/avihepatovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/cardiovirus/cardiovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/cosavirus/cosavirus.htm
http://www.picornaviridae.com/dicipivirus/dicipivirus.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/enterovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/erbovirus/erbovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/hepatovirus/hepatovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/kobuvirus/kobuvirus.htm
http://www.picornaviridae.com/megrivirus/megrivirus.htm
http://www.picornaviridae.com/parechovirus/parechovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/salivirus/salivirus.htm
http://www.picornaviridae.com/sapelovirus/sapelovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/senecavirus/senecavirus.htm
http://www.picornaviridae.com/teschovirus/teschovirus.htm
http://www.picornaviridae.com/tremovirus/tremovirus.htm
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O género Enterovirus esta subdividido em 12 espécies, de acordo com as
suas propriedades moleculares e antigénicas (KNOWLES et al, 2012;
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES; THE
PICORNAVIRUS PAGE). Inicialmente, foram denominados de acordo com a
identificacdo das espécies de hospedeiros nos quais foram primeiramente isolados.
Entretanto, podem ser isolados em outros hospedeiros e a maioria das espécies de
enterovirus que infectam humanos contém sorotipos isolados de primatas néo
humanos. Por esse motivo, na classificacdo atual das espécies de enterovirus, 0s
nomes dos hospedeiros foram retirados (THE PICORNAVIRUS PAGE).

As espécies de enterovirus que infectam o homem, anteriormente chamadas
de Human enterovirus A, Human enterovirus B, Human enterovirus C e Human
enterovirus D, receberam uma nova designacdo por apresentarem outros
hospedeiros, além do homem. Sdo agora designadas como, respectivamente:
Enterovirus A, Enterovirus B, Enterovirus C e Enterovirus D (KNOWLES et al, 2012;
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES; THE
PICORNAVIRUS PAGE). O Quadro 1 mostra a atual classificacdo dos enterovirus
gue infectam o homem, baseada na analise filogenética de diferentes genomas

virais.



Quadro 1 - Classificagcdo dos Enterovirus associados a infeccdes humanas baseada na andlise filogenética de diferentes
genomas virais.

Enterovirus A

Enterovirus B

Enterovirus C

Enterovirus D

Rinovirus A

Rinovirus B

Rinovirus C

Coxsackievirus

CV-A2 - A8
CV-Al10
CV-A12
CV-Al4
CV-Al6

Enterovirus
EV-A71
EV-A76
EV-A89 - A91
EV-114
EV-A119

Simian enterovirus

SV-19
SV-43
SV-49
EV-A92

Baboon enterovirus A-13

(BA-A13)

Coxsackievirus
CV-B1-B4

CV-B5 (incl. SVDV)

CV-B6
CV-A9

Echovirus
E-1 (incl. E-8)
E-2 - E-7

E-9 (incl. CV-A23)

E-11-E-21
E-24 - E-27
E-29 - E-33

Enterovirus
EV-B69

EV-B73 - B75
EV-B77 - B88
EV-B93

EV-B97 - B98
EV-B100 - B101
EV-B106 - B107
EV-B110

SA5

Poliovirus

PV-1
PV-2
PV-3

Coxsackievirus
CV-Al

CV-All
CV-A13
CV-Al17
CV-A19
CV-A20 - A22
CV-A24

EV-C95 - C96
EV-C99
EV-C102
EV-C104 - C105
EV-C109
EV-C113
EV-C116 - C118

Enterovirus

EV-D68
EV-D70
EV-D94
EV-D111
EV-D120

Rinovirus humano A
(HRV - A)

HRV-AL - A2
HRV-A7 - A13
HRV-A15 - A16
HRV-A18 - A25
HRV-A28 - A34

HRV-A36
HRV-A38 - A4l
HRV-A43 - A47
HRV-A49 - A51
HRV-A53 - A68
HRV-A71
HRV-A73 - A78
HRV-A80 - A82
HRV-A85
HRV-A88 - A90
HRV-A94 - A96
HRV-A98
HRV-A100 - A103

Rinovirus humano B

(HRV - B)

HRV-B3 - B6
HRV-B14
HRV-B17
HRV-B26 - B27
HRV-B35

HRV-B37
HRV-B42
HRV-B48
HRV-B52
HRV-B69 - B70
HRV-B72
HRV-B79
HRV-B83 - B84
HRV-B86
HRV-B91 - B93
HRV-B97
HRV-B99

Rinovirus humano C

(HRV - C)

HRV-C1 - C51

Fonte: INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES; THE PICORNAVIRUS PAGE.

CV- Coxsackievirus; EV- Enterovirus; SV- Simian enterovirus; BA- Baboon enterovirus; E- Echovirus; SA5- Simian enterovirus A5; PV- Poliovirus; HRV-A-

Rinovirus humano A; HRV-B- Rinovirus humano B; HRV-C- Rinovirus humano C; incl.- incluido.

9¢



27

1.1.2 Estrutura do genoma e biossintese viral

Os poliovirus séo virus pequenos, esféricos e ndo-envelopados, medindo
aproximadamente 30 nm de diametro (RACANIELLO, 2001; WIMMER; HELLEN;
CAO, 1993).

O genoma viral é composto de &cido ribonucleico (RNA) de fita simples,
polaridade positiva e peso molecular de 2,6 X10° Daltons (aproximadamente 7.500
nucleotideos). Apresenta uma cauda poli-A ligada covalentemente a regido 3’ nao-
codificante (3’NCR) e uma proteina (Virion protein genome linked - VPg) ligada a
regido 5’ ndo-codificante (5’NC) (NOMOTO; ARITA, 2002).

A regidao 5’NCR, com cerca de 740 nucleotideos (nt), precede a fase de
leitura aberta (Open Reading Frame - ORF). Nesta regido esta localizado o sitio de
entrada no ribossomo (International Ribosome Entry Site - IRES), responséavel por
direcionar a traducdo do RNA viral (WIMMER; HELLEN; CAO, 1993). O IRES
consiste em um elemento regulatério de 450-600 nt, contendo varios cédons de
iniciacdo AUG, onde se tem o inicio da traducdo do RNA viral (WIMMER; HELLEN;
CAO, 1993).

O RNA viral funciona como RNA mensageiro e codifica uma poliproteina, a
qgual é clivada em trés regides (P1, P2 e P3), para produzir as proteinas virais
(estruturais e ndo estruturais) importantes na replicacdo do virus. As clivagens séo
realizadas por proteinas codificadas pelo proprio virus, gerando diversos produtos
proteicos, como: proteases, RNA polimerases e as proteinas de capsideo
(RACANIELLO, 2001; DA SILVA; AZEVEDO; COSTA, 2005). A Figura 1 ilustra o

genoma dos poliovirus e o processamento da poliproteina.
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Figura 1 - Estrutura do genoma dos poliovirus e processamento da

poliproteina.

5-NCR | 3-NCR
<Proteinas do Capsideo» «——— Proteinas Ndo — Estruturais ——»

VPg -
, : 3
5 Regidio vanavel
Regido conservada l TRADUCAO EM POLIPROTEINA

Pll PZl . PZ’)l
— Na—— We——__
R el R E |

VPO VP3 VP1 2BC

Fonte: Adaptacdo de COSTA, 1999.

Esquema ilustrativo do genoma dos poliovirus. VPO, VP1, VP2, VP3 e VP4: proteinas
estruturais que compéem o capsideo viral. VPg: proteina viral G ligada a 5NCR. P1, P2, P3:
precursores proteicos. 2A, 2B, 2C, 3A, 3C, 3D: proteinas ndo estruturais (proteases e RNA
polimerase). 5’NCR: regido 5 nao-codificante. 3'NCR: regido 3’ nao-codificante. Parte
superior do esquema: RNA viral, com a proteina VPg ligada a terminagdo 5 do genoma e a
5'NCR; a regido codificadora de proteinas estruturais e ndo estruturais (VPO - 3D); 3NCR e o
terminal poliadenilado [A(n)]. Parte inferior do esquema: mostra a sequéncia de clivagens da
poliproteina. Poliproteina é dividida em trés segmentos: P1, P2 e P3, separadas por clivagem
nascente por duas proteinases virais 2A e 3C. Indicados produtos intermediarios e finais da
clivagem. Clivagem de VPO, separando em VP4 e VP2. Clivagens realizadas pelo 3C e seu
precursor 3CD.

Acondicionado dentro de um capsideo de simetria icosaédrica, o0 genoma

viral € composto de 60 subunidades idénticas (protdmeros), constituidas de quatro

polipeptideos ou proteinas estruturais, denominadas de VP1, VP2, VP3 e VP4, que

sdo produtos de reacdes proteoliticas do segmento P1 (RACANIELLO, 2001). Os

polipetideos VP1, VP2 e VP3, expostos na superficie do virion, apresentam

extensdes formando sitios antigénicos indutores de anticorpos neutralizantes.

O

polipeptideo VP4 fica internalizado e associado ao RNA viral (KITAMURA et al,

1981; WIMMER; HELLEN; CAO, 1993). A Figura 2 ilustra a disposicdo das

proteinas estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4 que formam o capsideo dos poliovirus.
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Figura 2 - Estrutura do capsideo viral e disposi¢cdo das proteinas estruturais.

Fonte: VIRALZONE EXPASY. Acesso em 21/02/2013.

Esquema ilustrativo da disposicdo das proteinas estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4 do
capsideo dos poliovirus. VP1, VP2, VP3 e VP4: proteinas estruturais do capsideo viral. VP1,
VP2 e VP3 estédo expostas na superficie externa do virion. VP4 esté internalizada associada
ao RNA viral.

O ciclo replicativo ocorre no citoplasma da célula do hospedeiro. Inicia-se no
momento em que ocorre a interacdo virus-célula, com a adsorcdo do virion a
receptores celulares especificos presentes na membrana plasmatica
(PALLANSCH; ROQS, 2001; RACANIELLO, 2001).

Apés a adsorcdo, o virus € entdo internalizado e tem seu capsideo
fragmentado. Apdés mudancas na estrutura do virion, o RNA viral € transferido para
o citosol, onde ocorre a sua replicacado. (RACANIELLO, 2001).

O RNA, agindo como RNA mensageiro (RNAm), é automaticamente
traduzido, sem interrupcdo, em uma unica poliproteina que, ainda no processo de
formacdo, é clivada autocataliticamente nos intermediarios P1, P2 e P3
(RACANIELLO, 2001). O processamento da poliproteina precursora € realizado
cotransducionalmente por reacdes intramoleculares (in cis), as quais sao
chamadas de clivagens primarias, seguidas pelo processamento secundario in cis
ou in trans (intermolecular). O evento inicial na sequéncia de clivagens é a
liberacdo do precursor P1 da poliproteina nascente pela protease 2A. A 2Apro é
liberada da poliproteina por clivagem cotransducional na sua terminacdo amino.

Esta clivagem é um pré-requisito para o processamento proteolitico da regido



30

precursora do capsideo. J& a 3Cpro é responsavel pela clivagem priméria entre 2C
e 3A, separando os segmentos P2 e P3, e pela maioria das clivagens secundérias
ocorridas nos intermediarios P1, P2 e P3. A forma precursora 3CDpro parece
catalisar eficientemente algumas clivagens ocorridas no segmento P1. O precursor
P1 é clivado para produzir, inicialmente, VPO, VP1 e VP3 e, finalmente, as quatro
proteinas estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4. Os segmentos P2 e P3 séo
processados para darem origem as proteinas ndo estruturais envolvidas no
processamento protéico (2Apro, 3Cpro, 3CDpro) e na replicacdo do genoma (2B,
2C, 3AB, 3BVPg, 3Dpol) (RACANIELLO, 2001).

A primeira etapa na replicacdo do RNA viral consiste em copiar 0 RNA
genbmico para formar uma fita complementar de polaridade negativa. Esta fita
serve de molde para sintese de novas fitas de polaridade positiva. A sintese da fita
complementar ¢é iniciada na extremidade 3'NC do genoma viral e utiliza a proteina
VPg como um iniciador. A partir de uma fita complementar de polaridade negativa,
varias fitas nascentes de RNA com polaridade positiva sao transcritas
simultaneamente pela RNA polimerase viral, formando o chamado intermediario
replicativo (RUECKERT, 1996; RACANIELLO, 2001; MURRAY; BARTON, 2003).

Ainda no inicio da replicacdo, parte do RNA positivo retorna ao citoplasma
para a traducdo de mais proteinas, enquanto outra parte permanece no reticulo
endoplasmatico liso para a formacao de mais centros de replicacédo de fita positiva.
Posteriormente, as fitas positivas de RNA sdo acumuladas até serem empacotadas
nos capsideos. As particulas completas séo liberadas pela desintegracao da célula
hospedeira (RUECKERT, 1996).

Similar ao que acontece em outros virus de RNA, a RNA polimerase
codificada pelo genoma viral ndo apresenta a propriedade de correcdo dos
nucleotideos inseridos erroneamente. Isto possibilita a acumulacdo de
substituicbes ou mutacdes com alta frequéncia durante a replicacdo viral
(ZURBRIGGEN et al, 2008). Estas mutacdes sdo categorizadas como sinénimas
ou nao-sindnimas. Mutacdes sindnimas ou silenciosas resultam na substituicdo de
um nucleotideo por outro, que leva a formacdo de um cddon diferente, que
continua, contudo, a codificar o aminoacido original, sem alteracdo na sequéncia
dos aminoacidos e na funcdo da proteina. As mutacBes nado-sinbnimas

caracterizam-se pela substituicdo de nucleotideos que resulta na formagdo de um
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novo codon que codifica um aminoacido diferente, alterando a estrutura primaria da
proteina formada (ALBERTS et al, 2004).

A duracdo completa do ciclo de replicagéo, desde a infeccdo até a liberacao
do virus, geralmente, varia de 5 a 10 horas, dependendo de alguns fatores, como:
pH, temperatura, sorotipo viral, dose infectante da particula viral e estado
nutricional da célula hospedeira (MOORE; MORENS, 1984). Em condi¢fes 6timas,
a biossintese viral é capaz de produzir de 25.000 a 100.000 particulas virais por
célula. Todavia, somente entre 0,1% e 10% sé&o infecciosas (RACANIELLO, 2001).

A Figura 3 ilustra o esquema do ciclo replicativo dos poliovirus.

Figura 3 - Ciclo replicativo dos poliovirus.
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1.1.3 Propriedades fisico-quimicas

Os poliovirus, por ndo serem envelopados, sao resistentes a cloroférmio e a
outros solventes orgéanicos, sendo relativamente estaveis em ambientes aquaticos
a temperatura ambiente. Quando adsorvidos a particulas sélidas no ambiente,
podem permanecer infecciosos por um periodo de até dois meses no esgoto
dependendo dos fatores que levam a sua inativacdo, como luz solar, alta
temperatura, pH extremo e outros fatores ambientais (BOTTIGER; HERRSTROM,
1992; POYRY; APOSTOL et al, 2012b; HOVI et al, 2012; STENVIK; HOVI, 1988
apud LODDER et al, 2012). Estes virus podem ser inativados por outros agentes
fisicos e quimicos, como: formaldeido a 0,3%; acidos fortes, cloro residual livre (0,3
a 0,5 ppm), HCI (0,1N) e calor (50°C/60 minutos), 0os quais proporcionam uma
rapida inativacdo. Os poliovirus resistem bem a enzimas proteolitcas, desinfetantes
de uso comum (etanol a 70%, isopropanol e sais de ambnio quaternario) e a
solventes organicos, como o e éter. Estes virus sdo estaveis, em culturas celulares,
por muitos anos a baixas temperaturas (-70 °C), por semanas quando a 4 °C e por
dias a temperatura ambiente (MOORE; MORENS, 1984; MELNICK, 1996).

1.1.4 Patogenia

A porta de entrada dos poliovirus € a via oral através do trato respiratorio
superior, mais especificamente a orofaringe, sendo a transmissao
predominantemente, por via fecal-oral, em paises em desenvolvimento, através de
agua e alimentos contaminados por fezes, ou por via oral-oral, por meio de
secrecdes de nasofaringe, nos paises desenvolvidos (PALLANSCH; ROOS, 2001).

O periodo de incubacao €, geralmente, de sete a 14 dias. Entretanto, pode
variar de trés a 35 dias (RACANIELLO, 2001). A mucosa intestinal e o trato
respiratério superior sdo os sitios da infeccdo primaria, com a disseminacéo
secundaria para o sistema nervoso central (SNC) e outros tecidos (OBERSTE;
PALLANSCH, 2003).

Apés sua entrada no hospedeiro, o virus sofre replicacdo primaria nas
mucosas da orofaringe, amidalas e do intestino (placas de Peyer). O virus pode ser

detectado nesses locais dentro de trés dias. A partir desses sitios primarios, o virus
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replica-se nos linfonodos cervicais e mesentéricos, causando uma viremia
transiente. A maioria das infecgdes naturais em humanos termina nesta etapa, com
sintomas caracteristicos de doenca abortiva. A replicacdo nestes sitios
secundarios leva a uma viremia secundaria, onde o virus pode ser detectado no
sangue (MOORE; MORENS, 1984). A partir deste momento, pode haver uma
disseminacdao sistémica, alcancando os tecidos do endotélio e medula éssea.

Uma vez presente na corrente sanguinea, o poliovirus pode alcancar o SNC,
a menos que um nivel de anticorpos neutralizantes seja suficientemente alto para
bloquear esse caminho (PALLANSCH; ROOS, 2001). A Figura 4 mostra a

patogénese dos poliovirus e de outros enterovirus ndo-pdlio.

Figura 4 - Patogénese dos Enterovirus.
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Fonte: MICROBIOLOGY AND IMMUNOLOGY ON-LINE. Adaptado por Costa (1999). Acesso em:
23/02/2013.

A principal via de transmisséo é a via fecal-oral, por ingestdo ou a via respiratdria, por contato com
aerossois. H4 uma rdpida multiplicacdo na orofaringe, seguida de uma replicacdo nas placas de
Peyer, com excrecao de virus nas fezes. Pode alcancar a corrente sanguinea (viremia primaria).
Posteriormente, pode alcangar os tecidos alvos (viremia secundaria).

Ao alcancar o SNC, o poliovirus replica-se no interior dos neurénios motores,

levando a um quadro clinico de paresia, ou seja, paralisia incompleta ou reducgéo
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dos movimentos de um ou mais membros inferiores. A intensidade do quadro
clinico depende do numero de neurdnios motores atingidos. Os primeiros sinais de
paresia, geralmente, aparecem quando h&d uma destruicdo de cerca de 60% dos
neurdnios correspondentes a um determinado grupamento muscular.

A proliferagcdo do virus pode ser inibida pela resposta imunolégica do
individuo infectado e alguns neurdnios incialmente agredidos podem ter suas
funcdes recuperadas. Esse fato explicaria a regressdo observada em alguns
individuos do quadro de paresias, na fase pdés-febril imediata e até seis meses
apos a fase aguda (DIAMENT; KOK, 1991).

As manifestacBes clinicas das infeccbes por poliovirus sdo variadas e
podem ser descritas em quatro grupos:

e Doenca assintomatica ou infeccédo inaparente (>90%-95% dos casos) 0
individuo infectado é assintomatico. A infeccdo restringe-se a faringe e ao
intestino. Portanto, os virus podem ser encontrados nas fezes e/ou na
garganta;

e “Doenca abortiva” ou “doenga menor” (4%-8% dos casos) - pode incluir
febre, nauseas, vomitos, infeccdo respiratoria semelhante a gripe, porém
sem complicacdes sérias;

e Meningite asséptica ou poliomielite ndo paralitica (1%-2% dos casos) -
além dos sintomas inicias da doenca menor, ocorre invasao do virus do
SNC, ocasionando inflamacdo das meninges do cérebro, com dores de
cabeca fortes, sinais de rigidez de nuca e espasmos musculares, porém
sem danos significativos nos neurdnios;

e Poliomielite paralitica (0,1%-2% dos casos) - representa a forma mais
grave da doenca e, geralmente, surge trés a quatro dias apés
desaparecerem os sintomas semelhantes a forma abortiva. Ocorre devido
a danos nos neurdnios motores da medula espinhal e do cértex motor do
cérebro. Caracteriza-se por um quadro de paresia, quando sao afetados
apenas um grupamento de musculos ou de paralisia flacida, quando os
musculos afetados perdem sua funcdo e os membros tornam-se frouxos e
sem vida. Esse quadro de paralisia flacida aguda é caracteristico da
poliomielite espinhal. Uma forma ainda mais grave € a poliomielite bulbar,

gue se caracteriza pela perda dos movimentos respiratorios, em funcao
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da destruicdo dos neurdnios do bulbo do tronco encefalico. Existe ainda a

poliomielite bulbo-espinhal quando ambas as regibes sédo comprometidas.

1.2 ENTEROVIRUS NAO-POLIO

Os enterovirus frequentemente infectam o SNC e induzem a doencas
neuroldgicas, como €& o caso da poliomielite. Entretanto, também tém sido
associados a outras doengas humanas, incluindo miocardite (KLINGEL et al, 1992);
pancreatite (RAMSINGH, 2008); miopatia inflamatéria crénica (TAM; MESSNER,
1999); infeccdes respiratérias (MOORE; MORENS, 1984; CHONMAITREE; MANN,
1995); herpangina (MOORE; MORENS, 1984; MELNICK, 1996); pleurodinia
(DALLDORF; MELNICK, 1965; PALLANSCH; ROOS, 2001); doencas
exantematicas (MOORE; MORENS, 1984; MELNICK, 1996; DA SILVA et al, 2005);
doenca febril aguda inespecifica (PALLANSCH; ROOS, 2001; DA SILVA et al,
2005); conjuntivites (YAMAZAKI; OISHI; MINEKAWA, 1995; DA SILVA et al, 2005)
e, como dito anteriormente, paralisias ndo associadas a poliovirus (MOORE;
MORENS, 1984).

Em virtude da iniciativa de erradicacdo global da poliomielite com intensas
campanhas de imunizacdo, houve uma reducdo acentuada nos casos de PFA
causados por poliovirus. Contudo, casos de PFA ndo associados a poliovirus e
outros agravos que acometem o SNC foram observados. Abriu-se, portanto, um
novo campo para o estudo de outros enterovirus considerados nao-polio (EVNP),
associados a surtos e epidemias em diversas localidades do mundo (SILVA,;
WINKLER; PALLANSCH, 1996). EVNP tém como alvo o SNC e sao responsaveis
por diversas manifestacfes clinicas, incluindo encefalites e meningites (MICHOS et
al, 2007).

Sendo assim, € importante identificar o sorotipo de EVNP circulante para o
entendimento da epidemiologia da infeccéo do virus na populacdo (APOSTOL et al,
2012a). Torna-se possivel, dessa forma, investigar a diversidade de virus co-
circulantes; determinar a correlacdo entre dados celulares e bioquimicos durante
uma infeccao; além de ser possivel relacionar o tipo de sintomas clinicos com o
sorotipo de enterovirus, incluindo investigacdo viral de vias de transmissdo em

épocas de surtos. Além disso, a caracterizagdo dos enterovirus é de extrema
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importadncia para distinguir as infec¢cdes provocadas por poliovirus daquelas

provocadas por

EVNP no contexto da erradicacdo global

da poliomielite

(ITURRIZA-GOMARA:; MEGSON; GRAY, 2006).

O Quadro 2 mostra algumas manifestacées clinicas mais comuns causadas

por EVNP.

Quadro 2 -Manifestagdes clinicas mais comuns causadas por enterovirus

nao-poélio.

MANIFESTACOES CLINICAS

PRINCIPAIS SOROTIPOS
IDENTIFICADOS

Conjuntivite

EV-70; CV-A24; -A9; -A10; -A16; CV-B5; E-1,
E-4; E-6; E-7; E -9; E-16 e E-20. *¢

Doengas exantematicas

EV-A71; CV-Al6; -A6; -A7; -A10; -Al14; E-9; E-
16. b,e,h,k

Doenca febril aguda inespecifica

CV: E: EV. "

CV-B5; E- 4; E-6; E-9; E-11; E-30; EV 71; CV do

Encefalite grupo A. ©°
. CV-A2; -A4; -A5; -A6; -A10; CV do grupo B;
Herpangina E beik

InfeccBes respiratérias

CV-A2; -A4; A5; -A6; -Al10; CV-B1,; -B2; -B3; -
B5; E-9; E-18; E-20 e E-30. *®

Meningites

CV-B5; E- 4; E-6; E-9; E-11; E-30; EV 71; CV do
grupo A. “°

Miopericardite

CV do grupo B. "

Paralisias flacidas agudas

CV-AT7; EV-A71, EV-A76, EV-A89, EV-A90, EV-
AQ1,Phak

Pleurodinia

CV-B3: -B5. '

Infec¢Bes neonatais

CV do grupo B; E, particularmente, E-11. °

CV- Coxsackievirus; E- Echovirus; EV- Enterovirus.
2 DALLDORF; MELNICK, 1965
® MOORE: MORENS, 1984.
°ROTBART, 1995.

4 YAMAZAKI, 1995.

® MELNICK, 1996.
"PALLANSCH; ROOS, 2001.

9 DA SILVA et al, 2005.
"YANG et al, 2011.
'BLOMQVIST et al, 2010.
IHSU et al, 2011.
KYAMAYOSHI et al, 2012.
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1.3 POLIOMIELITE

A palavra “poliomielite” vem do grego. “Polio” significa cinza; “mielos”, medula,
indicando a medula espinhal e o sufixo “ite”, inflamagao. Portanto, € uma doenca
inflamatdria aguda, resultante da destruicdo dos neurdnios motores localizados no

corno anterior ou coluna cinzenta da medula espinhal (Figura 5).

Figura 5 - Estrutura anatdomica ilustrativa de corte transversal da medula
espinhal.
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Fonte: Adaptado de ANATOMIA E FISIOLOGIA HUMANAS. Acesso em: 13/02/2013.
Esquema ilustrativo de um corte transversal da medula espinhal, mostrando a atrofia e
paralisacdo de um musculo em fungéo da destruicdo do neurénio motor, localizado no corno
anterior ou coluna cinzenta da medula espinhal.

Acredita-se que a poliomielite seja uma doenca que acometa o homem
desde a antiguidade. Talvez o relato mais antigo seja de uma figura egipcia de
1350 a.C., retratando um jovem com uma tipica paralisia flacida assimétrica e
atrofia da perna. As primeiras descri¢cdes clinicas da poliomielite foram feitas entre
os séculos XVII e XVIII (WORLD AND HEALTH ORGANIZATION).

Somente 1% dos individuos infectados por poliovirus € sintomatico. Todavia,
mesmo individuos assintomaticos excretam o virus por algumas semanas,
podendo, portanto, transmitir a infec¢do a outros individuos suscetiveis (WORLD
AND HEALTH ORGANIZATION).

O efeito dos poliovirus na medula espinhal leva a manifestacéo classica da

paralisia. O déficit motor instala-se subitamente e a evolu¢cdo dessa manifestacéo,
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frequentemente, ndo ultrapassa trés dias. Acomete, em geral, os membros
inferiores, de forma assimétrica, tendo como principal caracteristica a flacidez
muscular, com sensibilidade conservada e arreflexia no segmento atingido,
sinalizando uma paralisia flacida aguda (PFA) (MOORE; MORENS, 1984; MODLIN,
1995).

O risco de infeccdo esta diretamente relacionado a baixas condi¢cdes
sanitarias e de higiene, assim como, ao aumento do numero de individuos
suscetiveis em populacbes vacinadas inadequadamente (KHODAEI et al, 2008).
Em regibes onde as condicdes sanitarias sdo precéarias, a transmissdo de
poliovirus se da, principalmente, via fecal-oral, enquanto que, a via oral-oral
representa a forma de transmissdo em paises desenvolvidos ou em regiées com
condicles sanitarias adequadas (KEW et al, 2005).

A primeira vacina contra a poliomielite foi desenvolvida por Jonas Salk, no
inicio da década de 1950. A vacina era composta de poliovirus inativados
artificialmente e foi considerada eficaz na reducéo drastica dos casos clinicos de
poliomielite em paises em que foi empregada (SCHATZMAYR et al, 2002).

A vacina Salk, também conhecida como vacina inativada contra a
poliomielite (VIP), comecou a ser utilizada no Brasil a partir de 1955. Entretanto, em
funcdo do seu alto custo e dificuldades operacionais na sua aplicacdo em larga
escala, foi usada apenas em amplitudes bem reduzidas (SCHATZMAYR et al,
2002). Por sua vez, em 1962, Albert Sabin e seus colaboradores criaram a vacina
VOP, a partir de virus atenuados (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 1996).

As vacinas de Salk e Sabin conduziram a um declinio acentuado da doenca
nos paises mais desenvolvidos, logo nos primeiros anos de administracdo. Este
declinio, também foi sentido nos paises menos desenvolvidos. Contudo, ocorreu
mais lentamente (PRESCOTT,; HARLEY; KLEIN, 1996). A partir desse momento,
foram desenvolvidas varias campanhas mundiais, pela OMS, desencadeadas em
1988, com o objetivo de erradicar a doenca por todo 0 mundo (MOORE; MORENS,
1984; MODLIN, 1995).

Como mencionado anteriormente, a poliomielite é altamente contagiosa. Em
regides endémicas, muitas criancas sao infectadas ainda no primeiro ano de vida
Sabin (SUTTER; KEW; COCHI, 2004 apud KEW et al, 2005).
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Em regifes de climas temperados, a transmissdo de poliovirus € altamente
sazonal, com picos de transmissdo no ver&o e no outono e redugao no inverno. Em
regides de climas tropicais, a transmisséo de poliovirus ocorre durante todo o ano,
embora possam ser observados alguns picos sazonais (MINOR, 2004; KEW et al,
2005).

1.3.1 Poliomielite no Brasil

O Brasil recebeu da Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS), em 29
de setembro de 1994, o certificado de interrupcdo da transmissao dos virus
selvagens da poliomielite (SCHATZMAYR et al, 2002).

A primeira descricdo de um surto, no Brasil, foi no ano de 1911, no Rio de
Janeiro. Em 1917, houve descricdo de outro surto em Vila Americana, estado de
S&o0 Paulo (CAMPOS; NASCIMENTO; MARANHAO, 2003). Entretanto, ja no final
do século XIX, havia referéncias a casos esporadicos da doenca (SCHATZMAYR
et al, 2002; CAMPOS; NASCIMENTO; MARANHAO, 2003).

Em 1953, ocorreu no Rio de Janeiro, a maior epidemia até entdo registrada
no pais (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1988 apud CAMPOS; NASCIMENTO;
MARANHAO, 2003).

Em 1961, o Ministério da Saude adotou oficialmente a VOP dando inicio a
vacinacles sistematicas contra a poliomielite. Inicialmente, num plano-piloto de
vacinacao, na cidade de Petropolis no Rio de Janeiro, foi utilizada apenas a vacina
monovalente, contendo o sorotipo 1, seguida de duas doses trivalentes (sorotipos
1, 2 e 3) (SCHATZMAYR et al, 2002; CAMPOS; NASCIMENTO; MARANHAO,
2003). Posteriormente, este esquema de vacinacdo néo foi adotado. Preferiu-se,
contudo, utilizar apenas vacinas trivalentes. O governo federal adquiriu trés milhdes
de doses da VOP para ampliar a campanha de vacinacdo (CAMPOS;
NASCIMENTO; MARANHAO, 2003).

A campanha foi estendida a todo o pais, com programas de imunizacao
incluindo véarias capitais brasileiras (CAMPOS; NASCIMENTO; MARANHAO,
2003). No entanto, os programas nhao tiveram a abrangéncia e a continuidade

necessarias para o controle da doenca. O resultado foi a permanéncia da
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poliomielite como um importante problema de salude publica no pais (MEILMAN,
1988 apud SCHATZMAYR et al, 2002).

Em 1960, outra tecnologia de fundamental importancia para o controle da
poliomielite foi implantada no Brasil: a introducdo da técnica de diagndstico
laboratorial do poliovirus (SCHATZMAYR et al, 2002; CAMPOS; NASCIMENTO;
MARANHAO, 2003).

Em 1971, o Ministério da Saude elaborou o Plano Nacional de Controle da
Poliomielite. Este plano estabelecia a vacinacdo em massa da populagdo infantil,
aplicando-se trés doses da vacina oral atenuada contra a poliomielite trivalente
(tvOP), com intervalos de seis a oito meses entre cada uma delas (SCHATZMAYR
et al, 2002). Em 1973, foi implementado o Programa Nacional de Imunizagéo (PNI).
O PNI incluia a proposta de reduzir a morbidade e mortalidade por doencas
evitaveis por imunizacdo. Foi introduzida a multivacinacdo, principalmente com
inclusdo da vacina de sarampo como estratégia de campanhas. Entretanto, a
estratégia da campanha foi abandonada, em 1974, priorizando-se a vacinacao de
rotina pela rede basica de satide (CAMPOS; NASCIMENTO; MARANHAO, 2003).

Em 1975, foi implantando o Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica,
incluindo a da poliomielite. Estabeleceram-se normas técnicas referentes a
notificacdo, investigacdo dos casos, confirmacdo laboratorial e avaliagcdo de
sequelas dos casos e investigacdo epidemiolégica em ambito nacional.
Estabeleceu-se um novo plano de acdo para o periodo de 1980 a 1984 (RISI,
1984). Criaram-se dois dias de vacinacdo em massa, empregando-se a VOP, a fim
de se alcancar alta cobertura vacinal em todas as regifes brasileiras em um Unico
dia e, dessa forma, interromper a circulacéo do virus selvagem, pela disseminacéo
do virus vacinal em todo pais.

De 1980 a 1983, as coberturas vacinais atingiram cerca de 100% das
criancas até cinco anos, levando a uma diminuicdo do niamero de casos, de 2.564
em 1979 para 45 em 1983 (BRASIL, 2003). Entretanto, talvez por acreditar-se que
a poliomielite ja havia sido controlada definitivamente, houve uma queda no
percentual de cobertura vacinal entre 1984 e 1986. Consequentemente, 0 numero
de casos voltou a elevar-se para 142, em 1984; 329 casos em 1985 e 612, em
1986 (SCHATZMAYR et al, 2002).
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Nos anos seguintes, ainda foram observados casos no Nordeste, sobretudo
em areas urbanas com baixo nivel de saneamento béasico. Em 1989, foram
notificados, finalmente, os trés Ultimos casos causados por poliovirus selvagens,
nos estados do Rio Grande do Norte e da Paraiba. O ultimo caso de poliomielite no
Brasil causado pelo virus selvagem ocorreu no municipio de Sousa, na Paraiba
(1989). Nas Américas, o ultimo caso ocorreu no Peru, em 1991 (SCHATZMAYR et
al, 2002).

A estratégia dos dias nacionais de vacinacdo alcancou reconhecimento
publico, sendo até hoje implementada sistematicamente no Brasil. Inclusive,
adquiriu dimenséo internacional, ao ser recomendada pela OPAS como modelo na
proposta de interrupcdo da transmissdo do poliovirus selvagem na regido das
Américas (CAMPOS; NASCIMENTO; MARANHAO, 2003).

1.4 VACINAS CONTRA A POLIOMIELITE

Embora estudos mostrem que outras vacinas tém sido desenhadas contra
alguns EVNP, o poliovirus ainda representa o Unico enterovirus contra o qual existe
vacina disponivel (RHOADES et al, 2011).

Duas diferentes vacinas foram desenvolvidas contra a poliomielite, a VIP de
Jonas Salk e Younger (PLOTKIN; VIDOR, 2004 apud KEW et al, 2005) e a VOP de
Albert Sabin (SUTTER; KEW; COCHI, 2004 apud KEW et al, 2005). Ambas tém um
papel importante no controle da doenca no mundo, sendo consideradas seguras e
eficazes na inducdo de resposta humoral, cada qual com suas vantagens e
desvantagens (PAUL, 1971; ROBBINS, 2004 apud KEW et al, 2005).

1.4.1 Vacina inativada contra a poliomielite (VIP)

A VIP foi a primeira vacina contra a poliomielite a ser licenciada em 1955.
Sua aplicacdo se da via intramuscular, podendo também ser aplicada via
subcutanea. Requer, portanto, o uso de agulhas e seringas estéreis, além de

profissionais treinados para sua aplicacao.
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Estudos mostram que a VIP tem sido eficaz tanto em programas de
vacinacdo em paises industrializados quanto naqueles em desenvolvimento
(ROBERTSON, et al, 1988; JOHN, 1992; ALEXANDER, 2004 apud OKAYASU,
2011). Atualmente, sessenta paises industrializados utilizam, em seus programas
de vacinacdo, somente a VIP ou uma sequéncia combinada de VOP/VIP
(OKAYASU, 2011).

Em relacdo a indugcdo de resposta imune, tem se mostrado altamente
eficiente na inducdo de niveis adequados de anticorpos séricos, conferindo
imunidade humoral (FADEN, 1990; DAYAN, 2007; OKAYASU, 2011). Entretanto, é
menos eficiente que a VOP na estimulagdo de resposta imune de mucosa
(OKAYASU, 2011).

Por ser menos eficiente na inducéo de resposta imune da mucosa intestinal,
0 uso de VIP permite a excrecao de poliovirus selvagem por pessoas vacinadas.
Embora possuam anticorpos protetores, essas pessoas, quando em contato com o
virus selvagem, mesmo sem desenvolverem a doenca, podem servir de fonte de
infeccdo para outras pessoas suscetiveis, uma vez que nao ha barreiras para a
replicacéo destes virus em seu trato intestinal (MOORE; MORENS, 1984; MODLIN,
1995; MELNICK, 1996).

1.4.2 Vacina oral atenuada contra poliomielite (VOP)

A VOP consiste de cepas de poliovirus atenuados (cepas Sabin) dos trés
sorotipos de poliovirus. Foi desenvolvida por Albert Sabin, em 1961 e licenciada
para uso em 1961 e 1962 (MINOR, 2004; KEW et al, 2005; OKAYASU, 2011).

VOP monovalente foi licenciada para uso em 1961 e 1962 nos Estados
Unidos. Em 1964, a tVOP e foi introduzida, permanecendo como a uUnica
formulacdo disponivel nos programas de erradicacdo da poliomielite da OMS até
2005. Posteriormente, foi reintroduzida a formulacdo monovalente para ser usada
em casos de surtos. Em 2009, foi liberada a formulacéo bivalente (WHO, 2009).

A tVOP, responsavel pela drastica reducdo do numero de casos de
poliomielite, € formulada a partir de uma concentracdo minima estabelecida para
cada um dos componentes da vacina. Para os sorotipos 1, 2 e 3 sao utilizadas

concentracdes de virus de 10°°, 10*° e 102 de dose infectante em 50% de cultura
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de células (TCIDsp), respectivamente. As diferentes concentracbes de cada
sorotipo na mesma vacina trivalente representam um balanco na formulacéo,
levando-se em consideracao a replicacdo mais eficiente do poliovirus atenuado tipo
2 no trato gastrointestinal. Caso o virus tipo 2 seja dado na mesma concentragao
dos tipos 1 e 3, havera interferéncia na replicacdo desses dois Ultimos sorotipos
(MODLIN, 1995; WHO, 1998).

A VOP induz a uma boa resposta imune humoral e de mucosa e provou ser
uma vacina muito eficaz na interrupcdo da transmissao de poliovirus selvagens
(KEW et al, 2005).

Neste processo de erradicacdo, a VOP teve um papel fundamental, tanto
pela facilidade de sua administragéo, favorecendo altas taxas de cobertura vacinal,
bem como pela maior disseminacdo do virus vacinal pela via fecal-oral
(CARVALHO; WECKX, 2006). Todavia, por ser geneticamente instavel, a VOP tem
sido associada a alguns eventos adversos, como: pode ocasionar casos de
poliomielite associada ao virus vacinal ou poliomielite pés-vacinal (VAAP) e pode

originar poliovirus derivados da vacina (PVDV) (KEW et al, 2005).

1.4.2.1 Poliomielite associada ao virus vacinal (VAAP)

Um evento adverso associado ao uso da VOP é a poliomielite associada ao
virus vacinal ou poliomielite pos-vacinal (VAAP), a qual é clinicamente semelhante
a poliomielite causada por poliovirus selvagens (KEW et al, 2005).

Os virus atenuados presentes na VOP sao passiveis de sofrerem mutacgdes.
Algumas cepas excretadas por individuos vacinados, particularmente as dos
sorotipos 2 e 3, podem sofrer mutacfes nao-sindnimas e originar subpopulacdes
com reversao ao fendtipo neurovirulento (MELNICK, 1996; RACANIELLO, 2001).
Cada evento de reversdo parece ocorrer no trato gastrointestinal de muitos
individuos imunizados com vacinas constituidas de cepas Sabin (MARTINEZ et al,
2004). Em raros casos, individuos vacinados e seus contactantes mais proximos
podem desenvolver a VAAP (MINOR, 2004; KEW et al, 2005).
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1.4.2.2 Poliovirus derivados da vacina (PVDV)

Como mencionado anteriormente, durante replicacbes no intestino do
individuo vacinado, as cepas atenuadas (Sabin) podem sofrer mutacfes resultando
na reversao ao fendtipo neurovirulento, originando poliovirus derivados da vacina
(PVDV), capazes de causar paralisia e, a0 mesmo tempo, manterem-se circulantes
na populacdo (KEW et al, 2005; DOWDLE; KEW, 2006; DEDEPSIDIS et al, 2007,
PLIAKA et al, 2011; CHATTERJEE et al, 2013).

Todos os poliovirus isolados sao submetidos a ensaios para diferenciacéo
intratipica (ITD). Os resultados nos ensaios ITD considerados “ndo Sabin like” sdo
classificados como poliovirus selvagens; os resultados “Sabin like” sao
classificados como virus vacinais. Posteriormente, sugere-se 0 sequenciamento
completo da regido que codifica a VP1 das amostras consideradas “Sabin like ou
‘ndo Sabin like” e daquelas com resultados discordantes. Em seguida, as
sequéncias sao analisadas quanto ao numero de mutacdes encontradas de acordo
com critérios definidos pela OMS (WHO, 2004; BLOMQVIST et al, 2012).

A presenca de 1% ou mais de divergéncia na sequéncia de nucleotideos da
regido VP1 do genoma viral classifica os tipos 1 e 3 como PVDV. Enquanto que,
diferencas de seis ou mais nucleotideos (0,6%) classifica o tipo 2 como um PVDV.
Se apresentar menos de 1% de divergéncia, o virus € considerado “Sabin like”
(BLOMQVIST et al, 2012). Essa demarcacdo de 1% de diferenca na sequéncia
nucleotidica de VP1 indica que a replicacdo do virus vacinal tenha ocorrido ha
aproximadamente um ano (KEW et al, 2005).

Os PVDVs estéo classificados em trés categorias distintas: (1) poliovirus
derivados da vacina circulantes (cPVDV) - associados a transmissao sustentada de
pessoa a pessoa com capacidade de extensa circulagdo nas comunidades e
causadores de surtos de poliomielite semelhantes aqueles causados pelos
poliovirus selvagens; (2) poliovirus derivados da vacina relacionados a
imunodeficiéncia (iPVDVs) - isolados de pacientes com imunodeficiéncia primaria,
0S quais apresentam uma excrecao prolongada do virus, apds a exposicdo a VOP
e, (3) poliovirus derivados da vacina ambiguos (aPVDVs) - isolados de pacientes
imunocompetentes, ndo associados a surtos ou isolados de amostras ambientais
de origem desconhecida (DOWDLE; KEW, 2006).
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Se uma populacdo € sub-imunizada, o virus vacinal pode continuar
circulando por um longo periodo de tempo. Os cPVDV ocorrem quando as
atividades de imunizacdo suplementares ou de rotina sdo precariamente
conduzidas e a populacdo torna-se suscetivel aos PVDVs ou ao poliovirus
selvagem. Dessa forma, o problema ndo estd no uso da VOP e sim na baixa
cobertura vacinal. Se uma populacdo for imunizada de forma eficiente, estara
protegida ndo somente contra o poliovirus selvagem como os PVDVs (GLOBAL
POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2011d).

A existéncia de cPVDV foi descoberta em 2000, durante um surto da llha de
Hispaniola. Vinte e um casos de paralisia foram investigados causados pelo
sorotipo 1. Em seguida, foram relatados surtos semelhantes nas Filipinas, 2001,
Egito, Madagascar, China, Camboja, Mianmar, Indonésia e Nigéria (KEW et al,
2005; MMWR, 2009; GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013c). Desde
entdo, um ou mais surtos tém sido relatados por ano, casos isolados de paralisia
atribuidos a cPVDV tém ocorrido em individuos saudaveis e imunodeficientes, além
de PVDVs nao associados a doenca terem sido detectados no ambiente (MODLIN,
2010). A Figura 6 mostra a distribuicdo geografica da circulagdo de cPVDV de
2000 a 2013.
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Figura 6 - Distribuicdo geogréfica da circulagdo de cPVDV entre 2000 e 2013.

cVDPV type 1° Most recent transmission chain
Coutsy 200012001Izoozlzooal2004|2005|2006|2007[2009[2009'201o|2011|2012|2013 First case | Most recent | Duration
case in weeks
Mozambique 2 10-Feb-11| 02-Jun-11 16
Myanmar 1 4 30-Apr07 | 06Dec-07 31
Indonesia 46 ‘ | 09-Jul-05 26-Oct-05 15
China 2 ‘ | 13-Jun-04 11-Now-04 21
Philippines 3 ‘ | 15Mar0t] 26-Jul-01 19
DOR/Haiti 12 | 9 12-Jul-00 | 12-ul-01 52
Total type 1 P S o o o T e o o O T P - )
cVDPV type 2* Most recent transmission chain
oy 2000]200120on2003Eooi|ﬁzoﬂzooelzooj 2008 200ﬂ20%0n|2012|2013 First case | ™ = recent | Duration
case in weeks
Pakistan | | | ‘ | | 16 3 |30-Aug-12 10-Apr-13 a1
Afghanistan i | S | T T 57 9 3 |10duni0o  13-Mar-13| 1a3
Chad IR R I N | I O O 12 1 |15-Aug-12.  D4-Feb-13| 24
Somalia ' | I TvT e[ v [ 9 1 1 |18Aug09 09-Jan-13| 177
Nigeria | | | [ [ 3|22 71|66 154]| 27 | 34 [ 8 | 02-Jul-05  24-Nov-12| 286
Kenya N T ] T | 1T 1 [ 3 18Apr-12. 25-Jun-12| 9
DRCongo [ T T 1T T T 1 1] 5] ]|7] 04Nov-11  04-Apr-12| 21
Niger ' | , A A EdEEEN 11Now11| 11-Nov-11]| =1
Yemen N = - 1 | [ s | Josapr11| 050ct-11] 25
India _ v _ , A . 15 | 2 | v 19-0ct-00| 18-Jan-10| 13
Ethiopia 3 1 04-Oct.08 16-Feb-09 10
Madagascar 1| 4 3 26-Jun-05 13-Jul-05 2
Totaltype2 [ 0 "1 [ 4 | 0 T 0 "6 2a "71 "83 "183755 "65 66 ” 8
) b ' ) ) 4 i ci/Di?VAtype é,' i 3 ) ' ) Most recent transmission chain
Gourkoyy 2000]2001 Izoozlzooel2004‘2005[2006'2007'2003|2009I201o|2011|2o12l2013 First case| Most recent | Duration
case in weeks
Yemen | | | | | | | 2 27-Apr-12 | 24-Aug-12 17
Ethiopia | | . 1 ] | 27-Apr-09 | 1734ay-10 55
Cambodia ' [ |1 1 ' ' ' 26 Nov.0s5 | 15-Jan-06 7
Total type 3 O 0 T L T L O T 0 O 0 ) L I i )

Fonte: GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013c. Disponivel em: <
http://www.polioeradication.org/Dataandmonitoring/Poliothisweek/Circulatingvaccinederivedpolioviru

s.aspx>. Acesso em: 28/05/2013.

cVDPV - cPVDV. Country - pais. Type - tipo. Most recent transmission chain - cadeia de
transmissdo mais recente. First case - primeiro caso. Most recent case - caso mais recente.
Duration in weeks - duracdo em semanas. Distribuicdo geografica de cPVDV. cPVDV esta
associado com dois ou mais casos de PFA. Casos em Niger/2006; em Niger/2009; em Niger 2010/
no Chade/2010 estéo ligados ao surto na Nigéria. Casos no Quénia/2012 estdo ligados ao surto na
Somadlia. PVDV tipo 2 - casos com diferenca nucleotidica em seis ou mais nucleotideos na regido
VP1 comparado a cepa Sabin 2. PVDV tipos 1 e 3 - casos com diferenca nucleotidica em dez ou
mais nucleotideos na regido VP1 comparado as cepas Sabin 1 e 3. ** Caso de cPVDV devido a
importacao.

1.5 PROGRAMA DE ERRADICACAO GLOBAL DA POLIOMIELITE

Nos estudos em saude publica, existem definicdes diferentes para os termos
erradicacdo e eliminacdo de uma doenca. Erradicacdo significa a interrupcéo
permanente da circulacdo de seu agente etiolégico ou de seu vetor em escala
mundial sendo, portanto, impossivel a sua reintroducéo e totalmente desnecessaria
a manutencao de quaisquer medidas de prevencao (DOWDLE, 1998; WHO, 1998;
WALDMAN; SILVA; MONTEIRO, 1999). Por outro lado, a eliminacdo de uma


http://www.polioeradication.org/Dataandmonitoring/Poliothisweek/Circulatingvaccinederivedpoliovirus.aspx
http://www.polioeradication.org/Dataandmonitoring/Poliothisweek/Circulatingvaccinederivedpoliovirus.aspx
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doenca é definida como a interrup¢cdo de sua transmissdo em uma limitada &rea
geogréfica, com riscos de reintroducao, por falha na utilizacdo dos instrumentos de
controle ou, simplesmente, pela modificacdo do seu comportamento (WALDMAN;
SILVA; MONTEIRO, 1999).

A primeira e Unica doenca infectocontagiosa erradicada com sucesso foi a
variola. Em 1980, a Assembleia Mundial da Saude da OMS anunciou a sua
erradicagdo em escala mundial (FENNER, 1988 apud NOMOTO; ARITA, 2002).
Desde entdo, abriu-se caminho para novos desafios com o intuito de erradicar
outras doengas imunopreveniveis. A fim de alcancar esse objetivo, a OMS
estabeleceu o Programa Ampliado de Imunizagdes (PAI), que tinha como alvo seis
doencas infecciosas, incluindo a poliomielite e o sarampo (KEW et al, 2005).

Em 1985, a OPAS deu inicio ao Programa Regional de Imunizacgfes a fim de
eliminar a transmissao de poliovirus selvagem na regido das Américas até o ano de
1990. Com o uso da VOP em dias nacionais de imunizacdo e com intensas
atividades de vigilancia, foi possivel alcangcar uma reducdo da incidéncia da
poliomielite (PAHO, 1985; MMWR, 1992; KEW et al, 2005).

Com base no sucesso deste programa na regido das Ameéricas e nos altos
niveis de imunizacéo alcancados pelo PAI, a 412 Assembleia Mundial da Saude da
OMS iniciou, em 1988, um programa denominado Iniciativa de Erradicacdo Global
da Polio (Global Polio Eradication Initiative, GPEI), com o propdsito de erradicar
globalmente a poliomielite até o ano 2000 (WHO, 1988).

Para alcancar esse objetivo, foram estabelecidas quatro estratégias a serem
cumpridas por todos os paises que adotaram o programa, como: manutencdo de
rotina de imunizacdo com alta cobertura; dias nacionais de imunizacao; sistema de
vigilancia das PFA e atividades rapidas de imunizacdo em resposta a epidemias
(WHO 1988; MMWR, 1993; KEW et al, 2005).

A VOP foi a vacina de escolha para esse propdsito por apresentar baixo
custo; ser de facil administracdo; possibilitar a imunizacdo secundaria dos
contactantes do receptor da vacina; além de induzir a uma melhor resposta imune
intestinal frente a VIP (WHO 1988, KEW et al, 2005).

Embora a erradicacdo ndo tenha sido ainda alcancada, o programa ja atingiu
uma reducao global de mais de 99% na incidéncia de transmissdao de poliovirus

selvagens. De 1988 a 2000, houve uma reducdo do numero de casos de 350.000
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em 125 paises para 3.500 em 20 paises considerados endémicos para a doenca
(MMWR, 2003).

Atualmente, apenas trés paises sdo considerados endémicos (Nigéria,
Paquistdo e Afeganistdo) (GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013a).
Todavia, casos de re-emergéncia de poliovirus selvagens em paises livres de pdlio,
importados de paises endémicos, tém sido relatados (GLOBAL POLIO
ERADICATION INITIATIVE, 2013a). A incidéncia global da poliomielite em 2012 foi
de 223 casos, sendo 97% dos casos confirmados em paises endémicos
(Afeganistdo= 37 casos; Nigéria= 122 casos e Paquistdo= 58 casos). Os 3%
restantes foram confirmados em paises considerados ndo endémicos (casos de
importacao de poliovirus selvagens): Niger (1 caso) e Republica Democratica do
Chade (5 casos). Em 2013, até o més de maio, 35 casos relacionados de poliovirus
selvagens foram confirmados em paises endémicos (Afeganistdo= 2 casos;
Nigéria= 24 casos e Paquistdo= 9 casos). Seis casos de importacao de poliovirus
selvagens foram relatados (Somalia= 4 casos; Quénia= 2 casos). Vale ressaltar
gue também sao relatados casos de poliomielite associados a poliovirus derivado
da vacina circulante. Em 2012, foram relatados 68 casos de cPVDV (Afeganistdo=
9 casos; Paquistdo= 16 casos; Nigéria= 8 casos; Iémen= 2 casos; Republica do
Chade= 12 casos; Republica do Congo= 17 casos; Republica do Quénia= 3 casos;
Somalia= 1 caso). Até maio de 2013, 9 casos de cPVDV foram relatados
(Afeganistdo= 3 casos; Paquistdo= 4 casos; Chade= 1 caso e Somalia= 1 caso)
(GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013c).

Até 2011, a india integrava o grupo de paises endémicos. A interrupcdo da
circulacdo de poliovirus selvagens autoctones neste pais representava um grande
desafio para o GPEI. Contudo, em fevereiro de 2012, foi declarada livre de palio,
reacendendo a ideia de que erradicacdo é possivel e fortalecendo os esfor¢cos na
tentativa de alcanca-la mundialmente nos préximos anos (MMWR, 2012).

Enquanto os poliovirus selvagens ndo forem erradicados completamente,
continuardo a se espalhar e a reinfectar regides anteriormente livres. Tem sido
reportado que a perda da exposicdo ao poliovirus selvagens endémicos nestes
paises, levou a um aumento do numero de jovens adultos suscetiveis, ou seja,
pessoas sem imunidade natural contra os poliovirus. Como consequéncia, houve

um aumento no numero de surtos afetando adultos representando os maiores
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casos de fatalidade. Foi o caso da Republica do Congo (2010) e da China (2011)
que tiveram surtos de poliovirus selvagens importados, sendo que a metade das
vitimas era adulta (GPEI, 2011a; 2011b).

Dados mostram que em relagdo aos 223 casos relatados em 2012, houve
uma reducdo de 66% quando comparados aos de 2011. Até o final de 2012,
Angola e Republica do Congo, que anteriormente havia reestabelecido a
transmissao de poliovirus selvagens, alcangaram a sua interrup¢cao com sucesso. A
Republica do Chade também esta préxima de alcancar o mesmo. Em 2012,
somente cinco paises reportaram casos comparados aos 16 paises que reportaram
em 2011 (GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013b).

Em relagéo aos paises endémicos, houve uma redugédo do niumero de casos
relatados no Paquistdo e no Afeganistdo para 65% e 42% comparado ao ano de
2011, respectivamente. Na Nigéria, apesar do aumento da cobertura vacinal, o
numero de casos, em 2012, duplicou em relacdo ao ano de 2011 (GLOBAL POLIO
ERADICATION INITIATIVE, 2013b).

No final de 2012, foi tracada uma nova meta de erradicacdo e um plano
estratégico final para os proximos anos de 2013 a 2018 (Polio Eradication and
Endgame Strategic Plan 2013-2018) (GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE,
2013b).

A meta principal deste plano é finalizar a erradicacdo da poliomielite, de
modo a eliminar qualquer possibilidade de uma crianca voltar a ter poliomielite,
assim como, estabelecer as diretrizes de contencdo de todos os poliovirus
selvagens, cepas vacinais Sabin e PVDV (GLOBAL POLIO ERADICATION
INITIATIVE, 2013b).

A erradicacdo da poliomielite depende da vigilancia efetiva global, que tem
como principal funcdo nortear as estratégias de imunizacao, verificacdo dos seus
resultados e certificacdo do sucesso das metas alcancadas. A vigilancia dos casos
de PFA ainda é a melhor estratégia para se detectar poliovirus selvagens e/ou
PVDV (GPEI, 2011c; GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013b).

Desta forma, dentro do programa de erradicacao da poliomielite, o principal
objetivo da vigilancia epidemiolégica no Brasil € manter o pais livre da circulacéo
do poliovirus selvagem. Para isso, todo caso de PFA em menores de quinze anos

de idade ou suspeita de poliomielite em individuo de qualquer idade procedente de
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paises com circulacdo de poliovirus selvagem, nos ultimos 30 dias, deve ser
obrigatoriamente notificado, investigado imediatamente, registrado no Sistema de
Informacao de Agravos de Notificagao (SINAN). Posteriormente, dever ser coletada
uma amostra de fezes até o 14° dia do inicio da deficiéncia motora para isolamento
viral (amostra oportuna) e esclarecimento diagndéstico (BRASIL, 2007; BRASIL,
2012a).

E inegavel o sucesso e a contribuicdo da utilizacdo da VOP na erradicagéo
da poliomielite. A interrupcéo do seu uso devera ser cuidadosamente programada e
planejada. As principais estratégias a serem consideradas apés a interrupcédo da
VOP, mundialmente, sdo uma vigilancia ativa e a nao interrupcado da imunizacao
com a vacina poliomielite inativada - VIP. Como paises desenvolvidos e em
desenvolvimento declararam a intencdo de continuar com a imunizagdo de suas
populacdes, mesmo apos a erradicacado do poliovirus selvagem, a VIP devera ser
utilizada nesses paises para prevenir a reintroducdo do virus selvagem e o
ressurgimento da poliomielite (BRASIL, 2012a).

Reitera-se a necessidade do alcance de coberturas vacinais maiores ou
iguais a 95% em todos os municipios brasileiros, para manutencao de area livre de
circulacdo de poliovirus selvagem, para evitar 0 risco de reintroducdo da

poliomielite no Brasil e a ocorréncia de surtos de PVDVs (BRASIL, 2012a).

1.5.1 Calendéario de Vacinacao no Brasil

No Brasil, desde 1980, a tVOP tem sido aplicada nos Dias Nacionais de
Vacinacdo em massa, duas vezes por ano, em um so dia, em todos 0os menores de
cinco anos de idade, independente de histdria vacinal anterior (BRASIL, 2012a).

Uma dose de tVOP produz imunidade para os trés sorotipos em
aproximadamente 50% dos receptores, enquanto trés doses produzem imunidade
em mais de 95% dos receptores (BRASIL, 2012a).

Visando a introduc¢éo da VIP, o Brasil, desde agosto de 2012, incluiu a VIP
em seu esquema de vacinacdo em criancas que iniciaram o calendario basico de
vacinacdo. O esquema de vacinacdo sequencial (VIP/VOP) é composto por duas
doses de VIP e duas doses de VOP (BRASIL, 2012a).
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As doses da VIP visam minimizar o risco, embora raro, de VAAP, e as da
VOP, manter a imunidade populacional (de rebanho) contra o risco potencial de
introducao de poliovirus selvagem através de viajantes oriundos de localidades que
ainda apresentam casos autoctones da poliomielite, por exemplo (BRASIL, 2012a).

A Figura 7 mostra o esquema de vacinagéo sequencial VIP/VOP introduzido

no Brasil, a partir de agosto de 2012, de acordo com idade e vacina recomendada.

Figura 7 - Esquema de vacinagéo sequencial VIP/VOP de acordo com idade e
vacinarecomendada.

Idade Vacina
2 meses (idade minima — 6 semanas) Vacina inativada poliomielite — VIP
4 meses (intervalo minimo — 30 dias) * VIP
6 meses Vacina oral poliomielite (atenuada) —
VOP
15 meses VOP

Fonte: BRASIL, 2012a.

Esguema de vacinacdo sequencial VIP/VOP introduzido no Brasil, a partir de agosto de 2012, de acordo
com idade e vacina recomendada. VIP - vacina inativada contra a poliomielite. VOP — vacina oral
atenuada contra a poliomielite.

* Nos primeiros 6 meses de idade, o intervalo minimo de 30 dias s6 é recomendado se o individuo
estiver sob risco iminente de exposicdo a circulacdo viral (exemplos: viajantes a regides endémicas ou
em surtos).

Ficou estabelecido, desde 2012, que o Ministério da Saude, em conjunto
com as Secretarias Estaduais e Municipais de Saulde, ira manter uma etapa da
campanha de vacinacdo anual contra a poliomielite no més de junho, em todo o
territério nacional. Em sequéncia, sera realizada no més de agosto uma campanha
de multivacinacdo, que além de dar continuidade no plano global de erradicacéo da
poliomielite, contribuira para o controle de outras doencas imunopreveniveis
(BRASIL, 2012b).

A multivacinacdo é uma estratégia onde, em um Ganico momento, Sao
oferecidas a populacéo alvo vérias vacinas ao mesmo tempo, a fim de melhorar a
cobertura vacinal da populacdo e otimizar a logistica dos servicos de saude
(BRASIL, 2012a; 2012b).
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A campanha de multivacinagdo envolverd a aplicagdo da vacina
pentavalente (difteria, tétano, pertusis, hepatite B recombinante e Haemophilus
influenzae tipo b - DTP/HB/Hib) e a manutencdo do esquema sequencial VIP/VOP
em criancas que iniciarem seus esquemas de vacinagdo e nhaquelas que ja

receberam estas vacinas (BRASIL, 2012b).

1.6 DIREITO E ACOES DE VIGILANCIA EM SAUDE

Segundo a Lei Organica n° 8.080/90 (SUS), a saude € um direito
fundamental de todos e cabe ao Estado o dever de garanti-la:

Art. 2° — A satde € um direito fundamental do ser humano, devendo o
Estado prover as condicdes indispensaveis ao seu pleno exercicio.

8 1 - O dever do Estado de garantir a saude consiste na formulacdo e
execucdo de politicas econdmicas e sociais que visem a reducao de riscos
de doencas e de outros agravos e no estabelecimento de condi¢cdes que
assegurem acesso universal e igualitario as acGes e aos servicos para a
sua promocao, protecdo e recuperacao (BRASIL, 1990).

As primeiras acbes para o controle das doencas e epidemias, como a
guarentena e o isolamento séo praticas muito antigas. A partir da segunda metade
do século XIX, com o desenvolvimento da microbiologia, e de investigacdes de
campo voltadas para a identificacdo dos elos da cadeia de transmissdo das
doencas infecciosas, surgiu a idéia de vigilancia, no sentido da observacao
sistematica dos contatos dos doentes (PALMEIRA, 2003).

A Vigilancia em Saude tem por objetivo a observacdo e a analise
permanente da situacdo de saude da populacdo, abrangendo as acdes de
vigilancia, promocéo, prevencdo e controle de doencas e agravos a saulde,
devendo constituir espaco de articulagdo de conhecimentos e técnicas, cuja
operacionalizacdo busca integrar as acoes de vigilancia sanitaria, epidemioldgica e
ambiental em saude (TEIXEIRA; PAIM; VILASBOAS, 2000).

A Vigilancia Sanitaria é a forma mais completa de existéncia da saude
publica, pois suas acdes, de natureza eminentemente preventiva, perpassam todas
as praticas médico-sanitarias: promocao, protecdo, recuperacdo e reabilitacdo da
salde (COSTA; ROZENFELD, 2000).

A Lei n° 8.080/90 (BRASIL, 1990), em seu Artigo 6°, incisos 8§ 1° e 2°, traz a

definicdo das Vigilancias Sanitaria e Epidemioldgica:
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Art. 6° - Estdo incluidas ainda no campo de atuag&o do Sistema Unico de
Saude (SUS):

| - a execucdo de acdes:

a) de vigilancia sanitéria;

b) de vigilancia epidemioldgica;

¢) de salde do trabalhador; e

d) de assisténcia terapéutica integral, inclusive farmacéutica.

(.)

§ 1° - Entende-se por vigilancia sanitaria um conjunto de ac8es capaz de
eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a salde e de intervir nos problemas
sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producdo e circulacdo de
bens e da prestacéo de servicos de interesse da saude.

(...)

§ 2° - Entende-se por vigilancia epidemioldgica um conjunto de acfes que
proporcionam o conhecimento, a detec¢cdo ou prevencdo de qualquer
mudanca nos fatores determinantes e condicionantes de saude individual

ou coletiva, com a finalidade de recomendar e adotar as medidas de
prevencéo e controle das doengas ou agravos.

A partir dos anos 70, foram formuladas e implementadas propostas dirigidas
a montagem de “sistemas de Vigilancia Epidemioldgica”, permitindo a adocéo de
decisdes e a execucao de acdes de investigacao e de controle (TEIXEIRA; PAIM;
VILASBOAS, 2000). Segundo o Guia de Vigilancia Epidemiologica (BRASIL,
2002a), sao imprescindiveis o planejamento e a execucdo do Programa de
InvestigacBes Epidemiologicas de Casos e Epidemias. Este programa tem como
objetivos: identificar fonte e modos de transmissdo; grupos expostos a maior risco;
fatores determinantes; confirmar o diagnostico e determinar as principais
caracteristicas epidemiologicas, orientando medidas de controle para impedir a
ocorréncia de novos casos.

A Vigilancia Ambiental em Saude é um conjunto de a¢des que proporcionam
0 conhecimento e a deteccdo de qualquer mudanca nos fatores determinantes e
condicionantes do meio ambiente e que interferem na saude humana, com a
finalidade de identificar as medidas de prevencédo e controle dos fatores de riscos
ambientais, relacionados as doencgas ou outros agravos a saude (BRASIL, 2002b).

A atuacdo da Vigilancia Ambiental em Saude, em todos os niveis de
governo, requer articulacdo constante com os diferentes atores institucionais
publicos, privados e com a comunidade, para que as acdes integradas sejam
implementadas de forma eficiente, a fim de assegurar que 0s setores assumam
suas responsabilidades de atuar sobre os problemas de salde e de ambiente em

suas respectivas areas (BRASIL, 2002b).
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1.6.1 Vigilancia das Paralisias Flacidas Agudas

A persisténcia dos casos de poliomielite em outros continentes, com o
permanente risco de importacdo de poliovirus selvagem, justifica a permanéncia da
estratégia dos dias nacionais de vacinacdo e o fortalecimento da vigilancia
epidemioldgica dos casos de PFA. As estratégias fundamentais para manutencao
da erradicacdo sdo o alcance de coberturas vacinais adequadas de forma
homogénea em todo o territdrio nacional e o cumprimento de metas adequadas dos
indicadores de vigilancia epidemiolégica (MINISTERIO DA SAUDE).

A vigilancia de PFAs consiste na notificacdo e investigacdo cuidadosa dos
casos, com coleta de amostras de fezes de pacientes sintomaticos e contactantes,
guando necessario, e na analise virolégica das amostras em laboratorios
credenciados a rede global de laboratérios da OMS (HOVI, 2006). Sabe-se que
apenas 1% dos individuos infectados por poliovirus desenvolvem a paralisia (HOVI
et al, 2012).

Por esta razéo, a circulacdo de poliovirus selvagens e/ou PVDVs pode nao
ser detectada pela vigilancia de PFAs nos casos assintomaticos. Para suprir esta

limitacdo, faz-se necessaria uma vigilancia ambiental de poliovirus.

1.6.2 Vigilancia Ambiental dos poliovirus

O continuo crescimento populacional tem provocado crescente demanda por
aguas de consumo, de recreacdo e para irrigacdo de culturas agricolas. Esse
crescimento da populacédo gerou um aumento na producao de aguas residuarias ou
esgotos, principalmente de esgoto domeéstico. Consequentemente, aumentou-se a
exposicao do homem aos esgotos lancados no meio ambiente, particularmente nos
corpos d’agua, como corregos, rios, lagos e represas (CHERNICHARO et al,
2001).

O esgoto doméstico é uma combinacao de excretas de humanos e animais
(fezes e urina) e aguas cinza, resultantes de lavagens, banhos e cozimento, além
de esgoto proveniente do comércio e de algumas industrias (BITTON, 1997,
BARRELLA 2008 apud COZAC; MIRANDA, 2009). Fazem parte da composi¢cao do

esgoto domeéstico: agua, soélidos organicos (nutrientes, proteinas, carboidratos e
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lipideos) e inorganicos (amobnia, nitrato e ortofosfatos), além de outros elementos e
microrganismos (METCALF; EDDY, 2003; ZORATTO, 2006 apud COZAC,;
MIRANDA, 2009). Alguns constituintes presentes no esgoto domeéstico
representam risco a saude humana e aos recursos hidricos. Determinadas doencas
virais podem ser adquiridas apds o consumo de aguas ou alimentos contaminados
por aguas residuérias (COZAC; MIRANDA, 2009).

Por serem eliminados pelas fezes humanas em grandes quantidades,
poliovirus e enterovirus néo-pdlio sdo capazes de contaminar direta ou
indiretamente aguas destinadas ao consumo humano. A presenca desses virus em
aguas ou alimentos contaminados por residuos fecais, provenientes de descargas
de aguas residuarias, tem contribuido para a ocorréncia de infeccées em individuos
suscetiveis (APPLETON, 2000; ABBASZADEGAN, 2001; WYN-JONES; SELLWOOD,
2001; LECLERC et al, 2002 apud COZAC; MIRANDA, 2009).

Esses virus podem permanecer viaveis e infecciosos por varios meses em
aguas residuarias, resistindo a condicbes ambientais adversas, embora ndo sejam
capazes de se replicarem nesse ambiente por serem parasitas intracelulares
obrigatérios (MARQUES, 1991; APPLETON, 2000; ABBASZADEGAN, 2001;
MEHNERT, 2001; SCHVOERER et al, 2001; LECLERC et al, 2002 apud COZAC;
MIRANDA, 2009).

O monitoramento da circulacdo desses virus na populacdo pode ser feito
através de uma vigilancia, partir de amostras ambientais.

A vigilancia ambiental dos poliovirus é epidemiologicamente importante, pois
reflete as propriedades dos virus circulantes na comunidade (SHULMAN et al,
2000), avalia o risco potencial de infeccédo a partir do meio ambiente e de alimentos
(JAYKUS, 1997) e, avalia a eficiéncia das campanhas de imunizacdo para
eliminacdo do tipo selvagem, especialmente durante os ultimos estagios para a
erradicacao da poliomielite (DESHPANDE; SHETTY; SIDDIQUI, 2003).

Esta vigilancia baseia-se no fato de que individuos infectados por poliovirus,
sintomaticos ou ndo, excretam grandes quantidades de particulas virais nas fezes
por varias semanas (WHO, 2003). A quantidade de virus excretados nas fezes é
variavel, podendo chegar até 10’ particulas virais/dia por pessoa (HOVI et al,
2012). Em alguns casos, pode ser mais sensivel que a vigilancia das PFAs, a qual

é feita somente nos casos suspeitos que representam uma porcentagem bastante
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reduzida em relagdo ao total de individuos infectados excretando poliovirus no
meio ambiente.

Em 2010, a OMS incluiu, no Plano Estratégico da Iniciativa de Erradicacéo
Global da Po6lio 2010-2012, a vigilancia ambiental dos poliovirus como uma
ferramenta suplementar a vigilancia de PFA (WHO, 2010). Dessa forma, é possivel
monitorar a circulagdo de poliovirus selvagens e/ou PVDV em amostras ambientais
supostamente contaminadas por fezes humanas, mesmo na auséncia de casos de
PFA (HOVI, 2006; HOVI et al, 2012).

A vigilancia ambiental de poliovirus envolve, portanto, a busca destes virus
em amostras de efluentes de esgotos, sendo considerada eficiente na deteccao da
circulacdo de poliovirus selvagens e/ou PVDVs no ambiente, mesmo na auséncia
de paralisias. Aléem disso, € capaz de detectar a reintroducdo de virus selvagens
em paises considerados livres de polio (HOVI, 2006; WHO, 2003).

O manual da OMS (WHO, 2003) recomenda que a coleta de amostras seja
realizada no local de convergéncia do principal tronco coletor da rede de esgoto
gue abastece a populacao-alvo.

Recomenda-se que, nos casos de grandes cidades, a populacdo seja
segmentada em subgrupos e a coleta seja realizada em cada segmento, a fim de
se realizar um monitoramento adequado e mais abrangente da circulacdo de virus.
Acredita-se que, sob condi¢cdes urbanas, o poliovirus espalhe-se mais facilmente
entre a populacéo suscetivel (WHO, 2003).

Portanto, essa vigilancia tem sido usada com sucesso como uma ferramenta
suplementar na avaliacdo da extensao ou duracao de epidemias de transmisséao de
poliovirus em uma populacdo especifica e no monitoramento da circulacéo
silenciosa de PVDVs, bem como de poliovirus selvagens, na auséncia de casos
relatados de PFAs (WHO, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

O Brasil apresenta altos indices de cobertura vacinal para a poliomielite
(média nacional acima de 95%), porém estes indices ndo ocorrem de forma
homogénea, havendo regides e/ou municipios com indices abaixo do desejado
(BRASIL, 2012c).

Estes bolsdes de individuos suscetiveis podem favorecer tanto a
reintroducdo dos virus selvagem a partir de paises endémicos quanto a
transmissao de poliovirus vacinais de pessoa a pessoa, facilitando emergéncia dos
PVDVs. Torna-se, portanto, necessaria a manutengéo de altas coberturas vacinais
de forma homogénea (BRASIL, 2012c).

Os poliovirus selvagens ainda permanecem endémicos em trés paises
(Afeganistdo, Paquistdo e Nigéria) e foram reintroduzidos em paises previamente
erradicados como a Somalia e o Quénia (GPEI, 2013a).

A nédo ocorréncia de poliomielite por poliovirus selvagens no Brasil ndo é
suficiente para afastar seu risco, uma vez que a doenca ainda circula em outros
paises e pode ser reintroduzida atraves de viajantes infectados em regides que
apresentam bolsdes de pessoas ndo vacinadas (BRASIL, 2012c). O Brasil mantém
comeércio e transporte frequentes com paises que reintroduziram o fendtipo
selvagem.

Como >90-95% das infeccdes pelos poliovirus ocorrem de forma inaparente,
a vigilancia ambiental tem sido utilizada como complemento e suplemento a
vigilancia epidemiologica dos casos de PFA em varios paises. A vigilancia
ambiental visa detectar a circulacdo de poliovirus selvagens e/ou PVDVs na
auséncia ou presenca de altas concentracdes de poliovirus vacinais no esgoto em
populacdes vacinadas com VOP, uma vez que estes virus podem circular
silenciosamente no ambiente na auséncia de casos relatados de PFAs (MANOR,
2007).

Em raros casos, a circulacdo de PVDVs resulta em cepas com capacidade
de reversdo da neuroviruléncia, as quais podem ser detectadas no esgoto meses
antes do primeiro caso de poliomielite ser detectado (KEW et al, 2002;
DESHPANDE, J.M.; SHETTY, S.J.; SIDDIQUI, Z.A., 2003; LODDER et al, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer a vigilancia ambiental de poliovirus em apoio as atividades e
monitoramento da erradicacao global da poliomielite no Laboratério de Enterovirus/
Centro de Referéncia Nacional para Enteroviroses, Rio de Janeiro, pelo isolamento

e caracterizacao destes virus em aguas residuarias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o monitoramento semanal de aguas residuarias da ETE
Alegria/Cedae, localizada no municipio do Rio de Janeiro, para

isolamento e identificacdo de poliovirus e enterovirus nao-polio.

e Investigar a presenca de PVDVs circulantes pela analise do nivel de
estabilidade genética dos poliovirus detectados frente as cepas vacinas

de referéncia (Sabin 1, 2 e 3).

e Caracterizar os enterovirus nao-polio isolados para identificar a

circulacao destes virus no ambiente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Para estabelecimento da vigilancia ambiental de poliovirus e enterovirus
ndo-pdlio, inicialmente foram realizados experimentos para avaliacdo de trés
diferentes métodos de concentracdo viral: i) separacdo em duas fases; ii)
precipitacdo por PEG; iii) adsorcao por silica, sendo o primeiro recomendado pelo
manual de vigilancia ambiental da circulagédo de poliovirus da OMS (WHO, 2003).

Posteriormente, estes métodos foram avaliados no campo, a fim de se
eleger aquele a ser utilizado na vigilancia ambiental.

Em seguida, foram realizadas coletas semanais de aguas residuarias em
uma ETE no municipio do Rio de Janeiro, nos anos de 2011 e 2012, incluindo uma
coleta durante o periodo de Campanha Nacional de Vacinacéo (junho de 2012).

Para processamento das amostras, em todas as etapas do estudo, foram
utilizadas metodologias de deteccdo de poliovirus e enterovirus nao-polio,
previamente estabelecidas pela OMS (WHO, 2004), conforme fluxograma (Figura
8).



Figura 8 - Fluxograma do processamento das amostras no laboratdrio.
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4.2 AREA DE ESTUDO

O municipio do Rio de Janeiro possui uma &area de 1.200 km? e uma
populacdo estimada em 6.390.290 habitantes (IBGE, 2013). Esta dividido em 160
bairros (IBGE, 2013) e, atualmente, conta com seis ETEs operadas pela Cedae
(ETE Alegria; ETE Barra da Tijuca; ETE Constantino Arruda Pess6a; ETE Ilha do
Governador; ETE Pavuna e ETE Penha).

Neste estudo, foi definido como local de coleta a ETE Alegria, em funcéo do
tamanho da populacdo beneficiada por esta estacdo (aproximadamente 1,5 milh&o
de habitantes) e de sua proximidade com a Fiocruz. Para tanto, foi necessaria a
aprovacao do 3° Termo Aditivo ao Acordo de Cooperagdo Técnica celebrado entre
a Fiocruz e a Cedae, sob n°® 39/2009. O 3° Termo Aditivo, sob o n°® 25
380.003142/2009-79, assinado em novembro de 2011, tem por finalidade a
“Vigilancia ambiental de poliovirus em apoio as atividades de erradicagao global da
poliomielite”, vinculado ao Laboratério de Enterovirus (LEV), do Instituto Oswaldo
Cruz/Fiocruz (Anexo A). O Termo foi publicado no Diario Oficial da Unido, em 04
de janeiro de 2012 (Anexo B).

A ETE Alegria, localizada no bairro do Caju, tem capacidade para receber e
tratar até 2500L de esgotos por segundo e beneficia uma populacdo de 1,5 milhdo
de habitantes. Os esgotos séo coletados de uma area de cerca de 8600 hectares,
de bairros da Zona Norte e Centro do municipio, subdivididos em quatro sub-bacias
principais: o Conjunto Centro, Mangue e Catumbi; Alegria; Faria-Timb6é e Séo
Cristovdo. E uma estacdo projetada para tratamentos primario e secundario e
promove a remocdo das substancias poluentes, alcancando uma eficiéncia de
remocao de carga organica, eliminando os lancamentos in natura na Baia de
Guanabara e nos rios e canais urbanos. (COMPANHIA ESTADUAL DE AGUAS E
ESGOTOS). A Figura 9 apresenta os bairros beneficiados pela ETE Alegria e sua

localizacdo no municipio do Rio de Janeiro.
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Figura 9 - Fotos de satélite da cidade do Rio de Janeiro, apresentando os
bairros beneficiados pela Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Alegria e
sua localizagdo no municipio do Rio de Janeiro.

%4

@) = \\ Municipio do Rio de

Janeiro

ETEAlegnaledae

)

(a) circulo vermelho: estado do Rio de Janeiro. (b) circulo vermelho: municipio do Rio de Janeiro. (c)
circulo amarelo: ETE Alegria; area em vermelho: bairros beneficiados pela ETE Alegria.

Fonte: Disponivel em: <http://maps.google.com.br/?ll=-22.902743,- 43.209229&spn=1.325727,
2.554321&t =h&z=9>. Acesso em: 20/01/2013. Adaptado por Pereira, 2013.

4.2.1 Amostras de aguas residuarias

Foram realizadas 31 coletas compostas de amostras de afluente de entrada
da ETE, pelo método Grab — coletadas realizadas em um dado instante e que, em
decorréncia disso, refletem as condicées do momento — de acordo com instrucées
contidas no manual da OMS (2003). Com base na planta da rede coletora, foi
selecionado como local de coleta o ponto de convergéncia do tronco coletor da

rede, situado antes do inicio do processo de tratamento (Figura 10).


http://maps.google.com.br/?ll=-22.902743,-%2043.209229&spn=1.325727,%202.554321&t%20=h&z=9
http://maps.google.com.br/?ll=-22.902743,-%2043.209229&spn=1.325727,%202.554321&t%20=h&z=9
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As coletas foram realizadas semanalmente no periodo de dezembro de 2011
a junho de 2012 e de setembro a dezembro de 2012. Foram obtidas amostras
compostas de 3L pela coleta de aliquotas de 750 mL a cada duas horas, durante o
periodo de oito horas. As amostras foram armazenadas em recipientes de plastico
estéreis e mantidas sob refrigeracdo até o envio ao Laboratério de Enterovirus do

Instituto Oswaldo Cruz (I0C)/Fiocruz.

Figura 10 - Visualizacdo panoramica da Estacdo de Tratamento de Esgoto
(ETE) Alegria. Local de coleta das amostras (afluente de entrada).

(&) circulo amarelo: visdo de satélite da ETE Alegria. (b) 1- elevatoria principal; 2- caixas de
remocdo de areia; 3- decantadores primarios; 4- digestores; 5- adensadores. (c) 6- tanques de
aeracao; 7- decantadores secundarios. (d) 1- local de coleta das amostras - afluente de entrada do
tratamento.

Fonte: Disponivel em: <http: //www.cedae.rj.gov.br>. Acesso em: 20/01/2013. Adaptado por Pereira,
2013.
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4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE AGUAS RESIDUARIAS

4.3.1 Concentragado das amostras

Neste estudo, foram realizados trés métodos de concentracdo de virus a
partir de amostras de esgoto. O manual da OMS (WHO, 2003) recomenda que seja
utilizado o método de separacdo em duas fases, descrito por ALBERTSON (1967),
com modificagdes constantes no mesmo manual.

Todos os métodos de concentracdo foram previamente avaliados por
experimentos de recuperagdo de PV1 Sabin e seus resultados analisados de
acordo com as recomendacdes constantes no manual da OMS (WHO, 2003).

De modo geral, uma quantidade conhecida de poliovirus-padrao tipo 1 (PV1)
Sabin foi inoculada em 500 mL de amostra de esgoto. A mistura foi concentrada de
acordo com cada método e o concentrado foi analisado para poliovirus. Este
procedimento foi realizado para cada método separadamente. Os detalhes estéo
descritos a seguir:

a. Diluicdes seriadas 1:10 foram realizadas de um poliovirus-paddo PV1
Sabin com titulo: 10”° TCIDso/0,1 mL, de acordo com o Manual de
Diagnostico da Rede de Laboratorios de Referéncia para Poliomielite da
OMS (WHO, 2004).

b. Foi realizado o calculo da diluicdo que contivesse 20 TCIDsy do virus-
padrdo e o volume a ser adicionado em 500 mL de amostra de esgoto.
Foi feita uma titulagdo padrdo do virus-padrdo em microplacas, como
descrito no manual da OMS (WHO, 2004).

c. Um litro de amostra de esgoto foi dividido em duas partes de 500 mL
cada. Em uma parte de 500 mL da amostra, foram adicionados 20
TCIDsp do virus-padrdo de PV1 Sabin (inoculado PV1 Sabin). Na parte
restante ndo foi adicionado o virus-padrdo PV1 Sabin (controle). Ambas
as partes foram concentradas normalmente seguindo o protocolo do
método de concentracgéao.

d. O concentrado do inoculado PV1 Sabin e o concentrado do controle

foram clarificados com cloroférmio (itens 4.3.1.1; 4.3.1.2 e 4.3.1.3). Ap6s
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a clarificacdo, foram realizadas duas dilui¢cdes 1:3 (0,7 mLem 1,4 mL) e
1:10 (0,2 mL em 1,8 mL) somente do concentrado inoculado em meio
essencial de Eagle contendo 2% de soro fetal bovino (Life-
Techonologies). As aliquotas das diluicbes foram armazenadas
estocadas a - 20°C para uso posterior.

O concentrado inoculado PV1 Sabin e o concentrado controle foram
inoculados em duas linhagens celulares: células originarias de
rabdomiosarcoma humano (RD), permissivas a infeccdo por enterovirus
e células L de camundongo geneticamente modificadas (L20B), que
expressam um receptor humano para poliovirus. As células foram
fornecidas pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC,
Atlanta, USA) ao Laboratorio de Enterovirus da Fiocruz/RJ. O
procedimento de cultivo das linhagens celulares e de preparo das
garrafas (25cm?, Nalgene), contendo as monocamadas celulares para
isolamento viral, esta descrito no item 4.3.2.

e O concentrado inoculado PV1 Sabin foi inoculado em um volume
de 0,5 mL em cinco garrafas de L20B (25cm?, Nalgene) e em uma
garrafa de RD (25cm?, Nalgene).

e O concentrado controle foi inoculado no mesmo volume acima em
duas garrafas de L20B (25cm?, Nalgene) e em uma garrafa de RD
(25cm?, Nalgene).

e As garrafas foram incubadas a 37°C e leituras diarias foram
realizadas, com auxilio de microscopio invertido, por um periodo
de cinco a sete dias para observacdo de possivel efeito
citopatogénico (ECP) de 75-100%.

Apés este periodo, as amostras das garrafas, que apresentaram ECP
caracteristico de enterovirus, foram submetidas a testes moleculares
para confirmacéo de isolamento do sorotipo inoculado (PV1 Sabin).

Os resultados foram analisados de acordo com as seguintes
recomendacfes constantes no Manual para Vigilancia Ambiental da
Circulacéo de Poliovirus da OMS (WHO, 2003):

¢ Ao menos duas garrafas das seis inoculadas com o concentrado

inoculado PV1 Sabin deveriam revelar PV1 Sabin, se a titulagéo
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mostrasse que a quantidade utilizada do virus-padrdo para o
experimento de recuperacédo viral foi calculada de forma correta.
Se nao fosse encontrado PV1 Sabin em nenhuma das seis
garrafas, o experimento deveria ser repetido com 100 TCIDso.

e Se PV1 Sabin fosse encontrado também em uma das trés
garrafas inoculadas com o concentrado controle, ou se todas as
seis garrafas inoculadas com o concentrado inoculado PV1 Sabin
revelassem PV1 Sabin, o isolamento com o concentrado
inoculado Pvl Sabin deveria ser repetido, utilizando-se as
diluigbes 1:3 e 1:10 armazenadas. Cada diluicdo deveria ser
inoculada em duas garrafas de L20B e em uma garrafa de RD.

Apos a validacéao de cada método, as amostras foram processadas seguindo

o fluxograma ja descrito (item 4.2), de acordo com o andamento do estudo.

4.3.1.1 Método de separacdo em duas fases

Este método utiliza dois polimeros hidrofilicos: polietilenoglicol (PEG) e
dextrana e equivale ao descrito por ALBERTSON (1967), com algumas
modificacdes descritas por LEWIS e METCALF (1988) e GREENING e
colaboradores (2002).

Foram utilizados 1000 mililitros (mL) de amostra de esgoto. Quinhentos
mililitros foram armazenados a 4°C para uso posterior, caso precisasse repetir o
procedimento. Os 500 mL restantes foram aliquotados em tubos cbénicos de
centrifuga de 50 mL. Os tubos foram centrifugados a 1000 x g por 10 min a 4°C em
centrifuga refrigerada (modelo CT 5500DR - CIENTEC). O sobrenadante de cada
tubo foi transferido para um frasco de vidro estéril de 1000 mL. Os tubos contendo
os pellets foram guardados a 4°C, para uso posterior. O pH do sobrenadante foi
ajustado para 7,0-7,5, com solucdo de NaOH 1N, adicionada aos poucos. Ao
volume de 500 mL de sobrenadante, foram adicionados: 39,5 mL de solucdo de
dextrana a 22% (40g de Dextrana - massa molecular: ~40.000, Sigma + 142 mL de
agua tipo 2 estéril); 287 mL de solucdo de PEG 6000 a 29% (363g de PEG 6000 -
massa molecular: ~6.000, Sigma + 888 mL de agua tipo 2 estéril) e 35 mL de

solucdo de NaCl 5N. A mistura foi homogeneizada completamente e mantida por
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1h a 4°C, sob agitacdo constante, com auxilio de um agitador magnético. A mistura
foi transferida para um funil de separacdo cbnico de vidro estéril de 1000 mL e
mantida overnight a 4°C. No dia seguinte, foi observada a formacao de duas fases:
superior (contendo o PEG) e inferior (contendo a dextrana), além de uma interfase.
Com cuidado, por gotejamento, foram coletadas a fase inferior e a interfase em um
frasco de vidro estéril de 50 mL (aproximadamente de 7-10 mL). O volume coletado
foi utilizado para ressuspender os pellets dos tubos mantidos a 4°C do dia anterior.
A ressuspensao foi transferida para um tubo c6nico de centrifuga de 15 ou 50 mL e
seu volume total foi verificado (aproximadamente 11-12 mL). A amostra foi
clarificada com 20% de cloroférmio (v/v). O tubo foi homogeneizado por 1 min e
centrifugado a 3000 rpm por 30 min a 4°C em centrifuga refrigerada (modelo CT
5500DR - CIENTEC). Ao sobrenadante, foram adicionados 10 pL de antibioticos
estreptomicina/penicilina (10.000 Ul/mL estreptomicina/10.000 pg/mL penicilina;
GIBCO). Dois mililitros foram aliquotados em um microtubo de 1,5 mL e
armazenados a 4°C, para posterior inoculagdo em culturas celulares. O restante do
sobrenadante foi aliquotado em criotubos de 2 mL e armazenado a -20°C como

estoque.

4.3.1.2 Método de precipitacéo por PEG

O método foi realizado com algumas modificaces do método descrito por
SHIEH e colaboradores (1995).

Ao volume 500 mL de amostra de esgoto, foram adicionados PEG 8000 a
8% (40g, Sigma) e cloreto de sédio (NaCl) a 1,75% (8,76g, Sigma). A amostra foi
homogeneizada lentamente por 10 min a 4°C, com auxilio de um agitador
magnético. O pH foi ajustado para 7,0-7,5, com solucdo de NaOH 1N, adicionada
aos poucos. A amostra foi aliquotada em tubos de centrifuga de 250 mL (Nalgene®)
e deixada a 4°C overnight para precipitacdo. No dia seguinte, foi centrifugada a
6500 rpm por 30 min a 4°C em centrifuga refrigerada (modelo RC5C - Sorvall). O
sobrenadante contendo PEG foi descartado e os pellets foram ressuspendidos em
8 mL de tampdao fosfato-salina (PBS) 1X. A ressuspensao foi transferida para um
tubo de centrifuga de 50 mL e seu volume total foi verificado (aproximadamente 12-

13 mL). A amostra foi clarificada adicionando o mesmo volume de cloroférmio, para
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reducdo de contaminagdo microbiana. O tubo foi homogeneizado vigorosamente
por 1 min e centrifugado a 3000 rpm por 30 min a 4°C em centrifuga refrigerada
(modelo CT 5500DR - CIENTEC). O sobrenadante foi transferido para um frasco de
vidro estéril de 1000 mL. Por aproximadamente duas horas, o sobrenadante foi
mantido em gelo, dentro da cabine de seguranca bioldgica classe 2 (NBII), para a
evaporacao total do cloroférmio. Apds este periodo, foram adicionados 100 pL de
antibidticos estreptomicina/penicilina (10.000 Ul/mL estreptomicina/10.000 pg/mL
penicilina; GIBCO). Dois mililitros da amostra foram aliquotados em um microtubo
de 1,5 mL e armazenados a 4°C, para posterior inoculagdo em culturas celulares.
O restante da amostra foi aliquotado em criotubos de 2 mL e armazenado a -

20°C como estoque.

4.3.1.3 Método de adsorcéo por silica

Este método foi realizado com modificacbes dos protocolos descritos por
LEISINGER ((1997); BAGGI (2001) e van HEERDEN (2005) apud ZURBRIGGEN
et al, 2008).

Ao volume de 500 mL de amostra de esgoto, foram adicionados 500 pL de
solucéo estoque de cloreto de aluminio (AIClz) a 500 mM (concentracao final de
0,5 mM). O pH foi ajustado para 3,5 com HCI| 1N. Foram adicionados 250 pL de
dioxido de silicio (SiO,) (BOOM, 1990). A amostra foi homogeneizada por 30 min a
4°C, com auxilio de um agitador magnético. Em seguida, foi aliquotada em tubos
de centrifuga de 50 mL e centrifugada a 1500 x g por 5 min a 4°C em centrifuga
refrigerada (modelo CT 5500DR - CIENTEC). O sobrenadante foi descartado e os
pellets ressuspendidos em 3 mL de solucdo de glicina (Sigma) a 50 mM (pH 9,5)
contendo 3% de extrato de carne (Sigma). O tubo foi homogeneizado
vigorosamente por 20 min e centrifugado a 1500 x g por 5 min a 4°C em centrifuga
refrigerada (modelo CT 5500DR - CIENTEC). O sobrenadante foi transferido para
um tubo de centrifuga de 15 mL. O pH do sobrenadante foi ajustado para 7,5 com
NaOH 1N. Foram realizadas trés etapas de clarificacdo com cloroférmio, descritas
a seguir: adicdo de 3 mL de cloroférmio; homogeneizacdo por 10 min e
centrifugacédo a 1500 x g por 5 min a 4°C em centrifuga refrigerada (modelo CT

5500DR - CIENTEC). Apos a centrifugacdo da terceira etapa de clarificagédo, o
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sobrenadante foi transferido para um novo tubo de centrifuga de 15 mL. Foram
adicionados, para cada mL de amostra, 10 pL de antibidticos
estreptomicina/penicilina (10.000 Ul/mL estreptomicina/10.000 pg/mL penicilinag;
GIBCO). Dois mL foram aliqguotados em um microtubo de 1,5 mL e armazenados a
4°C, para posterior inoculagdo em culturas celulares. O restante da amostra foi

aliguotado em criotubos de 2 mL e armazenado a -20°C como estoque.

4.3.2 Culturas Celulares

Foram utilizadas células originarias de rabdomiosarcoma humano (RD),
sensiveis ao isolamento do género Enterovirus e ceélulas L de camundongo
geneticamente modificadas (L20B), que expressam um receptor humano para
poliovirus. As células foram fornecidas pelo CDC/Atlanta, USA ao Laboratério de
Enterovirus da Fiocruz/RJ.

As monocamadas celulares de RD e L20B foram mantidas e propagadas em
garrafas de poliestireno (75 cm? Nalgene) transparentes, estéreis e descartaveis,
em meio essencial de Eagle contendo 5% e 10% de soro fetal bovino, para as
células RD e L20B, respectivamente (Life Techonologies). Os cultivos foram
incubados a 36,5°C e observados ao microscoépio invertido (Hund Wetzear) até a
formacdo da monocamada completa (WHO, 2004).

As garrafas de células RD e L20B para isolamento viral foram preparadas
separadamente. O meio de crescimento das monocamadas celulares foi
desprezado e 2 mL de solucédo de tripsina 0,25% (Sigma) foram adicionados. A
solucdo de tripsina permaneceu em contato com a monocamada celular até que
esta se desprendesse da parede da garrafa. A solucdo de tripsina foi desprezada.
A monocamada de células RD foi homogeneizada com meio essencial de Eagle
acrescido de soro fetal bovino a 5%, enquanto que, a monocamada de células
L20B, com meio essencial de Eagle acrescido de 10% de soro fetal bovino. Ambas
foram cultivadas em garrafas de poliestireno (25 cm? Nalgene), estéreis e
descartaveis com adicdo da suspenséo celular contendo 10 x 10° células/ mL RD e
10 x 10° células L20B. Os cultivos foram incubados a 36, 5°C por 24 horas, até que

apresentassem confluéncia de 70-85% para isolamento viral (WHO, 2004).
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4.3.2.1 Isolamento viral em culturas celulares

Para a inoculagdo de cada amostra, foram utilizadas duas garrafas de
células L20B e uma garrafa de células RD.

As amostras concentradas e clarificadas foram inoculadas em um volume de
0,5 mL em garrafas contendo monocamadas celulares de L20B e de RD. Para
cada grupo de amostras inoculadas, foi utilizado um controle celular, servindo como
padrdo de controle negativo, sendo constituido apenas de células e meio essencial
minimo. As garrafas foram incubadas a 36,5°C e submetidas a leituras diarias de
cinco a sete dias consecutivos, em microscépio invertido, para observacdo de ECP
de 75-100%. Posteriormente, as amostras foram submetidas a dois ciclos de
congelamento e descongelamento rapido, em gelo seco e alcool etilico, visando a
liberacdo das particulas virais para uma segunda passagem em cultura celular.
Novas leituras diarias por cinco a sete dias consecutivas foram realizadas para
observacéo de ECP.

As garrafas que apresentaram ECP caracteristico de enterovirus foram
armazenadas a -20°C, para posterior identificacdo por RT-PCR.

O ECP caracteristico de enterovirus € caracterizado por alteracdes
morfoldgicas das células, as quais se tornam arredondadas, refrativas e deslocam-
se da superficie da garrafa. As células L20B sao altamente seletivas para
poliovirus. Entretanto, alguns virus nao-polio, como adenovirus e reovirus, também
séo capazes de induzir ECP nestas células. Alguns EVNP, como coxsakievirus tipo
A, séo isolados em L20B, induzindo ECP caracteristico de enterovirus. As células

de RD séo suscetiveis ao isolamento de enterovirus (WHO, 2004).

4.3.3 Identificacao dos virus isolados por RT-PCR

4.3.3.1 Identificacdo dos enterovirus por RT-PCR PAN-EV

Os enterovirus isolados foram identificados pela técnica de transcricdo
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCT). O par de
iniciadores utilizados, EVR e EVF (anti-senso e senso, respectivamente), flanqueia

a regido terminal 5 ndo-codificante (NCR) do RNA, uma regidao conservada e
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comum ao genoma de todos os enterovirus humanos conhecidos. Ambos séo
utilizados na rotina de diagnostico do LEV e suas sequéncias estdo apresentadas
no item 4.3.5, Quadro 3 . O tamanho esperado do produto é de 153 pares de
bases (pb) (WHO, 2004).

A reacdo foi realizada seguindo o método descrito por YANG e seus
colaboradores (1991), com a modificacdo de ser realizada pelo método One Step,
conforme descrito a seguir: em um microtubo de 0,2 mL, foi adicionado 1 pL da
suspensao celular contendo o virus isolado. O tubo foi aquecido a 95°C por 3 min
para inativacao dos virus. O tubo foi centrifugado rapidamente a 13400 rpm por 30
s, seguido de choque térmico em banho de gelo por 5 min. ApGs a inativacao,
foram adicionados 3,2 pyL da mistura contendo 2,5 pL de tampao 10X para PCR
(Invitrogen) e 0,7 yL do iniciador EVR a 5 pmoles/uL. A mistura foi aquecida a 95°C
por 5 min em um termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems), para desnaturacdo do RNA e hibridizacdo do iniciador. Em seguida,
foi colocada em banho de gelo e centrifugada brevemente.

A esta mistura, foram adicionados 0,7 pL do iniciador EVF a 5 pmoles/uL;
0,5 yL de dNTP a 10 mM (100 mM de cada deoxinucleotideo trifosfato - dATP,
dGTP, dCTP e dTTP) (dNTP’s, Invitrogen); 0,15 uL de inibidor de RNAse a 40U/ pL
(RNAsin, Invitrogen); 0,2 pL de Transcriptase reversa a 20U/uL (SuperScript I
reverse Trasncriptase, Invitrogen); 0,2 uL de Tag DNA polymerase a 5U/uL
(Invitrogen) e 19,5 yL de agua deionizada e autoclavada (Nuclease Free Water,
Promega) para completar um volume final de reacdo de 25 pL. A reacdo de RT-
PCR PAN-EV foi realizada com uma etapa de transcricdo reversa a 42°C por 30
min e inativacdo da transcriptase reversa a 95°C por 3 min; seguida por 30 ciclos
de desnaturacédo a 95°C por 45 s; de anelamento a 55°C por 45 s e de extensado a
70°C por 45 s e uma extensdo final a 72°C por 7 min, em termociclador
(GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems).

As reacdes foram acompanhadas por um controle negativo (agua tipo 1
estéril) e por um controle positivo (virus-padrdo de poliovirus 1, poliovirus 2 ou
poliovirus 3 recebidos do National Institute for Biological Standards and Controls
(NIBSC).

Os resultados foram analisados apdés a visualizacdo dos produtos

amplificados conforme descrito no item 4.3.3.2.
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As amostras confirmadas como enterovirus foram submetidas a reacao de
RT-PCR PAN-PV para identifcacdo de poliovirus. J& as amostras com resultados
negativos foram consideradas como negativas para enterovirus, possivelmente

sendo outros virus nao-enterovirus.

4.3.3.2 Visualizagéo dos produtos amplificados por eletroforese em gel de
poliacrilamida

Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10%. Aos 11 pL do produto amplificado, foram acrescidos 2,0 pL
de Loading buffer 6X (Invitrogen). A mistura foi aplicada nos pogos do gel. Um
marcador de peso molecular de 50 pb (Fermentas) foi utilizado como referéncia. A
corrida eletroforética foi realizada a 100 V em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE)
0,5X por 90 min. Em seguida, o gel foi corado em solugcédo de brometo de etidio
(concentracdo de 1 pg/mL). Os produtos da amplificacdo foram visualizados e
capturados por um transiluiminador (luz UV, modelo UNIVERSAL Hood II,
BIORAD).

4.3.3.3 Identificacéo dos poliovirus por RT-PCR PAN-PV

Apés a confirmacdo dos virus isolados como pertencente ao género
Enterovirus, foi realizada uma nova reacdo de RT-PCR, a fim de identificar se
também eram poliovirus. Esta reacéo identifica os trés sorotipos de poliovirus, tanto
os fendtipos selvagens quanto os vacinais. Foram utilizados iniciadores especificos
PANPVR e PANPVF a uma concentracdo de 50 pmoles/uL, os quais flanqueiam a
regido do gene que codifica a proteina VP1. Ambos séo utilizados na rotina de
diagndstico do LEV e suas sequéncias estdo apresentadas no item 4.3.5, Quadro
3. O tamanho esperado do produto € de 79 pb (WHO, 2004).

A reacao foi realizada como descrito por YANG et al (1991; 1992), como
algumas modificacbes. A metodologia utilizada para a construcdo do acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) e posterior amplificacdo do mesmo foi a
mesma utilizada para a reagcéo de RT-PCR PAN-EV (item 4.6.1), com excec¢éo dos

iniciadores utilizados e dos ciclos de amplificacdo. A reacdo de RT-PCR PAN-PV



73

foi realizada com uma etapa de transcricao reversa a 42°C por 30 min e inativagcéo
da transcriptase reversa a 95°C por 3 min; seguida por 30 ciclos de desnhaturacao a
95°C por 45 s; de anelamento a 42°C por 45 s e de extensédo a 60°C por 45 s e
uma extensao final a 72°C por 7 min, em termociclador (GeneAmp® PCR System
9700, Applied Biosystems).

As reacbes foram acompanhadas por um controle negativo (agua tipo 1
estéril) e por um controle positivo (virus-padrdo de poliovirus 1, poliovirus 2 ou
poliovirus 3 (NIBSC). A visualizagdo dos produtos da amplificacdo foi realizada
conforme descrito no item 4.3.3.2.

As amostras confirmadas como poliovirus foram submetidas a mais quatro
reacoes de RT-PCR para identificacdo do sorotipo e para sua caracterizacao
intratipica. As amostras com resultados negativos para esta reacdo foram
consideradas enterovirus n&o-polioP) e submetidas a identificagcdo pelo

sequenciamento nucleotidico parcial do gene que codifica a proteina VPL1.

4.3.3.4 ldentificacéo dos sorotipos dos poliovirus por RT-PCR Sorotipagem

Apoés a confirmacdo do virus como poliovirus, foi realizada uma reagcdo de
RT-PCR para identificacdo do seu sorotipo.

As reacdes foram realizadas com algumas modificacbes dos procedimentos
descritos por YANG et al (1991). Foram realizadas trés reacdes (uma reacdo para
cada sorotipo) e, em cada uma delas, foi adicionado somente um par de iniciadores
especificos para cada sorotipo: para o sorotipo 1 (SerolR e SerolF)); para o
sorotipo 2 (Sero2R e Sero2F) e para o sorotipo 3 (Sero3R e Sero3F). Os
iniciadores flanqueiam a regido do gene que codifica a proteina VP1. Os iniciadores
sdo utilizados na rotina de diagnéstico do LEV e suas sequéncias estdo
apresentadas no item 4.3.5, Quadro 3. Os tamanhos esperados dos produtos sao
de: 70 pb (sorotipo 1); 79 pb (sorotipo 2) e 140 pb (sorotipo 3) (WHO, 2004).

Por serem degenerados, ndo foi possivel fazer uma reacdo de Multiplex
PCR, sendo necessario fazer trés reacdes para cada amostra, utilizando, em cada
uma delas, o par de iniciadores especificos para cada sorotipo.

Para esta reacéao, foi utilizado o Kit Poliovirus Diagnostic PCR, fornecido pelo

CDC/Atlanta, USA. A reacéo de RT-PCR foi realizada de acordo com as instru¢oes



74

constantes no kit, descritas a seguir: foram utilizados trés microtubos de 0,2 mL
para cada amostra (tubos 1, 2 e 3). No tubo 1, foram adicionados 1 pL da
suspensédo celular contendo o virus isolado e 19 pL do buffer A (Serotype 1)
fornecido pelo kit, contendo os iniciadores SerolR e SerolF. No tubo 2, foram
adionados 1 pL da suspenséo celular contendo o virus isolado e 19 pL do buffer A
(Setotype 2) fornecido pelo kit, contendo os iniciadores Sero2R e Sero2F. No tubo
3, foram adionados 1 pL da suspensao celular contendo o virus isolado e 19 L do
buffer A (Setotype 3) fornecido pelo kit, contendo os iniciadores Sero3R e Sero3F.
As misturas foram aquecidas a 95°C por 5 min em termociclador (GeneAmp® PCR
System 9700, Applied Biosystems), para desnaturacdo do RNA e hibridizac&o dos
iniciadores. Em seguida, os tubos foram colocados em banho de gelo e
centrifugados brevemente.

Em cada um dos trés tubos, foram adicionados 5 pL do buffer B, fornecido
pelo kit, contendo: 0,7 uL de Dithiotreitol a 1 M (DTT, Invitrogen); 6,9 pL de inibidor
de RNAse 40 U/uL (RNAsin, Promega); 4,5 yuL de transcriptase reversa 20 U/uL
(SuperScript 1l, Invitrogen) e 13,7 uL de Taqg DNA polimerase 5U/uL (Invitrogen). A
reacao de transcricdo reversa foi realizada a 42°C por 30 min com inativacdo da
transcriptase reversa a 95°C por 3 min, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a
95°C por 45 s; de anelamento a 42°C por 45 s e de extrensdo a 60°C por 45 s e
uma extensao final a 72°C por 7 min, em termociclador (GeneAmp® PCR System
9700, Applied Biosystems).

As reacoes foram acompanhadas por um controle negativo (agua tipo 1
estéril) e por um controle positivo de cada sorotipo em tubos separados (virus-
padrdo de poliovirus 1, poliovirus 2 e poliovirus 3 (NIBSC). A visualizacdo dos

produtos da amplificacao foi realizada conforme descrito no item 4.3.3.2.

4.3.3.5 Caracterizacao intratipica por RT-PCR Sabin

Apés a identificacdo do sorotipo de cada amostra, foi realizada a
caracterizacao intratipica da cepa como de origem selvagem ou vacinal pela
técnica de RT-PCR Sabin.

A reacdo foi realizada de acordo com os procedimentos descritos por YANG

et (1991), com algumas modificacbes. Uma reacdo de RT seguida de Multiplex
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PCR foi realizada utilizando-se trés pares de iniciadores especificos para cada
sorotipo vacinal: sorotipo Sabin 1 (SabinlR e SabinlF); sorotipo Sabin 2 (Sabin2R
e Sabin2F) e sorotipo Sabin 3 (Sabin3R e Sabin3F). Os iniciadores flanqueiam a
regido do gene que codifica a proteina VP1. Os iniciadores sdo utilizados na rotina
de diagnéstico do LEV e suas sequéncias estdo apresentadas no item 4.3.5,
Quadro 3. Os tamanhos esperados dos produtos amplificados sdo de: 97 pb
(Sabin 1); 71 pb (Sabin 2) e 53 pb (Sabin 3) (WHO, 2004).

Para esta reagéo, foi utilizado o Kit Poliovirus Diagnostic PCR, fornecido pelo
CDC/Atlanta, USA. A reacédo de RT-PCR foi realizada de acordo com as instrugdes
constantes no kit, descritas a seguir: em um Unico microtubo de 0,2 mL foram
adicionados 1 pL da suspensao celular contendo o virus isolado e 19 uL do buffer
A (Sabin) fornecido pelo kit, contendo os iniciadores: SabinlR e SabinlF;
Sabin2R e Sabin2F e Sabin3R e Sabin3F. A mistura foi aquecida a 95°C por 5 min
em termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems), para
desnaturacdo do RNA e hibridizacdo dos iniciadores. Em seguida, o tubo foi
colocado em banho de gelo e centrifugado brevemente.

Posteriormente, foram adicionados 5 pL do buffer B fornecido pelo Kit,
contendo: 0,7 pL de DTT 1M (Invitrogen); 6,9 pL de inibidor de RNAse 40 U/uL
(RNAsin, Promega); 4,5 pL de transcriptase reversa 20 U/uL (SuperScript I,
Invitrogen) e 13,7 uL de Taq DNA polimerase 5U/uL (Invitrogen). A reacdo de
transcricdo reversa foi realizada a 42°C por 30 min com inativacéo da transcriptase
reversa a 95°C por 3 min, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 45 s;
de anelamento a 55°C por 45 s e de extrensdo a 70°C por 45 s e uma extensao
final a 72°C por 7 min, em termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems).

As reacdes foram acompanhadas por um controle negativo (dgua tipo 1
estéril) e por um controle positivo contendo, no mesmo tubo, os trés sorotipos no
(virus-padrao de poliovirus 1, poliovirus 2 e poliovirus 3 (NIBSC). A visualizacéo
dos produtos da amplificacao foi realizada conforme descrito no item 4.3.3.2.

A caracterizacdo intratipica da cepa foi determinada de acordo com a
interpretacdo dos resultados desta reacdo, ou seja, amostras positivas foram
consideradas de origem vacinal ou Sabin like, enquanto que as amostras

negativas, de origem selvagem.
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A partir deste momento, seguiu-se a recomendac¢éo do manual da OMS para
diagnéstico de poliovirus (WHO, 2004), o qual recomenda, ap0s a caracterizagédo
intratipica, o sequenciamento nucleotidico do gene que codifica a proteina VP1 das

amostras positivas para poliovirus.

4.3.4 Caracterizacdo molecular dos poliovirus e enterovirus ndo-pdlio circulantes

4.3.4.1 Extragédo do RNA viral

As amostras identificadas como PVs e EVNPs, pelas técnicas descritas nos
itens 4.6.1 e 4.6.2, foram submetidas a extragdo de RNA utilizando-se o kit QIAmp
Viral RNA Mini® kit (Qiagen, Santa Clarita, CA), de acordo com as instrucdes do
fabricante.

Este método baseia-se na extracdo de RNA pelo método de BOOM (1990),
precedida por uma etapa de desnaturacado e precipitacdo de proteinas e remocéao

de outros contaminantes.

4.3.4.2 Sintese do DNA complementar (CDNA)

A sintese do cDNA foi realizada em trés etapas: primeira etapa: em um
microtubo de 0,2 mL, foram adicionados 9,0 uL do RNA extraido e 1,0 pL de
iniciador Random primer (Promega) a 100 pmoles/uL para enterovirus nao-pélio ou
1,0 pL de iniciador Oligo-dT (Promega) a 100 pmoles/uL, para amostras positivas
para poliovirus. O tubo foi homogeneizado e a mistura incubada a 70°C por 10 min
em termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems). Na
segunda etapa, no mesmo tubo, foram adicionados 4,0 yL de tampéao 5X first stand
c-DNA (Invitrogen); 2,0 yL de DTT 0,1 M (Invitrogen); 1,5 yL de dNTP’s 10 mM/uL
(Invitrogen); 0,5 yuL de RNAse out 40 U/uL (Invitrogen) e 1,0 yL de &gua
deionizada e autoclavada (Nuclease Free Water, Promega). O tubo foi
homogeneizado e a mistura incubada a 42°C por 2 min. Na terceira etapa, foi
adicionado 1,0 pL de transcriptase reversa 20U/uL (SuperScript Il reverse

Transcriptase, Invitrogen). A mistura foi submetida a 42°C por 50 min em
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termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Ao final, o c-
DNA foi armazenado a -20°C para uso nas reacdes em cadeia pela polimerase
(PCR).

4.3.4.3 Reacédo de PCR para amplificagéo parcial do gene VP1 do genoma dos
enterovirus ndo-polio

As amostras consideradas enterovirus nao-pélio foram sequenciadas para
identificac@o dos virus isolados.

Para cada amostra, a reacdo de PCR foi realizada com a adigdo, em um
microtubo de 0,2 mL, de: 3 pL de cDNA sintetizado com Random primer; 25 pL de
Go Tag® Green Master Mix (Tag DNA polimerase 1,25 U; 0,2 mM de cada dNTP;
1,5 mM de MgCl,; Promega); 1,0 uL do iniciador reverso 222 a 50 pmoles/uL; 1,0
ML de iniciador senso 292 a 50 pmoles/uL e 20 pL de agua deionizada e
autoclavada (Nuclease Free Water, Promega) para completar um volume final de
reacdo de 50 pL . A reacédo foi submetida a 32 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
30 s; de anelamento a 42°C por 30 s e de extensédo a 60°C por 40 s, seguida de
uma extensao final a 72°C por 7 min, em termociclador (GeneAmp® PCR System
9700, Applied Biosystems) (ORBESTE et al, 2000). Foi utilizado um controle
negativo (todos os reagentes, sem o material genético). Nao foi utilizado nenhum
controle positivo para evitar contaminacao.

Os iniciadores sdo utilizados na rotina de diagnéstico do LEV e suas
sequéncias estao apresentadas no item 4.3.5, Quadro 3 (ORBESTE et al, 2003).
Ambos anelam-se a uma regido do gene que codifica a proteina VP1, gerando um

fragmento de 357 pb.

4.3.4.4 Reacdo de PCR para amplificacdo total do gene VP1 do genoma dos
poliovirus

A amplificacdo do gene VPl dos poliovirus foi realizada utilizando os
iniciadores Q8 e Y7 (reverso e senso, respectivamente). Ambos sdo usados na
rotina de diagndstico do LEV e suas sequéncias estdo apresentadas no item 4.3.5,

Quadro 3. O tamanho esperado do produto amplificado € de 1100 pb.
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Para esta reacao, foram utilizados 3 pL de cDNA sintetizado com Oligo-dT
na reacao descrita no item 4.7.2; 25 pL de Go Tag® Green Master Mix (Taqg DNA
polimerase 1,25 U; 0,2 mM de cada dNTP; 1,5 mM de MgCl,; Promega); 1,0 uL do
iniciador reverso Q8 a 50 pmoles/uL; 1,0 yL de iniciador senso Y7 a 50 pmoles/uL
e 20 pL de agua deionizada e autoclavada (Nuclease Free Water, Promega) para
completar um volume final de reacdo de 50 pL . A reacao foi submetida incubada a
42°C por 30 min; 95°C por 3 min e 30 ciclos de desnaturagéo a 95°C por 45 s; de
anelamento a 42°C por 45 s e de extensdo a 60°C poir 45 s, seguida de uma
extensao final a 72°C por 7 min, em termociclador (GeneAmp® PCR System 9700,
Applied Biosystems). Foi utilizado um controle negativo (todos os reagentes, sem o
material genético). Nao foi utilizado nenhum controle positivo para evitar

contaminacgao.

4.3.4.5 Visualizacao dos produtos amplificados por eletroforese em gel de agarose

Para visualizacdo dos produtos da PCR, as amostras no volume de 50 pL
foram acrescidas de 8,0 uL de Loading buffer 6X e aplicadas em gel de agarose a
1%, em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X, contendo solucdo de brometo de
etidio (concentracdo de 1,0 pg/mL), utilizando como marcador de peso molecular
de 50 pb (DNA Ladder 1ug/ uL — Invitrogen) como referéncia. A corrida de
eletroforese foi realizada a 110 V em tampao TAE 1X por 60 min. Os produtos
amplificados foram visualizados e capturados por um transiluminador (luz UV,
modelo UNIVERSAL Hood Il, BIORAD). As bandas foram cortadas e retiradas do

gel de agarose para eluicdo do DNA.

4.3.4.6 Purificacdo do DNA

Os produtos da PCR compativeis com o tamanho esperado (357 pb, para
enterovirus nao-poélio e 1100 pb, para poliovirus) foram extraidos do gel de
agarose, purificados com o uso do Kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), de

acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Este método baseia-se na
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capacidade de ligacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) a silica presente na
coluna, pela qual a amostra passou durante o processo de purificagéo.

As bandas de interesse foram excisadas do gel, com auxilio de bisturi e
transferidas para tubos de 1,5 mL. Em seguida, em cada tubo foram adicionados
500 pL de tampéo de solubilizacdo (QG). Os tubos foram incubados a 50°C por 10
min em termobloco, com homogeneizacdo a cada 3 min, durante a incubacéo.
Apos o gel ter sido totalmente dissolvido, foram adicionados 200 pL de isopropanol
absoluto (Merck).

Em seguida, as misturas foram transferidas para as colunas dispostas sobre
0s tubos coletores de 2 mL e centrifugadas a 13200 rpm por 1 min (Centrifuge
5415D Eppendorf). Ao final da centrifugagéo, o filtrado foi descartado e mais 200
ML do tampédo QG foram adicionados para remocao dos residuos de agarose. As
colunas foram centrifugadas novamente a 13200 rpm por 1 min. O filtrado foi
descartado novamente.

Para a lavagem das colunas, contendo o DNA, foram adicionados 500 pL de
tampéo de lavagem (PE). As colunas foram centrifugadas a 13200 rpm e o filtrado
descartado. Para garantir que todo residuo de etanol do tampdo PE fosse
removido, as colunas foram novamente centrifugadas na mesma rotacao e tempo.

As colunas foram transferidas para novos tubos de 1,5 mL estéreis
devidamente identificados. O DNA foi eluido com a adic¢ao de 30 pL de tampéao de
eluicdo EB. Apoés a incubacéo por 1 min a temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados a 13200 rpm por 1 min. As colunas foram descartadas e o DNA
eluido foi concentrado para o volume de 20 pL (Concentrator 5301 Eppendorf). O

DNA eluido foi armazenado a -20°C, para ser quantificado posteriormente.

4.3.4.7 Quantificacdo do concentrado de DNA dos produtos da PCR

Os produtos da PCR purificados foram quantificados por meio da
comparacao, em gel de agarose 1%, com um marcador de massa molecular (Low
DNA Mass Ladder, Invitrogen),

Para a quantificacao, foi utilizada uma mistura de 4 yL do DNA purificado; 2
ML de Loading buffer 6X e 6 yL de agua deionizada autoclavada. As amostras

foram aplicadas, juntamente com o marcador de massa molecular preparado de
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maneira semelhante as amostras, em gel de agarose 1%, preparado com tamp&o
TAE 1X corado com brometo de etidio (1 yL da solugéo estoque a 10 mg/mL). A
corrida eletroforética foi realizada a 90 V por 30-40 min em tampé&o TAE 1X.

As bandas esperadas foram visualizadas e capturadas em transiluminador
(luz UV, modelo UNIVERSAL Hood Il, BIORAD). Em seguida, a intensidade da
banda de cada produto foi comparada com a do marcador de massa molecular,
indicando a concentracdo de DNA contida em cada amostra.

4.3.4.8 Sequenciamento dos produtos da PCR

O volume de DNA de cada amostra utilizado nas reacdes de
sequenciamento foi padronizado a partir da concentragdo do DNA eluido.
Concentragdes de 100 ng/ puL de DNA foram suficientes para produzir
eletroferogramas que forneceram leituras confiaveis das sequéncias. Foi utilizado o
kit ABI BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1 (PE Applied
Biossystems), de acordo com o protocol fornecido pelo fabricante.

Na reacdo de sequenciamento, foram utilizados os mesmos iniciadores da
reacdo de PCR para amplificacdo do DNA purificado, sendo que, cada iniciador
(senso e reverso) foi adicionado em tubos separados.

O método de sequenciamento do kit BigDye® baseia-se na incorporacéo
dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados com fluorescéncia as cadeias de durante

a reacéao.

4.3.4.9 Reacdes de sequenciamento dos produtos amplificados dos enterovirus
nao-polio

Para esta reacdo, em cada tubo foram adicionados: o DNA purificado a ser
sequenciado (na concentragao de 100 ng/); 1,0 pyL do iniciador 222 a 5 pmoles/uL
ou do iniciador 292 a 5 pmoles/uL; 2,0 yL do tampao de sequenciamento fornecido
pelo kit; 4,0 uL do Big Dye® Terminator e &gua deionizada autoclavada, se
necessario, para completar o volume final de 20 uL. As reagdes foram realizadas
em termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems), com 25
ciclos de 96°C por 25 s; 42°C por 30 s e 60°C por 3 min.
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4.3.4.10 Reacdes de sequenciamento dos produtos amplificados dos poliovirus

Nesta reacao, foram adicionados, em cada tubo: o DNA purificado a ser
sequenciado (na concentracdo de 100 ng/); 1,0 pyL do iniciador Q8 a 5 pmoles/uL
ou do iniciador Y7 a 5 pmoles/uL; 2,0 yL do tampao de sequenciamento fornecido
pelo kit; 4,0 puL do Big Dye® Terminator e &gua deionizada autoclavada, se
necessario, para completar o volume final de 20 yL. As reag¢des foram submetidas
a incubacdo de 25 ciclos a 96°C por 25 s; 50°C por 25 s; 60°C por 3 min, seguida
de extenséo final a 72°C por 7 min, em termociclador completar o volume final de
20 L. As reagdes foram realizadas em termociclador (GeneAmp® PCR System

9700, Applied Biosystems).

4.3.4.11 Purificacdo dos produtos da reacdo de sequenciamento

Ao final da reacdo de sequenciamento, os produtos foram purificados por
precipitacdo com isopropanol. Os produtos da reacdo (20 uL) foram transferidos
para tubos de 1,5 mL. Em cada tubo, foram adicionados 80 pL de isopropanol a
75% (Merck). Os tubos foram brevemente agitados e incubados a temperatura
ambiente por 20 min para precipitacdo, ao abrigo da luz.

Em seguida, foram centrifugados a 14000 rpm por 20 min a 8°C (Centrifuge
5451R Eppendorf). O sobrenadante foi removido cuidadosamente e adicionados
mais 250 pL de isopropanol a 75%. Os tubos foram rapidamente agitados e
centrifugados a 14000 rpm por 5 min a 8°C. O sobrenadante foi cuidadosamente
descartado. O conteudo dos tubos foi completamente seco a vacuo (Concentrator
5301 Eppendorf). O DNA foi armazenado, protegido da luz, a -20°C, até o momento

do uso.

4.3.4.12 Sequenciamento e analise das sequéncias obtidas

As amostras purificadas foram ressuspensas em 20 yL de Hi-Di-formamida
(Applied Biosystems), agitadas por 5 min e aquecidas a 95°C por 3 min para

desnaturacdo do DNA e evitar a formacao de estruturas secundarias.
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As amostras foram entregues a Plataforma de Sequenciamento de
DNA/PDTIS/Fiocruz.

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas em sequenciador
(3730XL DNA Analyser Hitachi, Applied Biosystems).

O alinhamento das sequéncias foi realizado com o uso do programa BioEdit
7.0 (HALL, 1999). Quando necessario, as sequéncias foram editadas e
comparadas com as sequéncias previamente depositadas no banco de dados do
GenBank pelo uso do programa BLASTN 2.2.27, para confirmagéo da identidade
viral e do respectivo sorotipo (ALTSCHUL et al, 1990).

Ap6s a identificacdo dos sorotipos virais, foram construidas as arvores
filogenéticas pelo método de Neigbor-Joining, utilizando o programa MEGA versao
4.0.2 (TAMURA et al, 2007).
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4.3.5 Iniciadores utilizados na reacdo de RT-PCR, PCR e sequenciamento
nucleotidico

Quadro 3 - Iniciadores utilizados nas reacdes de RT-PCR, PCR e de

sequenciamento nucleotidico e sua posi¢cdo de anelamento no genoma viral.

Iniciadores Sentido Sequéncia (5' - 3') Tin;a;)r}ir::c;:o Posi¢do no genoma
EVR Anti-senso [ATT GTC ACC ATA AGC AGC C 153 pb 599-581°
EVF Senso CTC CGG CCCCTGAATGCGGCTA 153 pb 445-466 °
PAN PVR 2Anti-senso [TTIAIGCR TGICCRTTRTT 79 pb 2934-2916 °©
PAN PVF aSenso |CIT AIT CIM GIT TYG AYA TG 79 pb 2857-2876 °©
SerolR aAnti-senso |ATC ATICTY TCIARC ATY TG 70 pb 2528-2509 ¢
SerolF aSenso TGC GIGAYACIACIC AYAT 70 pb 2459-2477 ¢
Sero2R 2Anti-senso [AYICCY TCIACIRCICCYTC 79 pb 2537-2518 ¢
Sero2F aSenso |TGC GIGAYACIACIC AYAT 79 pb 2459-2477 ¢
Sero3R aAnti-senso [CCC CIA IpT GRT CRT TIK pRT C 140 pb 3176-3157'
Sero3F aSenso |AAYCCITCIRTITTYTAYAC 140 pb 3037-3056 ¢
SabinlR Anti-senso [TCC ACTGGC TTC AGTGTT 97pb 2601-2584 °©
SabinlF Senso AGG TCA GATGCTTGA AAGC 97pb 2505-2523 ©
Sabin2R Anti-senso [CGG CTT TGT GTC AGG C 71 pb 2595-2579
Sabin2F Senso CCGTTG AAG GGATTACTA AA 71 pb 2525-2544 ¢
Sabin3R Anti-senso [AGT ATC AGG TAAGCTATC C 53 pb 2560-2542
Sabin3F Senso AGG GCG CCC TAA CTTTG 53 pb 2537-2553 ©
Q8 a8Anti-senso |ACY AAG AGG TCTCTA TTC CAC 1100 pb 3504-3483 ¢
Y7 Senso TTT GTG TCA GCC TGT AAT GA 1100 pb 2402-2422 9
222 2Anti-senso [CIC CIG GIG GIA YRW ACA T 356 pb 2969-2951 "
292 aSenso MIG CIG YIG ARA CNG G 356 pb 2612-2627 "

% Iniciadores degenerados: p= (T+C); K=G/T; M=A/C; N= A/C/G/T; R= AIG; W=A/T; Y=C/T; I=
Inosine (Cddigo IUPAC de bases degeneradas).

® Iniciadores utilizados na rotina de diagnostico do LEV (dados néo publicados)

¢ Kilpatrick et al, 1996
4 Kilpatrick et al, 1998
®Yang et al, 1991
"Yang et al, 1992

9 Rico-Hesse et al, 1987

" Orbeste et al, 2003
' Kilpatrick et al, 2009
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO EXPERIMENTAL DAS METODOLOGIAS DE CONCENTRACAO
VIRAL

Para avaliagdo dos métodos de concentracao, foi selecionada uma amostra
para a realizacdo de experimentos de recuperacdo de virus utilizando-se os trés
meétodos de concentragéo viral.

Nos experimentos onde foi inoculado PV1 Sabin, para cada método de
concentracdo, duas garrafas apresentaram ECP caracteristico de enterovirus,
sendo uma na linhagem de células RD e outra na linhagem de L20B. Nestas
garrafas, foi isolado PV1 Sabin, confirmado apoés testes moleculares.

Nos experimentos controle, apenas uma garrafa de cada método apresentou
ECP caracteristico de enterovirus na linhagem de células RD. ApGs 0S mesmos
ensaios moleculares a que foram submetidos os isolados nos experimentos onde
foi inoculado PV1 Sabin, concluiu-se que se tratava de um enterovirus nao-palio.
Os isolados foram sequenciados para identificacdo e todos foram identificados

como Coxsackievirus B4.
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A Tabela 1 mostra o resultado da recuperagédo de PV1 Sabin pelos trés
métodos de concentracao viral utilizados, assim como o niumero de garrafas que
apresentaram ECP e respectiva confirmacdo da recuperacdo de PV1 Sabin pelo
método de RT-PCR.

Tabela 1 — Recuperacao de PV1 Sabin utilizando diferentes metodologias de
concentragéao viral.

N° de garrafas . ~
[0}
N° de garrafas com ECP/ Confirmacé&o por

inoculadas em RT-PCR para PV1
garrafas

linhagens celulares inoculadas Sabin

RD L20B RD L20B RD L20B
Separacédo
duas fases
Inoc'ulado PV1 1 5 11 1/5 pos pos
Sabin ( 20 TCIDsg)
Controle 1 2 1/1* 0/2 neg neg
Precipitacdo PEG
Inoc'ulado PV1 1 5 11 1/5 pos pos
Sabin ( 20 TCIDsg)
Controle 1 2 1/1* 0/2 neg neg
Adsorcdao silica
Inoc.ulado PV1 1 5 11 15 pos poS
Sabin ( 20 TCIDsg)
Controle 1 2 1/1* 0/2 neg neg

Separacao duas fases: método de separacdo em duas fases. Precipitacdo PEG: método de
precipitacdo por PEG. Adsorcéo Silica: método de adsorcéo por silica. N° - numero. ECP -
Efeito citopatogénico. PV1 Sabin - Poliovirus tipo 1 vacinal. Inoculado PV1 Sabin - amostra
inoculada com o virus-padrdo PV1 Sabin. Controle - amostra ndo inoculada com o virus-
padrdo PV1 Sabin. RD - Células de rabdomiosarcoma embrionario humano. L20B - Células L
de camundongo geneticamente modificadas que expressam um receptor humano para
poliovirus. Neg - negativo para PV1 Sabin. Pos - positivo para PV1 Sabin. RT-PCR para PV1
Sabin - Reacéo de Sorotipagem e de Sabin para confirmacgédo de PV1 Sabin.

* Amostras com ECP nos experimentos controle - detectado CV-B4. CV- Coxsackievirus.
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5.2 ANALISE DOS METODOS NO CAMPO

Os métodos descritos foram utilizados para concentracao de seis amostras
obtidas de aguas residuérias.

A Tabela 2 apresenta os resultados dos virus detectados, de acordo com 0s
métodos de concentracao viral utilizados. A eficiéncia dos métodos foi confirmada
pelo isolamento viral nas linhagens celulares de RD e L20B.

Tabela 2 - Positividade por isolamento das amostras concentradas pelos trés
métodos de concentracao testados simultaneamente.

N° da Amostra jszjrfzc‘fez em Ers;i(gitagéo por PEG Adsorgao por silica
01* + + +
02 + + +
03 - + +
04 - - +
05 - + +
06 + + +

N° - Numero. (+) Virus isolado. (-) Nenhum virus isolado.
Amostra utilizada para avaliagéo inicial dos métodos.

5.3 MONITORAMENTO DOS VIRUS CIRCULANTES

Apébs avaliacdo no campo dos métodos de concentracdo viral, optou-se pela
utilizacdo dos métodos de precipitacdo por PEG e adsor¢do por silica para o
monitoramento realizado. Posteriormente, o método de adsorcao por silica foi eleito

para dar continuidade ao monitoramento.
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A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos pelo isolamento viral nas 31

amostras do estudo, de acordo com 0os métodos utilizados.

Tabela 3 - Deteccdo de enterovirus por método de concentracao
viral utilizado.

Métodos de . . .
Numero de amostras positivas/ NiUmero
concentragéo de amostras estudadas por método
Separacgéo 3/6
duas fases
Precipitacdo PEG 27/31

e/ou Adsorcéao silica

Separacado duas fases: método de separacdo em duas fases. Precipitacdo PEG:
método de precipitacdo por PEG. Adsorcao Silica: método de adsorcao por silica.

5.4 ISOLAMENTO VIRAL EM CULTURAS CELULARES

A Tabela 4 apresenta os resultados do isolamento viral de acordo com as

linhagens celulares utilizadas.

Tabela 4 - Isolamento viral em linhagens de células RD e L20B.

NUumero de amostras com

Linhagens de células . .
g isolamento viral ( %)

RD 22/31 (70,9 %)
L20B 01/31 (3,2%)
RD + L20B 04/31 (12,9%)
Total 27/31 (87%)

RD - Células de rabdomiosarcoma embrionario humano. L20B - Células L de camundongo
geneticamente modificadas que expressam um receptor humano para poliovirus.
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5.5 IDENTIFICACAO DE ENTEROVIRUS DENTRE OS VIRUS ISOLADOS

A reacao de RT-PCR foi realizada para confirmar o resultado do isolamento
viral com ECP caracteristico de enterovirus, por meio da identificacdo dos virus
isolados como pertencentes ao género Enterovirus.

Todas as 27 amostras que apresentaram ECP caracteristico de enterovirus
foram positivas para enterovirus por RT-PCR. A Figura 11 demonstra fragmentos
amplificados de 153 pb, os quais representam o padrdo da reagcao positiva para

enterovirus.

Figura 11 - Perfil eletroforético dos produtos amplificados por RT-PCR em gel

de poliacrilamida a 10% para a identificacdo do género Enterovirus (153 pb).

Poco 1 - Padr@o de peso molecular de 50 pares de
bases (pb). Pocos 2 a 6 - Amostras positivas.

Poco 7 - Controle positivo (153 pb). Pog¢o 8 -
Controle negativo.
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5.6 IDENTIFICACAO DOS POLIOVIRUS DENTRE OS ENTEROVIRUS
ISOLADOS

As 27 amostras positivas para enterovirus foram submetidas a uma nova
reacdo de RT-PCR para identificacdo de poliovirus dentre os isolados. Oito (29,6%)
amostras foram positivas nesta reagcdo. Fragmentos de 79 pb foram observados
nas amostras confirmando como sendo positivas para poliovirus. O perfil

eletroforético dos produtos amplificados esté ilustrado na Figura 12.

Figura 12 - Perfil eletroforético dos produtos amplificados por RT-PCR em gel

de poliacrilamida a 10% para identificagc&o de poliovirus (79 pb).

150 pb —

100 pb —»
<«— 79pb

50 pb —_—

Poco 1 - Padrdo de peso molecular de 50 pares de bases
(pb).

Pocos 2, 3 e 4 - Amostras negativas. Pocos 5 e 6 - Amostras
positivas. Poco 7 - Amostra negativa. Pogo 8 - Controle
positivo (79 pb). Pogo 9 - Controle negativo.

5.7 CARACTERIZACAO INTRATIPICA DOS SOROTIPOS DE POLIOVIRUS

As oito amostras positivas para poliovirus foram submetidas a duas novas

reacdes de RT-PCR para identificacdo dos sorotipos e caracterizagdo intratipica.
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O sorotipo 1 foi isolado em uma amostra; o sorotipo 2, em cinco amostras e o
sorotipo 3 em duas amostras. Todas as cepas isoladas foram identificadas como
vacinais ou Sabin like. Fragmentos de 70, 79 e 140 pb nos produtos amplificados
foram esperados para os sorotipos 1, 2 e 3, respectivamente. Os perfis
eletroforéticos dos produtos amplificados sdo mostrados na Figura 13.

Figura 13 - Perfis eletroforéticos dos produtos amplificados por RT-PCR em
gel de poliacrilamida a 10% para identificacdo do Sorotipo 1 (70 pb); Sorotipo
2 (79 pb) e Sorotipo 3 (140 pb) de poliovirus.

Gel 1-PV1 Gel 2 - PV2 Gel 3 - PV3

1.2 3 4 5 6 12 346567

-~

150pb  —p

150 pb -
100pb  —p 100pb —p
50 pb —p 50pb —

PV1 - sorotipo 1. PV2 - sorotipo 2. PV3 - sorotipo 3.

Gel 1 - Reacgdo RT- PCR PV1. Poco 1 - Padréo de peso molecular de 50 pares de bases
(pb).

Poco 2 - Amostra positiva (sorotipo 1). Pogcos 3 e 4 - Amostras negativas. Pogo 5 -
Controle positivo (70 pb). Po¢o 6 - Controle negativo.

Gel 2 - Reacdo RT- PCR PV2. Poco 1 - Padréo de peso molecular de 50 pares de bases.
Pocos 2 e 3 - Amostras positivas (sorotipo 2). Poco 4 - Controle positivo (79 pb). Pogo 5 -
Controle negativo.

Gel 3 - Reacdo RT- PCR PV3. Poco 1 - Padréo de peso molecular de 50 pares de bases.
Pocos 2, 3 e 4 - Amostras negativas. Poco 5 - Amostra positiva (sorotipo 3). Poco 6 -
Controle negativo. Pogo 7 - Controle positivo (140 pb).

A reacdo de RT-PCR Sabin foi realizada para caracterizacdo intratipica
(vacinal ou selvagem). Fragmentos de 97, 71 e 53 pb foram observados nos
produtos amplificados confirmando os isolados como vacinais ou Sabin like (Sabin
1, Sabin 2 e Sabin 3, respectivamente). O perfil eletroforético dos produtos

amplificados esta ilustrado na Figura 14.
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Figura 14 - Perfis eletroforéticos dos produtos amplificados por RT-PCR em
gel de poliacrilamida a 10% para caracterizagdo intratipica dos poliovirus:
Sabin 1 (97 pb); Sabin 2 (71 pb) e Sabin 3 (53 pb).

150 pb —»

100 pb ——» 97 pb
71 pb
53 pb

50 pb e

Poco 1 - Padrdo de peso molecular de 50 pares de
bases (pb). Poco 2 e 3 - Amostras positivas (Sabin 2).
Pocos 4 - Amostra negativa. Poco 5 - Controles
positivos (Sabin 1 - 97 pb; Sabin 2 - 71 bp e Sabin 3 -
53 pb). Poc¢o 6 - Controle negativo.

5.8 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS POLIOVIRUS E ENTEROVIRUS
NAO- POLIO CIRCULANTES

5.8.1 Caracterizacao dos poliovirus por sequenciamento completo do gene VP1

Para caracterizacdo molecular dos poliovirus isolados e andlise da sua
estabilidade frente as cepas vacinais de referéncia PV1 Sabin, PV2 Sabin e PV3

Sabin, foi realizado sequenciamento nucleotidico completo do gene VP1.
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Os produtos amplificados pela reacdo de PCR (Figura 15) foram purificados,

guantificados e submetidos a reacdes de Cycle Sequencing.

Figura 15 - Perfil eletroforético dos produtos amplificados por PCR em gel de

agarose a 1%, para caracterizacdo molecular dos poliovirus (1100 pb).

1100 pb

500 pb

100 pb

Poco 1 - Marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb) (DNA Ladder).
Poco 2 - Amostra positiva. Pogo 3 - Controle positivo (1100 pb).
Poc¢o4 - Controle negativo.

Apés a andlise das sequéncias e comparacdo com sequéncias de cepas de
referéncia Sabin depositadas no GenBank, as amostras foram caracterizadas e
analisadas quanto a sua estabilidade frente as cepas de referéncia.

As sequéncias completas de nucleotideos que codificam a principal proteina
de capsideo viral, VP1 (poliovirus 1= 906 nt; poliovirus 2 = 903 nt e poliovirus 3 =
900 nt), das oito amostras de poliovirus isolados foram comparadas as cepas de
referéncia vacinal.

Todas as sequéncias nucleotidicas foram traduzidas em aminoacidos pelo
programa BioEdit, com o objetivo de identificar se as diferencas nucleotidicas

resultariam em alteracdes nas sequéncias proteicas codificadas.
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A andlise das sequéncias mostrou que todas as cepas ndo continham
mutacoes suficientes para serem classificadas como cPVDV ou cepas selvagens,
sendo, portanto, todas consideradas como vacinais ou Sabin-like.

A Tabela 5 apresenta as mutacdes nucleotidicas presentes no gene da
proteina VP1 nos poliovirus isolados, quando comparadas as cepas de referéncias
vacinais para os trés sorotipos (Sabin 1 [nUmero de acesso AY1842219]; Sabin 2
[nimero de acesso AY184220] e Sabin 3 [nUmero de acesso AY1842221)).



94

Tabela 5 - Mutagbes nucleotidicas e substituicbes de aminoacidos
identificados no gene VP1 dos poliovirus isolados em relacdo a cepa vacinal
padréo.
Nucleotideo Aminoacido
N° d Soroti . .
a orotipo N° de ) Posicéo da Posicéo .
Amostra  isolado . Tipo de . Alteracao
mutagdes L mutagédo no do AA na
substituico a de AA
na VP1 genoma VP1
05 PVZI_ kSabin 01 NS A2626G 49 ToA
IKe
06 PVZI_ kSabin 02 NS T2548C 23 S—>P
IKe
NS T2909C 143 | >T
11 PV2 Sabin 01 NS T2909C 143 | T
like
12 PV2 Sabin 01 NS T2909A 143 | >N
like
13 PV3 Sabin 05 NS C2493T 6 Tl
like
S C2683T 69
S A2698G 74
S A2821G 115
NS C2967T 164 T
15 PV1|_ kSabin 02 NS A2774G 295 K—E
IKe
NS A3059T 194 | > F
16 PV2 Sabin 02 NS T2909A 143 | N
like
S A3363G 294
23 PV3 Sabin 03 NS C2493T 6 Tl
like
S C2683T 69
S A2869G 131

N° - nimero. AA - aminoécido. VP1 - gene que codifica a proteina VP1 do genoma viral. PV1 Sabin
like - Poliovirus sorotipo 1 vacinal. PV2 Sabin like - Poliovirus sorotipo 2 vacinal. PV3 Sabin like -
Poliovirus sorotipo 3 vacinal. S — mutagédo sindnima. NS — mutacdo ndo-sinbnima. (---) - Sem
alteracdo de AA. A — Alanina. E - Acido glutamico. F - Fenilalanina. | — Isoleucina. K - Lisina. N —
Asparagina. P - Prolina. S —Serina. T - Treonina.
% O primeiro nucleotideo refere-se ao presente na cepa-padrdo Sabin. O segundo nucleotideo
refere-se ao substituido presente na amostra.
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5.8.2 Caracterizacdo dos enterovirus nao-pdlio por sequenciamento parcial do
gene VP1

Para a caracterizagdo dos enterovirus ndo-pdlio isolados, foram realizadas
reacoes de sequenciamento parcial do gene VP1 com todas as amostras positivas
para enterovirus e negativas para poliovirus pelas reacdes de RT-PCR PAN-EV e
RT-PCR PAN-PV, respectivamente.

Os produtos amplificados pela reacéo de PCR (Figura 16) foram purificados,

guantificados e submetidos a reacdes de Cycle-Sequencing.

Figura 16 - Perfil eletroforético dos produtos amplificados por PCR em gel de

agarose a 1%, para identificagcdo dos enterovirus néo-polio (357 pb).

357 pb
100 pb

Poco 1 - Marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb)
(DNA Ladder).

Pocos 2 a 6 - Amostras positivas. Pogo 7 - Controle positivo (357 pb).
Poco 8 - Controle negativo.

Apds a andlise das sequéncias e comparacdo com outras sequéncias
depositadas no GenBank utilizando o programa Blast, as amostras foram

identificadas e tiveram seus sorotipos determinados (item 5.9).
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5.9 CARACTERIZACAO DOS VIRUS ISOLADOS

A frequéncia de isolamento dos enterovirus neste estudo foi de 87% (27/31).
Em uma mesma amostra foi possivel identificar enterovirus de um mesmo ou
diferentes sorotipos, totalizando 35 detec¢gbes em 27 amostras positivas.

A espécie mais frequente foi Enterovirus B com 27 deteccdes, seguida da
espécie Enterovirus C com 8 deteccgoes.

A espécie Enterovirus B compreendeu 0s seguintes sorotipos virais:
Echovirus 3 (E-3) identificado em uma das 27 amostras (3,7%); Echovirus 6 (E-6)
em 11/27 (40,7%); Echovirus 7 (E-7) em 7/27 (25,9%); Echovirus 20 (E-20) em
2127 (7,4%); Coxsackievirus B4 (CVB4) em 4/27 (14,8%) e Coxsackievirus B5
(CVB5) em 2/27(7,4%).

A espécie Enterovirus C compreendeu 0s seguintes sorotipos virais:
Poliovirus tipo 1 (PV1) em uma das 27 amostras (3,7%); Poliovirus tipo 2 (PV2) em
5/27 (18,5%) e Poliovirus tipo 3 (PV3) em 2/27 (7,4%).

A Figura 17 ilustra a diversidade dos sorotipos de enterovirus identificados
em relacdo ao numero total de deteccbes a partir das aguas residuarias coletadas

na ETE Alegria/Cedae no periodo do estudo.
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Figura 17 - Frequéncia absoluta do numero de enterovirus isolados em

relacdo ao numero total de detecgdes.

@ Echovirus 3

2 1
5 @ Echovirus 6
1 11 O Echovirus7
@ Echovirus 20

2 O Coxsackievirus B4
O Coxsackievirus B5

4 OPoliovirus 1

5 . OPoliovirus 2

OPoliovirus 3

Nove sorotipos de enterovirus foram identificados. O nimero representa as deteccdes por
sorotipo.

Nas 27 amostras positivas, houve deteccdo de um ou mais sorotipos de
enterovirus.

Poliovirus foram isolados em oito amostras, sendo o sorotipo 1 detectado no
més de junho/2012; o sorotipo 2 no meses de janeiro, abril, maio e junho/2012 e o
sorotipo 3 nos meses de maio e outubro/2012. Em seis amostras positivas para
poliovirus, detectou-se também enterovirus ndo-pdlio, como E-3, E-6 e E-20, nos
meses de janeiro, abril, maio e inicio de junho/2012. Nas duas amostras restantes,
foi isolado somente poliovirus, sendo o sorotipo 2 isolado no més de junho e o
sorotipo 3 no més de outubro/2012 ( Tabela 6).

Os enterovirus nao-polio foram isolados em 25 amostras. Em algumas
amostras, foram detectados dois ou mais sorotipos de enterovirus. No més de
dezembro/2011 foi isolado somente CV-B4. No més de janeiro/2012, foram
isolados E-3, E-6 e E-7. Em fevereiro, somente E-6 e em marco, somente CV-B5.
No més de abril, houve deteccao de E-20 e CV-B5. Em maio, foram isolados E-7 e
E-20. No més de junho, houve isolamento de E-7. Nos meses de julho e

agosto/2012 ndo houve coleta. As amostras coletadas no més de setembro nao
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apresentaram ECP no isolamento em linhagens celulares, tendo o resultado

negativo confirmado por RT-PCR para enterovirus. No més de outubro, foi isolado
E-6. No més de novembro, E-6, E-7 e CV-B4. No més de dezembro/2012, foi

isolado somente E-6.

A Figura 18 mostra a distribuicdo mensal dos sorotipos de poliovirus e

enterovirus ndo-polio isolados durante o periodo de estudo.

Figura 18 - Distribuicdo mensal dos sorotipos de PV e EVNP no periodo de
dezembro/2011 a junho/2012 e setembro/2012 a dezembro/2012.

Numero de Sorotipos Isolados

PV3

PV2

PV1
CV-B5

mCV-B4
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WE7
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G My My N N "y Ny Ny N
AN\ APANSI AP (R VAN
S &S 1 & & ¥

2V

E3

Q) (bq, ‘,e’ o

Periodo do estudo

PV - Poliovirus. EVNP - Enterovirus ndo-pdélio. CV- Coxsackievirus. E - Echovirus.

A Tabela 6 apresenta o0 resultado consolidado dos enterovirus

caracterizados no estudo. Observou-se a co-deteccdo de mais de um sorotipo em

uma mesma amostra, totalizando 35 detec¢cdes em 27 amostras positivas para

enterovirus. Estdo destacadas as amostras em que foram isolados poliovirus.



99

Tabela 6 - Sorotipos isolados de PV e EVNP por amostra no periodo do

estudo.

Més da N° Sorotipo de EV Més da N° Sorotipo de EV

coleta Amostra detectado coleta Amostra detectado
Dez/2011 1 Cv-B4 Set/2012 17 Neg
Dez/2011 2 Cv-B4 Set/2012 18 Neg
Jan/2012 3 E-7 Out/2012 19 E-6
Jan/2012 4 E-7 Out/2012 20 E-6
Jan/2012 5 E-3 + PV2 Sabin like Out/2012 21 E-6
Jan/2012 6 E-6+ E'7I;L§V2 Sabin | 5,,1/2012 22 E-6
Fev/2012 7 Neg Out/2012 23 PV3 Sabin like
Fev/2012 8 E-6 Nov/2012 24 E-6 + E-7
Mar/2012 9 CV-B5 Nov/2012 25 E-6
Abr/2012 10 CV-B5 Nov/2012 26 Cv-B4
Abr/2012 11 E-20 + PV2 Sabin like Nov/2012 27 Cv-B4
Mai/2012 12 E-7 + PV2 Sabin like Dez/2012 28 E-6
Mai/2012 13 E-7 + PV3 Sabin like Dez/2012 29 E-6
Mai/2012 14 E-20 Dez/2012 30 E-6
Jun/2012 15 E-7 + PV1 Sabin like Dez/2012 31 Neg
Jun/2012 16 PV2 Sabin like

N° - Namero. PV - Poliovirus. EV - Enterovirus. EVNP - Enterovirus nao-pdlio. CV -Coxsackievirus.

E - Echovirus. PV1 Sabin like - Poliovirus tipo 1 vacinal. PV2 Sabin like - Poliovirus tipo 2 vacinal.
PV3 Sabin like - Poliovirus tipo 3 vacinal. Neg - resultado negativo. Total de amostras positivas para
enterovirus - 27 amostras. Total de deteccdes - 35 enterovirus detectados em 27 amostras
positivas. Destaque em vermelho — amostras positivas para poliovirus.
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6. DISCUSSAO

As intensas campanhas de imunizagdo realizadas dentro do contexto da
erradicacdo global da poliomielite levaram a uma reducdo acentuada da circulagao
de poliovirus selvagens. Todavia, os poliovirus selvagens ainda permanecem
endémicos em trés paises (Afeganistdo, Paquistdo e Nigéria) e casos de re-
emergéncia por importacdo destes virus foram relatados, em anos anteriores, em
paises antes considerados livres da circulacdo das cepas selvagens. Até maio de
2013, seis casos de importacdo de poliovirus selvagens foram relatados (Somalia=
4 casos; Quénia= 2 casos) (GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013a).

Como ja& mencionado, a utilizacdo em larga escala da VOP pode, em
algumas situacdes, propiciar o surgimento de cepas de PVDVs responsaveis por
surtos de poliomielite paralitica, o que ja ocorreu em diferentes partes do mundo.
Até maio de 2013, nove casos de circulacdo de cPVDV foram relatados (HOVI,
2012; GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013c).

Enquanto a erradicacdo nao for alcancada, a circulacéo de cepas selvagens
e de PVDVs, com risco potencial de recuperacdo da capacidade de
neuroviruléncia, continuard representando um desafio para o alcance da
erradicacao global da doenca (KEW et al, 2005; MINOR, 2009; ROIVANEM et al,
2010).

A vigilancia ambiental dos poliovirus representa o0 monitoramento da
transmissao desses virus (selvagens, vacinais e PVDVSs) na populacao por meio da
analise de amostras supostamente contaminadas com fezes humanas. Baseia-se
no fato de que individuos infectados por poliovirus, sintomaticos ou nao, podem
excretar grandes quantidades de particulas virais por varias semanas no ambiente.
Este monitoramento j& é realizado em diversos paises e tem sido capaz de detectar
poliovirus selvagens e PVDVs, mesmo na auséncia de casos relatados de PFAs,
(WHO, 2003; HOVI, 2012).

Como dito anteriormente, o Brasil apresenta altos indices de cobertura
vacinal (média nacional > de 95%) (BRASIL, 2012a). Todavia, por ndo ocorrer de
forma homogénea em todo o territério nacional, apresenta algumas regiées com
indices abaixo da média desejada (<95%): Alagoas (90,22%); Amazonas (91,93%);
Amapa (92.67%); Bahia (93,26%); Distrito Federal (93,65%); Paraiba (92,08%);
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Piaui (93,91%); Rio Grande do Norte (93,98%); Rio Grande do Sul (89,40%);
Roraima (88,78%) e Tocantins (92,75%) (Programa Nacional de Imunizacdes
(PNI), 2013). Isso possibilita a existéncia de bolsdes de individuos suscetiveis, o
gque pode favorecer o surgimento e a circulacdo de PVDVs, assim como a
reintroducdo de poliovirus selvagens importados de paises endémicos (GLOBAL
POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013a).

Com o crescente volume de viagens e comércio internacionais, diversos
microrganismos patogénicos podem facilmente se dispersar entre 0s continentes
(NASH et al, 2001). A ndo ocorréncia de poliomielite por poliovirus selvagens no
pais ndo é suficiente para afastar seu risco, uma vez que 0s virus ainda circulam
em outros paises e podem ser reintroduzidos por viajantes infectados em regibdes
gue apresentam bolsdes de individuos suscetiveis (BRASIL, 2012c). O Brasil
mantém relacbes bilaterais politicas, comerciais (MINISTERIO DAS RELACOES
EXTERIORES) e de transporte frequentes com paises que reintroduziram o
poliovirus selvagem (China, Congo, Costa do Marfim, Gab&o, Guiné, Quénia,
Libéria, Mali, Niger) (GLOBAL POLIO ERADICATION INITIATIVE, 2013a).

Diferentes metodologias vém sendo utilizadas para a concentracdo viral em
amostras de aguas residuarias, baseando-se nas caracteristicas fisico-quimicas
das particulas virais (ENGLAND, 1977; TSAIl et al, 1993; SHIEH et al, 1995;
VANTARAKIS; PAPAPETROPOULOU, 1999; CETESB, 2001; KATAYAMA,
SHIMASAKI; OHGAKI, 2002; ALBERTSSON, 1971; SHIEH et al, 1995;
LEISINGER, 1997; BAGGI, 2001; van HEERDEN, 2005 apud ZURBRIGGEN et al,
2008).

Alguns métodos baseiam-se na capacidade de adsorcdo dos virus a
matrizes carregadas positiva ou negativamente (membranas, fibras de vidro, de pé
ou de algodao), seguidas de uma etapa de eluicdo quimica. A concentracao viral
também pode ser baseada no fato dos virus de apresentarem uma massa
molecular relativamente alta, o que possibilita concentra-los através de métodos de
ultracentrifugacéo, ultrafitracdo (MEHNERT; STEWIEN, 1993; WYN-JONES;
SELLWOOD, 2001; FONG; LIPP, 2005; GARCIA, 2006 apud GUIMARAES, 2007)
ou hidroextracdo com PEG (SHIEH et al, 1995).

Um bom método de concentracdo deve ser tecnicamente simples, rapido e

acessivel e capaz de, a partir de volumes maiores de agua, obter um pequeno
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volume de concentrado, de promover uma grande recuperacdo de virus e de
detectar uma ampla variedade de virus, além de ser repetitivo e reprodutivel
(BOSCH, 1998; LI et al, 1998; WYN-JONES; SELLWOOD, 2001 apud TAVARES;
CARDOSO; BRITO, 2005).

O método de separacdo em duas fases baseia-se na formacdo de duas
fases aquosas o que permite a concentracdo e extracdo de particulas virais. A
formacdo em duas fases se da em funcdo da incompatibilidade, em solugéo, dos
polimeros hidrofilicos PEG e dextrana, permitindo a preservacdo da estabilidade
molecular dos virus e a sua purificacdo (ALBERTSON, 1967 apud WHO, 2003;
ALBERTSSON, 1971; CABEZAS, 1996 apud PADILHA et al, 2011). No método de
precipitacdo por PEG, as particulas virais sdo precipitadas e concentradas por acao
do polimero PEG e de um sal (SHIEH et al, 1995). Ja o0 método de adsorcdo por
silica baseia-se na concentracdo das particulas virais a partir da floculagdo por
cloreto de aluminio, seguida de adsorcdo a particulas de didxido de silico
(ZURBRIGGEN et al, 2008).

Todos os meétodos foram previamente avaliados quanto a eficiéncia na
recuperacdo de poliovirus e seus resultados analisados, de acordo com as
recomendacdes constantes no manual da OMS (WHO, 2003).

Nos experimentos com o inoculado PV1 Sabin de cada método de
concentracdo, duas garrafas que apresentaram ECP revelaram o isolamento de
PV1l Sabin, mostrando que houve recuperacdo do virus inoculado. Nos
experimentos controle, a Unica garrafa que apresentou ECP né&o revelou o
isolamento de PV1 Sabin, conforme esperado. Nestas, foi isolado Coxsackievirus
B4. Nao foram realizados ensaios quantitativos que possibilitassem quantificar o
virus PV1 Sabin recuperado. A recuperacao do virus foi confirmada apenas com a
analise qualitativa pelo ensaio de RT-PCR, conforme mencionado anteriormente.
Apoés analise dos resultados, os trés métodos foram considerados adequados para
serem utilizados com as demais amostras do estudo.

Inicialmente o método de separacdo em duas fases preconizado pelo
manual da OMS (WHO, 2003) seria utilizado para concentrar todas as amostras do
estudo. Entretanto, como ja mencionado anteriormente, em funcdo do alto custo de

um dos polimeros, optou-se por outros métodos que atendessem a necessidade do
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estudo e que apresentassem boa eficiéncia e baixo custo. Foram utilizados,
portanto, os métodos de precipitacdo com PEG e adsorcao por silica.

Observou-se uma maior detec¢cdo de enterovirus nas amostras processadas
pelos métodos de precipitacdo por PEG e de adsorcdo por silica do que naquelas
processadas pelo método de separacdo em duas fases. O método de separacao
em duas fases, além de apresentar um alto custo, é trabalhoso, demorado e requer
alguns cuidados nas diferentes etapas do procedimento. Acredita-se que esses
motivos possam ter influenciado na menor deteccdo de virus por este método
comparado aos demais. Contudo, ndo se pode afirmar que esse método ndo seja
eficiente em relagcdo aos demais, considerando que nédo foram realizados testes
guantitativos para avaliar a taxa de recuperacdo dos virus nas amostras
submetidas a concentracdo por cada método. Observou-se, no entanto, que as
amostras processadas pelo método de silica, apresentavam ECP nas linhagens RD
e L20B mais rapidamente que aquelas processadas pelos demais métodos (dados
nao mostrados). Em um estudo realizado na Finlandia, o método de separacdo em
duas fases mostrou-se mais eficiente que o método de precipitacdo por PEG (HOVI
et al, 2001). ZURBRIGGEN e colaboradores (2008) obtiveram pelo método de
silica uma taxa de recuperacédo viral 60% superior aquela obtida pelo método de
separacao em duas fases, recomendado pela OMS.

As culturas de células recomendadas pela OMS para o isolamento de
poliovirus e enterovirus ndo-pdlio, a partir de amostras ambientais, sdo as
linhagens L20B e RD. A linhagem RD é suscetivel aos enterovirus humanos,
enquanto que, a linhagem L20B expressa receptores especificos para poliovirus,
sendo especifica, portanto, para o isolamento desses agentes. O uso da linhagem
L20B é de extrema importancia na analise de amostras onde enterovirus nao-polio
poderiam mascarar a presenca de poliovirus (WHO, 2003). DESHPANDE e
colaboradores (2003) demonstraram, em um estudo realizado na india, que o uso
da linhagem L20B é eficiente na sele¢éo de poliovirus na presenca de enterovirus
nao-polio, quando a quantidade desses ultimos excede em 1000 vezes a de
poliovirus. Além disso, que poliovirus selvagens podem ser detectados mesmo na
presenca de cepas vacinais circulantes no ambiente.

No presente estudo, a taxa de isolamento viral nas linhagens de células RD
e L20B foi de 87% (27/31). Em 22 amostras, foi observado ECP caracteristico de
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enterovirus somente na linhagem RD; em uma amostra, somente em L20B e em
quatro amostras, em RD e L20B, simultaneamente. Todos os enterovirus ndo-pdlio
foram isolados somente em RD. Os poliovirus foram isolados nas linhagens RD e
L20B (RD= 3 isolados; L20B= 1 isolado e RD/L20B= 4 isolados). A linhagem L20B
isolou somente poliovirus. A taxa de isolamento viral deste estudo esta de acordo
com um estudo realizado por VINJE e colaboradores (2004) que relatou 85%.

A deteccéo de enterovirus nao-pélio nas amostras coletadas é um indicativo
de que a vigilancia ambiental esta sendo realizada de forma satisfatoria (OMS,
2003). Espera-se encontrar, pelo menos, 30% de enterovirus ndo-pélio em
amostras processadas pelo método Grab. Em populac¢des imunizadas com VOP,
espera-se encontrar poliovirus Sabin like, especialmente durante e apds as
campanhas nacionais de imunizagao (OMS, 2003).

Poliovirus, assim como outros enterovirus, sdo conhecidos por serem
capazes de manter sua infecciosidade por alguns meses em aguas naturais
(POYRY; STENVIK; HOVI, 1988; YANG et al, 1991; CHOWDHARY; DHOLE,
2008).

Estudos mostram que, grupos de individuos vulneraveis como
imunodeficientes vacinados com VOP podem contribuir para a circulacdo de
poliovirus no ambiente por longos periodos (KEW et al, 2005; KHETSUARIANI et
al, 2010; LODDER et al, 2012). A caracterizagcdo de um poliovirus como PVDV é
fornecida pelo nimero de mutacdes identificadas a partir da comparacdo com
cepas vacinais de referéncia (KEW et al, 2005).

Como ja mencionado, classifica-se os sorotipos 1 e 3 como PVDVs pela
presenca de 1% ou mais de divergéncia na sequéncia de nucleotideos do gene
VP1 (906 nt para PV1, 903 nt para PV2 e 900 nt para os PV3) em comparacao as
cepas de referéncia. A presenca de 10 mutacdes e de 9 mutacbes para 0s
sorotipos 1 e 3, respectivamente, classificaria os isolados como PVDVs, enquanto
gue, diferencas de seis ou mais nucleotideos (0,6%) classifica o sorotipo 2 como
um PVDV. A presenca de 6 mutacdes classificaria os PV2 isolados como PVDVs.
Poliovirus com menos de 1% de divergéncia, sdo considerados “Sabin-like”
(BLOMQVIST et al, 2012). Essa demarcacdo de 1% de diferenca na sequéncia
nucleotidica de VP1 indica que a replicacdo do virus vacinal tenha ocorrido ha

aproximadamente um ano (KEW et al, 2005).
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Todas as cepas de poliovirus isoladas neste estudo mostraram diferencas
nucleotidicas em relacdo as cepas-padrao vacinais. Foram observadas mutacdes
sindbnimas e n&o-sindbnimas nos isolados. Um estudo realizado no LEV analisou
amostras de poliovirus isolados de amostras de aguas residuarias, coletadas no
estado de S&o Paulo. Alguns isolados demonstraram possuir mutacdes importantes
para a neuroviruléncia. Nao foram detectados PVDVs dentre os isolados (GREGIO,
2006).

A evolucdo molecular dos poliovirus é caracterizada pela propagacao
seletiva dos variantes virais gerados a partir de mutagcdes e recombinacdes
heterotipicas ou intragénicas (KEW et al, 2005). A presenca de mutacdes nao-
sinbnimas e recombinagdes caracteriza que a evolugdo da cepa Sabin ocorreu
durante a replicagdo viral no intestino dos recipientes da vacina e de seus
contactantes suscetiveis (KEW et al, 1998; ZURBRIGGEN et al, 2008). Algumas
dessas mutacdes sao conhecidas por contribuirem para o aumento da eficiéncia na
replicacéo viral e para a reversdo ao fenotipo neurovirulento com aumento da
possibilidade de causar doenca neurologica (ZURBRIGGEN et al, 2008).

O numero de mutacdes sinbnimas dentro da regido do gene VP1 é usado
para estimar a “idade” da cepa de poliovirus, ou seja, o tempo de replicacéo in vivo
em um unico ou varios individuos (HOVI et al, 2004; ZURBRIGGEN, 2008). A
auséncia de mutacdes sindnimas indica que a cepa € “recém-nascida’, ou seja,
gue a substituicdo nucleotidica ocorreu durante a replicacdo do virus no proprio
recipiente da vacina ou seu contactante. A presenca de uma a 10 mutacdes
sinbnimas indica que a cepa é “jovem”, ou seja, as mutagdes ocorreram ha menos
de um ano (YAKOVENKO et al, 2006).

Dentre as mutacdes observadas no gene VP1, algumas n&o-sinbnimas
podem afetar residuos de aminoacidos em cédons conhecidos por implicarem no
fendtipo atenuado das cepas-padrdo utilizadas na VOP (marcadores de
atenuacdo): Residuos A%, T'% e F'** no sorotipo Sabin 1 (ROUCHARD; LAM;
RACANIELLO, 1995); residuo 1*** no sorotipo Sabin 2 (MACADAM et al, 1993) e
residuo T® no sorotipo Sabin 3 (WEEKS-LEVY et al, 1991; TATEM et al, 1992).
Muitas mutagdes levam a substituicdo do aminoacio | — T; entretanto, varias
substituicées | - V, | - S e | — N tém sido observadas (MUELLER et al, 2009).
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As duas mutacbes ndo-sinénimas (K*° e 1'%

) observadas no isolado do
sorotipo 1 ndo estdo localizadas em aminoécidos considerados marcadores de
atenuacado. Entretanto, os isolados dos sorotipos 2 e 3 apresentaram sinais de
diminuicdo na atenuac&o. Quatro dos cinco isolados do sorotipo 2 revelaram
mutaces nao-sinbnimas no aminoacido I (I — T ) e (I — N), indicando
instabilidade genética neste sorotipo, em concordancia com os dados relatados por
MACADAM et al (1993) e por MUELLER e colaboradores (2009). Os isolados do
sorotipo 3 apresentaram mutacdes ndo-sindnimas no aminoacido T® (T — ), em
concordéancia com os resultados de MUELLER et al (2009) e de GREGIO (2006).
Os nossos resultados estdo em concordancia com um estudo realizado no LEV, a
partir de amostras clinicas, que detectou a presenca de muta¢cdes no aminoacido
143 (1 > T) do sorotipo 2 e no aminoacido T° (T — ) do sorotipo 3 (COSTA, 2011).
Pode-se deduzir que estas mutagdes sdo comuns nos poliovirus circulantes, visto
gue também foram detectadas em poliovirus isolados de casos clinicos e podem
representar um risco para individuos suscetiveis por ocorrerem em aminoacidos
especificos relacionados a perda do fendtipo atenuado.

A amostra 16 (sorotipo 2), coletada na semana posterior a campanha
nacional de imunizacdo ocorrida em 18 de junho de 2012, apresentou uma
pequena divergéncia genética em relacdo a cepa Sabin de referéncia (mutacéo
sinbnima = 1; ndo-sinbnima=1). Observou-se uma mutacdo n&o-sinbnima no
aminoacido 1 ( | — T). Esta pequena divergéncia é concordante com os
resultados encontrados em outros estudos, mostrando que a excrecdo de
poliovirus, apos a imunizacdo com VOP, ocorre por algumas semanas, sugerindo
gue uma excrecdo prolongada ocorra exclusivamente por criangas vacinadas
recentemente (CUERVO et al, 2001; MUELLER et al, 2009). Sugere-se, portanto,

que a mutacdo do aminoécido 1'%

presente nesta amostra tenha surgido nas
primeiras fases de replicacdo viral nos recipientes da vacina (ZURBRIGGEN et al,
2008).

Observou-se que o sorotipo 1 de poliovirus foi menos frequente (12,5% -
01/08) que os sorotipos 2 (62,5% - 05/08) e 3 (25% - 02/08). Os resultados estao
concordantes com os dados relatados, na Nova Zelandia, por HUANG et al (2005)
e, em Cordoba, Argentina (MUELLER et al, 2009). Acredita-se que esta diferenca

possa estar associada a quantidade de particulas virais excretadas; a duracéo da
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excrecao; a estabilidade do virus no ambiente ou na capacidade de ser transmitido
de individuos recipientes da vacina a seus contactantes (MUELLER et al, 2009). No
Brasil, SCHLINDWEIN (2009) detectou PV em 67% das amostras analisadas de
lodo de esgoto.

Um estudo de vigilancia ambiental realizado por ROIVAINEN et al (2010)
mostrou que cepas de PVDVs com a capacidade de neuroviruléncia recuperada
foram repetidamente detectadas no esgoto na Finlandia. Embora nenhum caso de
poliomielite suspeita tenha sido relatado no pais desde 1985, os autores do estudo
enfatizaram a importancia da manutencgéo das altas taxas de cobertura vacinal e da
vigilancia ambiental (ROIVANEN et al, 2010).

Regibes com indices de cobertura vacinal abaixo do desejado e/ou com
cobertura ndo realizada de forma homogénea podem apresentar grupos de
individuos suscetiveis a infeccbes por PVDVs e poliovirus selvagens, favorecendo
a emergéncia de surtos na populacdo (BLOMQVIST et al, 2012; LODDER et al,
2012).

Enterovirus néo-pdlio sdo endémicos no mundo inteiro e multiplas infec¢des
com varios sorotipos tém sido relatadas. O monitoramento da circulacdo de
enterovirus tem sido util no estabelecimento de padrdes temporais e geograficos de
circulacdo de cada sorotipo e na caracterizacdo dos sorotipos predominantes em
casos de surtos e na determinacdo das relacdes filogenéticas entre as cepas
(KARGAR, SADEGHIPOUR; NATEGH, 2009; KHETSUARIANI et al, 2010).

A alta taxa de deteccdo de enterovirus ndo-polio em amostras ambientais €
considerada um indicador de que a coleta, 0 processamento e a andlise das
amostras foram apropriadamente realizados, indicando inclusive que 0 seu
transporte do local de coleta até o laboratério foi adequadamente eficiente,
preservando a infectividade dos virus (VINJE et al, 2004).

Neste estudo, a taxa de deteccdo de enterovirus nao-polio foi de 80%
(25/31), acima dos 30% esperados, conforme citado no manual da OMS (WHO,
2003), sendo detectados seis diferentes sorotipos de enterovirus nao-pélio. Nossos
resultados estdo de acordo com estudos conduzidos por VINJE et al (2004), o qual
relatou uma taxa de deteccdo de 91% de enterovirus; por MUELLER et al (2009)
com relatos de deteccédo de 86-99%, em um estudo realizado na Argentina e por
MOMOU et al (2012), com uma taxa de deteccdo de 81,4%. No Brasil, um estudo
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realizado por SALVADOR (2011), no qual avaliou a ocorréncia de enterovirus em
amostras de lodo de esgoto, relatou a deteccdo de enterovirus em 83% das
amostras analisadas.

Em regides de clima temperado, a transmissdo de enterovirus € altamente
sazonal, com picos de transmissdo no ver&o e no outono e redugao no inverno. Em
regides de climas tropicais, a transmissdo de enterovirus ocorre durante todo o
ano, embora possam ser observados alguns picos sazonais (MINOR, 2004; KEW
et al, 2005; KARGAR, SADEGHIPOUR; NATEGH, 2009).

Observamos no presente estudo que os enterovirus foram isolados em todos
0S meses, exceto nos meses de julho e agosto, nos quais ndo houve coleta e no
més de setembro, no qual ndo houve deteccado de enterovirus. A sazonalidade dos
enterovirus so poderia ser avaliada numa série histérica de, no minimo, trés anos.

Em apoio as atividades de erradicacdo global da poliomielite, o presente
estudo teve como principal objetivo isolar e identificar os poliovirus a partir de
aguas residuarias coletadas em uma estacdo de tratamento de esgoto, no
municipio do Rio de Janeiro, estabelecendo a vigilancia ambiental no Laboratério
de Enterovirus (LEV).

De uma forma geral, os dados apresentados neste estudo reforcam a
vigilancia ambiental como uma ferramenta no monitoramento da circulacéo de virus
entéricos no ambiente. Essa vigilancia contribui para a avaliacdo da extensao e
duracdo da circulacdo de poliovirus no ambiente, mesmo na auséncia de casos
relatados de paralisias flacidas agudas, auxiliando ainda no acompanhamento da
eficiéncia das campanhas e estratégias de vacinacdo contra a poliomielite e na
deteccdo e avaliacdo dos niveis de circulacdo de cepas de poliovirus vacinais,
PVDVs e/ou selvagens (SHULMAN et al, 2000; ROIVAINEN et al, 2010;
BLOMQVIST et al, 2012).
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7 CONCLUSOES

e Este estudo demonstrou uma alta taxa de deteccao de enterovirus (87%), sendo
caracterizados 29,6% de poliovirus e 70,4% de enterovirus ndo-pélio. Os trés
sorotipos de poliovirus detectados foram classificados como vacinais ou Sabin
like.

e Nado foram detectados PVDVs e poliovirus selvagens durante o periodo de
estudo, embora tenha sido identificada a presenca de mutagdes n&o-sinbnimas
em pontos de atenuacado presentes nas cepas Sabin de referéncia.

e Os enterovirus nao-polio mais frequentemente isolados foram Echovirus 6
(40,7%) e Echovirus 7 (25,9%).

e De acordo com recomendacbes da OMS, a qual considera uma taxa de
deteccdo de 30% de enterovirus nao-polio como satisfatéria, conclui-se que as
metodologias utilizadas neste estudo sdo adequadas para a vigilancia ambiental

dos poliovirus.

e A alta taxa de deteccao aliada as mutacdes encontradas neste estudo reforca a
necessidade de se manter a vigilancia ambiental de poliovirus e enterovirus néo-

polio.
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8 PERSPECTIVAS

Avaliar a utilizagdo de PCR em tempo real na vigilancia ambiental de poliovirus.

e Analisar a possivel presenca de recombinac6es nos genes da protease 2C e

polimerase 3D entre os poliovirus isolados.

e Analisar a presenca de mutagdes na regido 5’-NC dentre os poliovirus isolados.

e Realizar um estudo com um tamanho amostral que permita determinar a

sazonalidade dos enterovirus no ambiente.
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ANEXO A - “3° TERMO ADITIVO AO ACORDO DE COOPERAGCAO TECNICA
CELEBRADO ENTRE A FIOCRUZ E CEDAE.”

Ministério da Saude

oA = R4 Rio de Janeiro FIOCRUZ Fundagio Oswaldo Cruz
EDAE SOMANDO FORCAS Diretoria de Planejamento Estratégico

Processo Fiocruz n° 25380.003142/2009-79
Processo Cedae n° E - 17/100.905/2011

Aditivo n°® 03 ao Acordo de Cooperacao
Técnica celebrado entre a FUNDACAO
OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ e a
COMPANHIA ESTADUAL DE AGUAS E
ESGOTOS - CEDAE, na forma abaixo:

A FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ e a COMPANHIA ESTADUAL DE
AGUAS E ESGOTOS - CEDAE, ja qualificada no contrato original, por seus
representantes legais e neste ato, a primeira, representada pela sua Diretora Dr®. Tania
Cremonini de Araujo Jorge , portadora da Carteira de Identidade n°® 2.564.989 IFP/RJ,
CPF n° 403.241, conforme autorizacdo da Diretoria da CEDAE, em reuniao realizada
em 09 de Novembro de 2011, tém ajustado entre si, o presente aditivo, que se regera
pelas normas contidas na Lei n° 8.666, de 21 de junho de 1993 e suas modifica¢ées, no
que couber, bem como pelas clausulas seguintes:

CLAUSULA PRIMEIRA - DA FINALIDADE

Em conformidade com a “Clausula Terceira - Dos Aditamentos”, do referido Acordo de
Cooperagéo, o presente Termo Aditivo tem por finalidade “Vigilancia ambiental dos
poliovirus em apoio as atividades de erradicagido global da poliomielite”, vinculado
ao Laboratoério de Enterovirus/FIOCRUZ do IOC.

CLAUSULA SEGUNDA - DO PLANO DE TRABALHO

Integra este Instrumento, independentemente de transcricéo, o Plano de Trabalho,
elaborado de comum acordo entre as partes, concernente a execugao da finalidade
descrita na Clausula Primeira.

CLAUSULA TERCEIRA - DAS OBRIGA(}GES DA FIOCRUZ
A FIOCRUZ, através da sua unidade o Instituto Oswaldo Cruz / Laboratério de
Referéncia Nacional para Enteroviroses, compromete-se a:

3.1 - Coletar amostras de esgoto ndo tratado que atende uma populacéo de 300.000 a
1.500.000 podendo variar a frequéncia de coleta de 1x/més a 1x/semana, no volume de
1L

CLAUSULA QUARTA - DAS OBRIGACOES DA CEDAE
A CEDAE, através da sua Diretoria de Producédo e Grande Operacdo, compromete-se a:

4.1 - Disponibilizar amostras de aguas residuarias e lodo de estagées de tratamento de
esgoto (ETE), de acordo com os projetos apresentados;

CLAUSULA QUINTA - DA GESTAO
Serdo responsaveis pela conducéo dos trabalhos referentes ao presente Termo Aditivo
os profissionais que forem indicados pela Fundacédo Oswaldo Cruz e pela Companhia
Estadual de Aguas e Esgotos através de documentos com essa finalidade, que passaréo
a integrar o presente Termo Aditivo.

,
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Ministério da Satde

C x ‘ GOVERNO DO i
== | Rio de Janeiro FIOCRUZ Fundagao Oswaldo Cruz
CEDAE T s0MAaNDO FORCAS Diretoria de Planejamento Estratégico

CLAUSULA SEXTA - DA VIGENCIA
O presente Termo Aditivo tera vigéncia a partir da data de sua assinatura até o
vencimento do Acordo de Cooperagéao Técnica.

CLAUSULA SETIMA - DA PUBLICACAO

A FIOCRUZ, como condicao de eficacia, providenciara a publicagdo do presente Termo
Aditivo, por extrato, no Diario Oficial da Unido — D.O.U., até o 5° (quinto) dia ttil do més
seguinte ao de sua assinatura, para ocorrer no prazo de 20 (vinte) dias a contar daquela
data.

CLAUSULA OITAVA — DA RATIFICACAO

Ratificam-se as demais clausulas e condi¢des do Acordo de Cooperagdo, ora aditado,
ndo especificamente alteradas por este Instrumento, que aquele se integra para um so6
efeito.

E, por estarem assim, justos e acordados, assinam o presente diante de

testemunhas.
Rio de Janeiro, 7/ de Z/vzecc/Sp 5 de 2011.
Pela FIOCRUZ:
iy g /
/ ,/( /‘A—-i; :,JL (1;/ = /
TANIA CREMONINI DE ARAUGJO JORGE
Diretora
TANIA CHE ARAUJC JORGE
Pela CEDAE: " Diretora

/\ ~/Instituto Oswaldo ¢z
// 7~ Vat 046285

WA(‘}yK JA VICTER
irefor-Presidente /|

Ad-03-Acordo-Cooperacao-FIOCRUZ-P

Av. Pres. Vargas, 2655 . Cidade Nova . Rio de Janeiro . CEP 20.210-03 A‘
www.cedae.com.br Ve




129
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Diédrio Oficial da Unido - segio 3

N° 3, quarta-feira, 4 de janeiro de 2012

FUNDACAO OSWALDO CRUZ
DIRETORIA DE ADMINISTRACAO

EXTRATO DE CONTRATO N° 3412011 UASG 254420

Processo: 25380002387201101
INEGOTILIDADE N 162011 Contraunte: ~ FUNDACAQ
OSWALDO CRUZ -CNPJ Contratado: 3313101900149, Conlriado
CARL ZEISS DO BRASIL LTDA -Objeto: Prestacdo de servigos de
manutengdo preventiva do microscopio wmo:;\l 2 Lascy Zr,lss Felo
periodo de 5 mese, podendo ser prorrogado conforme
s:w hmdamcnlo gal: art 25, lei 866193, e 10533102 mnzmmx
1272011 a 29/0512012. Valor
RSTI55400. Home 151000000 - 201 INERDTHSD. Dt Aboes:
tra: 29/127201

(SICON - 03/01/2012) 254425-25201-201 INES0009 1

RESULTADO DE JULGAMENTO
PREGAQ N* 1382011

A Pregocira no uso de suas atribuigdes declara vcneedom da
licitago as empresas: NATULAB LABORATORIO S.A
valor total de RS ’m 700 nﬂ CIMED rNDUsTRlA DE MrDl(.A-
MENTOS LTDA 08, 32 ¢ 53, valor toal de RS
1.91.500.00; GEOLAB NDUSTRIA FARMACEUTICA' SIA nos
itens 29 ¢ 33, valor total de RS 2.520.000,00: FARMACE- IND!
TRIA QUIMICO FARMA(‘LUTI(,A Cl AR NSE TDA no item 01,
valor total de RS 39.600,00; ACX-MEDIC. TOS LTDA no item
3 oml dc 2nn A7 DNrRmqu)RA DE ME-
DICAMENTO A EPP no item 24, valor total de RS 196.200,00;
LABORATQRIO TFUTO BRASILEIRO S/A nos flns 37 ¢ 41
total de R$ 350.635,00. MEDQUIMICA INDUSTRIA FARMA(
TICA LTDA no e 47 vnler total dc RS |

5

950.00(
HOSPITALARES L
valor total de RS 750000 VITAPAN INDUSTRIA FARMA( EU-
TICA LTDA no item 15, valor total de RS 384.000,00; MERCK S/A
no item 12, valor toial de RS 8.900.000.00: GLAXOSMITHKLINE
BRASIL

LTDA nos it
CAZI QU(Mlu FARMACEUTICA
o itom 4. valor ioial de RS 1350.000,00; C
PRODUTOS QUIMICOS FARMACEUTICOS LTDA mos itens 09 ¢
‘ill vnlov luul d: Rs 156 700 00; BIOLAB SANUS FARMACEU-
25. valor total de RS 1.725.000,0(
LoMLRuAL (‘IRUR(‘ch RIOCUARENSE LTDA nos fiens 16, 40
© 46, valor total dc RS 3.755.400.00; PRATI DONADUZZI E CIA

INDUSTRIA
33

. 14,19, 20, 21, 22, 28, 31, 36, 39, 43,

5 valor wul de Rs 6.864.880,00; PRODIET

FARMA( EUTICA SIA no itom 30, valor iotal de RS $1.450.00:

(ULTILAB INDUSTRIA E COMERCIO DE PRODUTOS FAR.

MAC LTDA no item 27, valor lotal de RS 519.000,00. Foram can-

celados os itens 07, 18, 23, 26, 34 ¢ 35. Valor Towl da Licitagdo RS
31.936.007.00.

MARCIA GUIMARAES DE SOUZA
Preg

egosirs
(SIDEC - 03/01/2012) 254439-25201-201 INES0007S

DEPARTAMENTO DE OPERACOES COMERCIAIS
SERVICO DE ADMINISTRACAQ, DE MATERIAIS
SECAO DE PATRIMONIO

EXTRATOS D

E DOAGAD

Termo de Dosglo wrt ccicbrado cnire  Fundagdo, Oswaldo Crus.
CNPJ 33.781.055/0001-35, sediada na Av. Brasil, 4.3

shos - Rio de JancirarR] ¢ o Municiio de Betim,
Profe valdo Franco, n° 55, CEP: 32.510-
050, CNPY: 18.71539110002.77, Unidade: Beim. Objeto: o presentc
termo tem por obieto a doagdo dos bens moveis ¢ cquipamentos pela
Fiocu dqucle Exiado nas condicbcs espeeificas deste nstrumento,
com vistas a0 descavolvimento do Programa Farmécia Popular do
Brasil, coordenado pelo Ministério da Satde.

na Rua

Termo de Doagdo s/n® celebrado entre a Fundacdo Oswaldo Cruz,
CNBY 3378 O5SI0001.35, sediada o Ay Brasl, 4365 - Mangul-
nhos - Rio de Jane; o Municipio de Camaragibe. sediado na
Avenida Blmiro Corcia, n° 2340, Timbi, - Camampibe/PE. CEP
57.768-000. CNPJ: 08.260,663/0001-57, Unidade: Camaragibe. Ob-
jeto: o presente iermo tem por objcio a doagdo dos bens moveis ¢
cquipamentos pela Fiocruz aquele Estado nas condiges especificas
deste instrumento, com vistas ao desenvolvimento do Programa Far.
micia Popular o Brasil. coordenado pelo Ministério da Saide.

elebrado coure o Fundagdo Opwaido Crz.
RS 3570 DSSI001-5. seincs me Av. e, angui
nhos - Rio de Janciro/R) ¢ o Municipio de Sdo (;abr\el a.\ Ca-
chocir/AM scdiado na Avenida Alvaro Maia. n° 569, Centro - Sio
Gabricl da Cachocira, CEP: 69.750.000, CNPJ: 04.272.670/0001-18,
Unidade: $3o Gabricl da Cachocira, Objéto: o presente termo tem por
objeto & doaglo dos bens méveis ¢ equipamentos pela Fiocruz dquele
Estado nas condigoes cspeciicas dest insinmenio. com visis 30
descavolvim Programa Fanmicia Popular do Brasi
7ado bl Minisiiro da Smide.

DIRETORIA DE ADMINISTRAGAO DO CAMPUS
EXTRATO DE TERMO ADITIVO N° 212011 UASG 254437

Niimero do Contrato: 26/2011
N° Processo: 2532(9000377211100

TOMADA CO! 0_Contratante: FUNDACAO
OSWALDO CRUZ CRP) (,omrludo 28022135000177. Contratado

IA ENGENHA ECOMUNICACOES LTDA. Objcio:
ecugdo da obra o ml'm-ml do Pavihdo 032-Frédio da Zoonase do
IPEC. Fundamento Legal: At 65 §1° i 8666/93 ¢ suas al-
icracdes. Vigénci: 09172011 a a2 Sator ot RsTi622
Fonie: 151000000 - 201INES02415. Data de Assinatura:
09/1212011,

(SICON - 03/01/2012) 254420-25201-201 INES000T4
CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU
EXTRATO DE CONTRATO N* 411201} UASG 254423

N® Progesso: 25381000261201184.
PREGAQ SISPP N° 71/201| Contratantc: FUNDAGAO OSWALDO
CRUZ -C) : 0390542800171, Contratado : ACQUA-
QUALITY SISTEMAS DE TRATAMENTO DE AGUA LTDA. Ob-
jeo: Conlraagi do servicos de manuengdo proveniva. corteiiva ¢
oca periddica dos clemnios filiranics do sisiema de tratamento de
s o 1 do. CPRRIFIOCRUZ, por_um _periodo de 12 (doze)
meses. Fundamento Legal: Ar. 61, parigralo unico. Lei 8666193
Viggncia: 077122011 2 06/12/2012. Valo Toul; RS20280.0. Foie:
000000 - 2011NEROR6S. Data de Assinatura: 07/12/2011.

(SICON - 03/01/2012) 254423-25201-2011NES00072
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO
CHAGAS

EXTRATOS DE RE

TRO DE PRECOS

Ata de Registro de Prego n°164/2011; Objoto: Registro de Pregos
objetivando o fomecimento de Eletrodomésticos, Contratada: PO-
LICARBON BRASIL IND. DE FILTROS B EDOUROS LTDA,
CNPJ: ﬂZ.J-ﬂ 945/0001-00; Tiem: 03. Vigéncia: 12 (doze) st s
panir da_publicagio no D.O.U; Modali e de Licitagdo: Pregio
Elewronico n® 07072011 - IPEC; Processo: 25380.003548/2011-76,
anor Global: RS 3.755,00 (Trés Mil seiecentos ¢ Cingiicnta ¢ Cinco

a de Regisiro de Progo n°165/2011; Objeto: Registro de Pregos

objnwlndo o, fomecimento de Eletrodomésica : VCS
DE MAT. PARA l: ITORIO E

0520742410001

publicacdo no : Modaldade G Licitagdo. Pregho Fla

7013011 . IPEC: Proctec: zsmooouwzon 76: Valor Gonai RS

Fiah0 T Bl Qusdocsuis ¢ bt ¥

At de Registro de Prego n° Gbjeto: Regisiro de Pregos

objetivando o fornccimento W Ilclmdommlm. Contratada: VITEC

COM. DE MAT. PARA ESCRITORIO E SERVICOS LTDA. CNPJ:

08.144.355/0001-66: Item: 02, a partir da

ublicagdo no D.0.U; Modalidade de Licitacdo: Preglo Elotronico n®

51501 T5EC. Procesto: 24380 D35S 301 1-76x Vsl Globar RS

164465 (Fum Mil Sciscentos ¢ Quarenta ¢ Quatro Reais ¢ Sessenla

¢ Cinco Centavos),

Ata de Regisro de Progo a%16772011; Objeo: Regisiro de Prosos
bictivando o fomecimento de Eictrodomésticos; Contratada:
SIMUS RIG COM. £ SERY. LIDA CNP) 1283815000113

Itom: 01, Vigéncia: 12 (doze) meses 2 partir da publicagdo no D.O.U

Modalidade de Licitaglo: Pregdo Cletrdnico n® 079/2011 - [PEC:

Procosso; 25380003S48/2011-76: Valor Gilobal: RS 3444600 (Trinia

§ Quaire M1 Ofwotaios © Quaress e Scis Roaia

Ata de Registro de Prego iGN Objeto: Regisiro de Progos

ando o fomecimento de Elctodomcstios: Conryads; AD-
C MAT, IC0S LTDA, CNPJ:
|2 (doze) meses  parir da

P 0 D.0.U; Modal, tagdo: Pregdo Elcironico n°

87972011 IPEC: Processor 25380.003548/2011-76; Valor Global: RS

1060,00 (Hum Mil  Sessenia Reaio

w de Regisiro de Prego n°169/2011; Objet
ohjcuum.lu o lomesimento i Pt Al
PORTO EMPREENDIMENTOS € PARTICIPACOES LTDA, CNPI:
4.990/0001-23; Ilcm 06, Vigencis: 12 (doze) et 8 pae da
publicacdo no D.0.U: Modalidade de Liciaedo: progdo Eleronico o®
13011 IDEC Proctasor 25380 0035483011 6: Lilor Globat RS
SHB00 (Sem Ml Comas Ot Reais)

RESULTADO_DE JULGAMENTO
PREGAO N* 79/2011

to: Regisro de Pregos

regociro no uso das suas atribuigdes que lheconfore a
Portasia n* 017201 1 declara L o vencodores do Preglo Slentaiy
SRP 079/2011 as seguintes c: : POLICARBON BRASIL IND.
DI FILTROS E BEBEDOURGS LTDA n . no ettt 0
Rs 375500 (ms Mil Scicconios ¢ Cinquenia ¢ Cinco Reas); VCS
€Ol PARA ESC. E SERVI os LTDA no item 05, no
Vaos it g Rs 00 (Hum Mil Quatrocenios ¢ Oitenta Reais):
VITEC COMERCIO, MANUFATURA; (MPORMLAQ E EXPOR-
T (,Ko no | 02, no valor tot RS 1.644,65 (Hum Mil Seis-
¢ Quarenia ¢ Qu € Sesscain s Conto. entavos).
MAXIMUS RIO COM T SERV LTOA o s 01, po valor tomt de
RS 34.846.00 (Trinta ¢ Quatro Mil Oitocentos ¢ Quarenia ¢ Seis

Reais); ADVANCED COM. DE MA. E SERVICOS LTDA no valor
total de RS 1.060.00 (Mile Sessenta Reais); LEAL PORTO EM-
PREENDIMENTOS E PARICIPACOES LTDA no item 06 no valor
total de RS 6.180,00 (Seis Mil (.cmo o OitentaReais). PERFA-

ZENDO O VALOR TOTAL DA TACAO DE RS 4896565
(QUARENTA E OITO MIL NOVI:( NTOS E SESSENTA E CIN-
CO REAIS E SESSENTA E CINCO CENTAVOS).

PAULO HENRIQUE DA COSTA FERREIRA
(SIDEC - 03/01/2012) 254438-25201-2012NES00086

INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM FARMACOS
DE MANGUINHOS

EXTRATO DE REGISTRO DE PRECOS

At de Registro de Pregos n® 02/2012. Objeto: Regisro de PVC
Cristal 170 mm, Contratada :Amapar Plisticos
12531.1670001-68; hems | doico flem da Ivcuado \r.,enm xz
(dm) mescs a panir da publicasdo no DOU: Modalidade de
gl Elctonico. | ne145/2011-FAR:  Processo
S5357.00063573011-10: Do ds Assnansm 03012013 Valor Giobal
RS 48.930,00 (Quarcnta c oilo mil ¢ novecentos ¢ trinia reais)
Rio de Janciro, 02 de janciro de 2011

08

nuur\m)\ DE JULGAMENT(
REGAO N* 12772011

O Pregociro no uso das atribuigdes aue xhc confere a Portaria

0° 0417201 1-Far, faz saber que no dia zembro do ano de
dois mil ¢ onse. s dex horas, fo u;lllndo W abormas 34 Pregdo n®
127/2011-Far, tendo como vencedoras as empresas: Betbi Ind. ¢ Con-

fecgdos ¢ Brindes Lida. nos itens 02 ¢ 05, no valor towl de RS
39.300.00 (Trinta ¢ nove mil ¢ trezentos reais). GGS Indiistria Com.
© Scrv. Ltda, no item 12. no valor total de RS 18.000.00 (Dezoito mil
reais), Mesquita ¢ Cruz Lida, nos itens 08, 09 ¢ 11 no valor total de
RS 57.300.00 (Lmqwnu © sctc mil ¢ trozenios reais) ¢ Araruna
Coméreio ¢ Scrv. para Equip, Lida, nos itcns 01, 03,04, 06, 07, 10,
13, 14 ¢ 15, no valor total de RS 172.650.00 (Cento ¢ screnta ¢ dois
mil ¢ sciscentos ¢ cinquenta reais), Valor Global do Preglo RS
287.250,00 (Duzentos ¢ oitenia ¢ scic mil ¢ duzentos ¢ cinguenta
reais).

RA

AEL ROBERTO MEN|

(SIDEC - 03/01/2012) 254446-25201-2012NES00081

O N 14572011

O Pregociro no uso de suas atribuigoes que The confere a
Portaria n°41/FAR, faz saber que no dia 16/12/2011, foi realizado o
Pn:gno Eltrinio 1714572011 s 09:00: ¢ oi dclarada vencodom o

pamar Pldstico Lida; no item 01 dnico ilem da licitagdo; no
e vl e RS4R 90, 00(quarenta ¢ oito mil ¢ novecentos ¢ trinta
reais).

GILDAZIO PEREIRA JUNIOR

(SIDEC - 03/01/2012) 254446-25201-2012NER00DS |
SERVICO DE COMPRAS

EXTRATO DE REGISTRO DE PRECOS

Aln de Regisro do Prosos 0™ 019172011, Obict: Regiairo de Prezos
objetivando 0 scrvico de p - Insumo Farmacéutico
Ativo - Haloperidol. Contratada’ RORTEC QUIMICA S.A. CNPJ:
29.950.060/0001-57; Item 01. Vigéncia: 12 (doze) meses a partir da
publicacto no DOU: Modalidade de Liciaglo: Preglo Eletrtnico 1.
078/2011-FAR; Processo: 25387.000109/2011-41; Data da Assina-
tura: 26/12/2011. Valor Global: RS 200.179.50 (duzentos mil cento ¢
scicnia ¢ nove reais e cinglienta centavos).
Rio de Janeiro, 03 de janeiro de 2012,

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
RATO DE TERMO ADITIVO

E;

gl 3 Temo iy - Acordrdo CooperagioTéeric n*
\‘I"(XN cn\rg FIOCR! CNI 3.781.0¢

3 adura
CEP 20221-260. Finalidade: ‘ng!!lncm edicuat g polnovxms em
apoio ds atividades de ermadicaglo global da poliomiclite”, vinculado

20 Laboratério de Enterovirus /FIOCRUZ do 10C. Assinatura: 17 de
novembro de 2011. Vigéncia: 17/1112011 0201072012 Signatirios:
Tania (‘n;munlm de Araujo ngc CPF 403.241.337-15, Dirctora do
10C/FIOCR Cl

Presidente a L ¢ o Luiz

771.854.127-49, Dirctor de Produgio ¢ Grande Operagdo da CEDAE.
Processo FIOCRUZ n* 25380.003142/2009-79

Este documento pode ser verificado no endercgo eletrénico hup:

pelo cédigo 00032012010400130

Documento assinado digitalmente conforme MP n* 2.200-2 de 24/08/2001, que institui a
Ini

fracstrutura de Chaves Pablicas Brasileira - ICP-Brasil



